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CAPITULO |

1.-INTRODUCCION.

El cancer cervical (CaCu) es un tumor maligno que inicia en el cuello de la matriz posee una
etiologia viral y es més frecuente en mujeres mayores de 30 afios, muchos factores podrian
aumentar el riesgo de infeccion por virus del papiloma humano (VPH), por ejemplo, el
comportamiento sexual, el nimero de parejas sexuales masculinas recientes y de toda la vida,
la coinfeccion con otras enfermedades de transmision sexual e infeccion vaginal y el inicio
temprano de la actividad sexual. La dieta, el tabaquismo, la genética y la inmunosupresion
también estan relacionados con la infeccion por VPH.1* Ademas, ciertas oncoproteinas del

VPH interacttan con la maquinaria celular y la respuesta inmune.®

La mayoria de las infecciones naturales por VPH se limitan a la capa intraepitelial de la
mucosa y no se convierten en cancer. Aproximadamente el 90% de los pacientes con infeccion
por VPH presentan una depuracion viral innata y humoral mediada por la respuesta inmune
pocos meses después de la infeccion viral &7, El 10% de los pacientes tiene una infeccion

persistente y un mayor riesgo de cancer en aproximadamente el 1% de todos los pacientes.’

La infeccion persistente por VPH es un evento esencial para el desarrollo del cancer de cuello
uterino. La competencia entre persistencia y eliminacién es fundamental en la carcinogénesis
del VPH.®

13
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2.- MARCO TEORICO.

El cancer puede empezar casi en cualquier lugar del cuerpo humano, el cual esta formado de
trillones de celulas. Normalmente, las células humanas crecen y se dividen para formar nuevas
células a medida que el cuerpo las necesita. Cuando las células normales envejecen o se
dafan, mueren, y células nuevas las remplazan, caso contrario que las células dafiadas no se
mueran y no son remplazadas es cuando ocurre lo que se denomina cancer, diversos factores
se encuentran relacionadas en su desarrollo, denominado como marcadores de identidad del

cancer (figura 1).°

Las células normales dependen de la sefalizacion del crecimiento de un ciclo celular
estrictamente regulado para proliferar de forma controlada y mantener la homeostasis tisular;
esto se interrumpe en caso de cancer.!®!! Actualmente se aprecia que, en las células
cancerosas, el crecimiento y las vias de sefializacion proliferativa albergan una o mas
alteraciones impulsoras dentro de sus compartimentos, lo que les da una ventaja de
supervivencia.'? Estos compartimentos incluyen ligandos de crecimiento, sus receptores o las

moléculas de sefalizacion citosélica.’?

Invasion
) and
Vascular- | | Metastasis | | Metabolic
ization — | Rewiring
Altered
Stvess Immune
Modulation
Response
g

Selective An Abetting
Proliferative C ancer Microenvi-
Advantage / ronment

__

Figura 1. Marcadores de identidad del cancer.
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2.1.- Cancer cervicouterino.

El cancer cervicouterino (CaCu) ocupa el tercer lugar en tasas de incidencia a nivel mundial,
con un estimado de 530,000 nuevos casos en 2008 (tasa de mortalidad global de 15 por
100,000 mujeres). Mas del 85% de la carga global ocurre en paises en desarrollo, donde

representan 13% de los canceres femeninos.™®

2.2.- Epidemiologia.

Las muertes por CaCu en la region de las Américas representan un gran nimero de afios de
vida potencial perdidos. Con base en los datos mas recientes proporcionados a la OPS, entre
1996 y 2001, 74 855 mujeres de 13 paises latinoamericanos murieron de CaCu. De ellas,
50,032 tenian entre 25 y 64 afos, y su muerte prematura ocasioné mas de 1.56 millones de
afios de vida potencial perdidos. Cuando se mide la carga de morbilidad en afios de vida
ajustados en funcion de la discapacidad (AVAD), es igual a la pérdida de un afio de vida
saludable. Calculos recientes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sugieren que, en
las Américas, el CaCu actualmente causa 471,000 AVAD, carga de morbilidad superior a

otras neoplasias malignas en mujeres.*®

En México desde 2006 el CaCU es la segunda causa de muerte por cancer en la mujer, en
primer lugar, se sitla el cancer de mama.}” Anualmente se estima una ocurrencia de 13.960
casos en mujeres, con una incidencia de 23.3 casos por 100.000 mujeres y causa la pérdida de

471 000 afos de vida ajustados por discapacidad.

México, durante el periodo de 1976 al 2006, se presentdé 102,544 muertes por CaCu. En la
década de los afios 80, el Programa Nacional de Prevencion y Control de CaCu enfrentd
enormes desafios. Las tendencias nacionales indicaban un aumento de la mortalidad por CaCu
en todas las edades, <15% de la poblacion femenina elegible habia tenido alguna vez una
citologia vaginal, y la cobertura fue baja en las zonas subdesarrolladas y pobres. También
hubo una ausencia de control epidemiologico y de medidas de control de calidad para la toma
y el diagnostico de las muestras de citologia cervical. A principios de la década de los afios 90,
una evaluacion de la calidad de las citologias cervicales en México informé que >60% carecia
de células endocervicales, moco y/o células de metaplasia. Ademas, algunos centros de

tamizaje de citologia cervical informaron >50% de resultados negativos falsos.!® Para el
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periodo de 1989 al 2004, la tasa de mortalidad se redujo a 2,94, lo que equivale a
aproximadamente tres muertes menos por cada 100,000 mujeres. Los factores asociados con la
disminucion en las tasas de mortalidad por CaCu fueron: aumento en la cobertura de Pap y una
tasa inferior de natalidad. Asi, por cada unidad de aumento en la cobertura del Pap, la
mortalidad por CaCu disminuy6 0.069, y por cada unidad de disminucion en la tasa de

natalidad, la tasa de mortalidad por CaCu disminuy6 0.0548.

Las tasas de mortalidad reportadas para los afios 2000 y 2006 fueron 19.2 y 14.6 por 100,000
mujeres de 25 afios 0 mas, respectivamente. Esto representa una disminucion de 24.2% en el
periodo. Para el afio 2000, las mexicanas que vivian en zona rural tenian tres veces mas riesgo
de morir por CaCu, en comparacion con las mujeres que vivian en la zona urbana; asimismo,
las mujeres que vivian en el Centro y Sur de México tenian un riesgo relativo de 1.04 y 1.47
de morir por CaCu, respectivamente, en comparacién con los que vivian en el Norte. No
obstante, en 2006 no se observaron mas diferencias en el riesgo de morir por CaCu en relacién
con las zonas de residencia (rural vs. urbana), pero si por region del pais. En 2007, se reportd
una tasa de incidencia de 40.5 por cada 100,000 habitantes y una tasa de mortalidad de 14.3
por cada 100,000 habitantes. Los estados con fuerte presencia indigena son los que registran
las tasas mas altas de mortalidad por CaCu en México.'*?* Segun el estudio “El peso de la
enfermedad de las mujeres en México, 20057, los Afios de Vida Saludable perdidos (AVISA)
en ambos sexos por enfermedades no transmisibles (categoria donde se ubica el CaCu) fueron
cinco, 278,491 (49%)2?

2.3.- Virus del Papiloma Humano.

Diversos estudios epidemioldgicos y moleculares establecen la infeccion persistente con el
VPH como causa necesaria para el desarrollo del CaCu. 2% EI VPH es un virus pequefio de
aproximadamente 55 nm, no envuelto que pertenece a la familia Papillomaviridae. % Estos
virus estan ampliamente distribuidos en la naturaleza e infectan especificamente el epitelio

escamoso de mas de 20 especies diferentes de mamiferos, asi como aves y reptiles.?’

La capside del HPV esta constituida por 72 capsomeros (60 hexameros y 12 pentdmeros),
conformada por las proteinas estructurales L1y L2 que albergan el genoma viral.?® El genoma

viral consiste en DNA circular de doble cadena de 7200-8000 pares de bases (pb), con mas de
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10 marcos de lectura abiertos (ORFs) y generalmente una hebra es transcripcionalmente
activa.?® El genoma del virus (fig. 1) ha sido dividido en tres regiones: region temprana (E:
Early) que codifica para los genes implicados en replicacion y mantenimiento del genoma
viral (E1-E8); regidn tardia (L:Late), la cual codifica a las proteinas estructurales de la capside
L1y L2,y por ultimo, la region larga de control (LCR: Long Control Region), la cual contiene

los sitios de regulacion de la transcripcion y replicacion viral (figura 2).%

VPH 16
7 905 pb

Figura 2.- Organizacion del genoma del virus del papiloma humano

Se han identificado méas de 100 tipos de VPH, de los cuales cerca de 18 se clasifican en “alto
riesgo” dada su asociacion con cancer, y de “bajo riesgo” por su asociacion con displasias de
alto y bajo grado. Los tipos de VPH 16 y 18 son causantes de mas de 75% de todos los

canceres de cérvix.%

El VPH infecta las células basales del epitelio porque ingresa en micro lesiones que exponen
dichas células. Ahi se activa un mecanismo de endocitosis que requiere de clatrinas y heparan
sulfato, mediado por la proteina L2. El genoma virico permanece como un elemento
extracromosomal en forma de epitoma. El virus replica su acido desoxirribonucleico (ADN)
para mantener un numero de 50-100 copias de su genoma dentro de las células basales y

parabasales. El patron de expresion en estas células no estd bien definido, pero generalmente
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las proteinas E1 y E2 son expresadas para mantener el ADN viral como episoma y facilitar la
correcta segregacion de los genomas durante la division celular. Al dividirse la célula
infectada, una de las células hijas permanece en la parte basal del epitelio mientras que la otra

célula inicia el proceso de diferenciacion en la parte superior del epitelio.®

2.4.- Ciclo bioldgico.

La amplificacion del genoma viral inicia en un subgrupo de células de las capas superiores del
epitelio. En esta fase, la activacion del promotor dependiente de la diferenciacion (contenido
en el ORF de E7) es un evento critico porque es necesario para incrementar el nivel de

proteinas virales requeridas para la replicacion (E1,E2, E4 y E5).%!

Las proteinas de la capside (L1 y L2) se acumulan una vez que se ha amplificado el genoma
viral para asi encapsularlos. Los papilomavirus son no liticos y se liberan hasta que las células
infectadas llegan a la superficie epitelial. EI egreso de las particulas virales se lleva a cabo
gracias a la actividad residente en E4, la cual contribuye a la desestabilizacion de las redes de

citoqueratina (figura 3).%

» _Liberacién de viriones

' Ensamble
de viriones
Estrato
Gémeo Expresién E4, E5, L1, L2
Estrato " Ampliacion del
granuloso genoma viral
Estrato
espinoso
Expresion de
E1, E2, E6,E7
Estrato
basal
Membrana
basal i Epitelio normal Epitelio infectado

Figura 3 El ciclo viral en el epitelio estratificado.

18

“POLIMORFISMOS GENETICOS DE TNF-o RS1800629, E IL-10 RS1800872, R$1800896, ASOCIADOS AL DESARROLLO DE CANCER CERVICAL EN PACIENTES QUE E’_



“POLIMORFISMOS GENETICOS DE TNF-o RS1800629, E IL-10 RS1800872, R$1800896, ASOCIADOS AL DESARROLLO DE CANCER CERVICAL EN PACIENTES QUE

£ (HIAPAS

ACUDEN A UN HOSPITAL DE TERCER NIVEL

0VAISHTAIN

En la ausencia de regresion, las lesiones pueden persistir y, en algunos casos, progresar a
cancer. Una caracteristica comun de los virus tumorales es su capacidad para originar tumores
en sitios donde su ciclo viral productivo no puede ser completado. Las lesiones intraepiteliales
de bajo grado pueden soportar esta infeccion productiva; sin embargo, las neoplasias
cervicales intraepiteliales 2 y 3 (NIC 2 y NIC 3) tienen una fase proliferativa mas extensa,
donde el soporte del ciclo viral puede ser adecuado o minimo. Se sabe que la zona de
transformacion es un sitio particularmente susceptible al desarrollo de cancer. Parece que los
tipos de alto riesgo no pueden completar su ciclo en esta area, lo que ocasionalmente conduce

a una infeccion abortiva.

La progresion de lesiones hacia cancer microinvasor o invasor se asocia con la integracion del
genoma del VPH en los cromosomas del hospedero. En dicho proceso suele perderse la

integridad de E2, con la subsecuente expresion de los oncogenes E6 y E7.%3
2.5.- Patogenia del Cancer Cervicouterino.

La mayoria de los casos de cancer cervical se desarrolla en la zona de transformacion, donde

el epitelio columnar del endocervix se une al epitelio estratificado del exocervix.

La infeccion de este tejido con VPH de alto riesgo induce verrugas planas cervicales, que

normalmente son asintomaticas y regresan espontaneamente de manera frecuente.*

No obstante, una fraccién de estas infecciones genera incremento en la poblacion de células
displasicas (conocidas como NIC), que pueden culminar en carcinoma in situ.® El carcinoma
cervical in situ puede ser facilmente tratado de manera local, pero las lesiones que no son

tratadas pueden progresar a cancer invasor para el cual el tratamiento es limitado.

La enfermedad invasora ocurre en una minoria de las mujeres infectadas por VPH-AR; el

tiempo entre la infeccion inicial y la aparicion del cancer es tipicamente 10 afios. %

La integracidon de genoma viral al genoma celular es un evento que interrumpe la expresién de
los genes E1 y E2, previene la replicacion de ADN viral y estimula el crecimiento
celular1.®"*® Aunque la proteina E2 es un factor de transcripcion esencial, también puede

funcionar como represor del principal promotor viral.3*4° En consecuencia, la pérdida de la
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funcion de E2 —debido a la integracion del ADN viral— induce una liberacién del promotor a
partir del cual se expresan las proteinas E6 y E7, principales estimulos oncogénicos
codificados por VPH.***2 En ausencia de la integracion del genoma viral, la expresion de E6 y
E7 puede incrementarse por otros mecanismos como por ejemplo, mutaciones en los sitios de

unién a E2.%

La proteina E5 es considerada otro oncogén codificado por los VPH-AR, que se expresa en
algunos de los casos de CaCu.*“® La comparacion filogenética de los genes E5 de varios VPH
genitales reveld una correlacion entre la secuencia de E5 y el potencial carcinogénico de éste,

lo cual sugiere que la proteina E5 pudiera jugar un papel en la carcinogénesis.*647

La progresion ordenada de la historia natural de las lesiones de cérvix puede ser mimetizada
en células transfectadas con el ADN de los VPH-AR. Los queratinocitos primarios
provenientes de cérvix poseen un numero limitado de divisiones en cultivo y pueden ser

inmortalizados eficientemente por la co-expresion de E6 y E7 de los VPH-AR.

Adicionalmente, las proteinas E6 estimulan la expresion de la subunidad catalitica de la
telomerasa, una ADN polimerasa dependiente de acido ribonucleico (ARN) que mantiene los

extremos cromosomales en las células somaticas proliferantes.>

La capacidad de las proteinas E6 y E7 de interferir con las funciones de p53 y pRb
respectivamente, y de influir con la actividad de la telomerasa representan las bases de la
inmortalizacion celular,>5? pues estas mismas vias se encuentran alteradas en los procesos de
inmortalizacion celular independiente a VPH.®3 Las proteinas E6 y E7 también son capaces de
interactuar y modular las actividades de otras proteinas celulares, con lo cual contribuyen al

efecto carcinogénico.>

Las proteinas E6 de los VPH-AR se unen a ciertas proteinas que poseen dominios PDZ,

incluidas las que supuestamente poseen actividad de supresion tumoral. >5-8
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Los genes E6 y E7 de los VPH-BR no poseen actividad inmortalizante y muestran una
capacidad débil de interaccion con los blancos celulares, lo cual demuestra que los efectos in
vitro reflejan el potencial oncogénico observado en los pacientes. A pesar de que las células
pueden ser inmortalizadas por secuencias del VPH, estas células no son tumorigénicas en
principio. Sin embargo, el pasaje continuo de dichas células resulta en la adquisicion de
capacidad transformante debido a la inestabilidad genética derivada de la accion permanente
de los oncogenes virales al eliminar varios puntos de control celular en la célula. Ello permite
su replicacion continua a pesar del dafio al material genético, lo que resulta en la acumulacion
de mutaciones por la interferencia de las proteinas virales con la maquinaria de reparacion del
ADN vy, como consecuencia de estos efectos, la inestabilidad genomica y anormalidades

cromosdmicas son un “hallmark” en los canceres inducidos por VPH. %1

Por lo tanto, algunas de las alteraciones genéticas pueden llevar a la activacioén de oncogenes
celulares, inactivar genes supresores e interrumpir otros mecanismos de control con la final

consecuencia de la adquisicion del fenotipo tumorigénico en células infectadas con VPH.®2

Eventos similares parecen tener lugar en células de lesiones que estdn en proceso de

progresion en mujeres infectadas persistentemente con VPH-AR.

La infeccion persistente por el VPH-AR es un factor fundamental en el establecimiento del
CaCu; sin embargo, existen otros factores de riesgo que elevan la posibilidad de desarrollarlo
(figura 4). Entre los determinantes de progresion estan la ausencia de programas de screening
y la poca accesibilidad a los recursos diagnésticos; aunque otros factores, como el genotipo
viral, la persistencia de la infeccion, probablemente la carga viral, la integracion del ADN
viral en el genoma celular y periodos de inmunosupresion en el organismo contribuyen a la

aparicion de la enfermedad.
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Figura 4 Esquema representativo del establecimiento del cancer cervical.

La predisposicion genética representa 27% del efecto de los factores subyacentes para el
desarrollo del tumor. La herencia afecta la susceptibilidad a la infeccion por VPH, la

capacidad para resolverla y el tiempo de desarrollo de la enfermedad.**

El cancer cervical evoluciona a partir de lesiones premalignas no invasivas, referidas como

NICs o lesiones intraepiteliales escamosas (LIES) (figura 5).

EG/ET
EG/ET

NIC 2 CaCU

Figura 5 Evolucién de las lesiones intrapiteliales cervicales hacia cancer y su relacion con productos del
VPH.
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Histoldgicamente, las alteraciones precancerosas se graddan de la siguiente forma:

* NIC I: displasia leve.

* NIC II: displasia moderada.

* NIC III: displasia grave y carcinoma in situ.

En las extensiones citoldgicas, las lesiones precancerosas se separan solo en dos grupos:

* Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LIEBG): corresponden a NIC 1 o condilomas
planos.

* Lesion intraepitelial escamosa de alto grado (LIEAG): corresponden NIC 11 o 111.

Hasta hoy, es materia de debate si el cancer cervical generalmente se desarrolla a partir de un
epitelio cervical normal infectado —via una secuencia de lesiones bien reconocidas (NIC I-111)

o directamente a través de una via rapida inducida por lesiones NIC I11.

En funcidn del sitio de origen o de la estirpe celular de la cual se origina, el cancer de cérvix
puede ser de tipo epidermoide o escamoso, mixto o adenoescamoso, asi como de otras
variedades menos frecuentes, como el de células pequefias. EI comportamiento histologico de

estos tipos varia.

En general, el adenocarcinoma y los carcinomas adenoescamosos son mas agresivos que los
epidermoides. Los tipos virales méas frecuentes en casos de carcinoma invasivo son los VPHs

16, 18, 45y 31, la prevalencia acumulada de estos tipos virales explica 80% de los casos.
Si bien el mecanismo oncogénico inducido por HPV se debe a la expresion conjunta de E6 y

E7, existen otros factores que contribuyen al desarrollo carcinogénico entre los que destacan la

sobreexpresion, amplificacion o pérdida de funcion de genes.*
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2.6.- Respuesta inmune al VPH

La defensa del hospedero ante una infeccion viral resulta de la colaboracién entre la
inmunidad innata (fagocitos, proteinas solubles y barreras epiteliales) y la inmunidad
adaptativa (anticuerpos, células cooperadoras y citotoxicas). El sistema inmune innato a traves
de macrofagos, células de Langerhans y células dendriticas detecta las particulas virales y
actia como primera linea de defensa, eliminando la mayoria de las intrusiones; no tiene
memoria especifica, pero es responsable de activar la inmunidad adaptativa, la cual por medio
de mecanismos efectores humorales y celulares exquisitamente especificos hacia los antigenos

foraneos puede generar células de memoria de larga vida.

Cuando se produce dafio en el tejido, el sistema inmune innato envia moléculas sefiales que no
se encuentran normalmente, como estructuras ricas en manosa y proteinas de choque térmico
que, junto con las células dendriticas (DC), inician la coordinacion de células efectoras del
sistema inmune como monocitos, macrofagos, polimorfonucleares (PMN) y células NK para
la proteccion del tejido mucoso. Su activacion induce la produccién de moléculas co-
estimuladoras como las defensinas, interleucinas (IL), interferones (IFN), factor de
crecimiento transformante (TGF) y factor de necrosis tumoral (TNF), los cuales ejercen un
control directo sobre las células infectadas.

En el caso particular de la infeccion por VPH, este patdgeno ha desarrollado mecanismos de

evasion de la respuesta inmune del huésped (figura 6).
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Evasion de la respuesta

Ciclo Infeccioso §-12
Inmune innata por VPH-AR

semanas,

La infeccién por VPH-AR disminuye los
sensores de la respuesta inmune innata,

y las proteinas E6 Y E7 inhiben la respuesta a
y Interferones tipo 1

Ensamblaje y liberacion de viriones

Las proteinas L1, L2 Y E4 son
producidas

Amplificacion del genoma viral, mas de
1000 copias por célula. Las proteinas
E1, E2, E5. E6, Y E7 son producidas

Las células de Langerhans (CL) o células
dendriticas (CD) estromales no son activas, no
hay migracién, procesamiento ni presentacién
antigénica

Amplificacion dei ADN viral en
céfulas que no se dividen

Los queratinocitos infectados no liberan
citocinas proinflamatorias

Los VPH infectan queratinocitos de
la capa basal, 10 copias por célula.
Las proteinas E2, E5 E6 y E7 son

producidas. El virus se replica junto

con la célula ' E 2
semanas

Figura 6 Ciclo infeccioso y mecanismos de evasion de la respuesta inmune innata durante la infeccién por
VPH-AR.

Bajo niveles de protelna, no hay viremia, no hay
muerte cefular ni inflamacién.

El ciclo infeccioso del virus ocurre por si mismo (es un mecanismo de evasion del sistema
inmune), debido a que el VPH es un patdgeno exclusivamente intraepitelial; no se presenta
una fase de transmision sanguinea o viremia en el ciclo de vida, y solo cantidades minimas de
virus estan expuestas a las defensas inmunes.®® Ademas, no hay citolisis 0 muerte citopatica
como consecuencia de la replicacién del virus; por lo tanto, no hay inflamacién y durante la
mayor parte del ciclo de infeccion por VPH, parece haber poca o ninguna liberacion de
citocinas proinflamatorias importantes para la activacion y la migracion de las células
presentadoras de antigeno (CPA) en el microambiente local, sin embargo derivado a los
cambios que se producen en un microambiente post infeccion (MPI), se propone un modelo de
proceso de desarrollo del cancer cervicouterino (figura 7). Por ejemplo, se sabe que los
interferones de tipo I, principalmente IFN-alfa e IFN-beta, tienen actividad antiviral,
antiproliferativa y antiangiogénica, ademas de participar en la activacion de la respuesta
adaptativa mediante la inmunidad innata.®® Los VPH-AR tienen mecanismos que inhiben la
sintesis de interferén y las vias de sefializacion intracelular; por ejemplo, las proteinas E6 y E7
del VPH-16 pueden interactuar directamente con los componentes de las vias de sefializacion

del interferon, lo cual favorece la evasion de la respuesta inmune.®’
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Figura 7 Modelo propuesto de carcinogénesis cervical inducida por VPH.

Las células dendriticas son el puente entre la inmunidad innata y adaptativa. Emigran a los
ganglios linfaticos, tras fagocitar al patdégeno infectante, lo procesan y lo presentan a los
linfocitos T CD4+, activandose las vias de linfocitos T cooperadores (helper). La via Thl
generara inmunidad celular, necesaria para la resolucion de la infeccion establecida,
induciendo células T de memoria y promoviendo la diferenciacion de linfocitos T citotoxicos,
que aniquilaran las células infectadas. La via humoral Th2 activa a los linfocitos B que, al
diferenciarse en células plasmaticas, contactan con el antigeno y sintetizan anticuerpos
especificos que bloquearan al patdgeno. Algunas células plasmaticas perduran durante largos
periodos y segregan anticuerpos constantemente, manteniendo un nivel protector. Otra
fraccion de linfocitos B deriva a células B de memoria que daran lugar a una respuesta
humoral rapida, intensa y eficaz.(Figura 8.)%°
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Figura 8 Respuesta inmune innata vs respuesta inmune adaptativa contra el VPH.

2.7.- Pruebas de identificacion del VPH

Uno de los elementos criticos en los programas de tamizaje de cancer es el conocimiento de
las caracteristicas técnicas y operativas de las pruebas disponibles. En la actualidad, se
encuentran en el mercado cerca de cien pruebas comerciales para la deteccién de VPH. En los
programas de tamizaje de cancer de cuello uterino, la deteccion de VPH puede realizarse
mediante pruebas directas que permiten la identificacion del genoma de VPH de alto riesgo
(VPH-AR), de amplificacion de un fragmento de ADN viral, con o sin genotipificacion, o

mediante la deteccion de ARNm."®

2.7.1.- Fundamento de la prueba.

La RT-PCR VPH AR es una prueba de PCR multiplex en tiempo real (RT-PCR), que permite
la deteccion cualitativa (positiva o negativa) y simultdnea de 14 genotipos del VPH
clasificados como de alto riesgo para cancer de cérvix (genotipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,

51, 52, 56, 58, 59, 66, y 68). Se basa en la amplificacion de una region especifica del gen L1
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(gen tardio codificante para proteinas estructurales que conforman la nucleocépside viral del
VPH), utilizando oligonucledtidos que detectan el ADN viral y sondas especificas que
permiten de manera simultanea su diferenciacion por genotipos especificos de alto riesgo.” La
técnica utiliza el gen de B globina como control interno para la integridad, extraccion y

amplificacion de la muestra.”
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CAPITULO I11.

3.- ANTECEDENTES.

Guang.Hui Du y colaboradores, en el 2019 evaluaron la asociacion de los genotipos de TNF e
IL10, con la susceptibilidad de cancer cervical, los polimorfismos en TNF ( -308 G/A,
RS1800629) e 1L10 (-592 C/A RS1800872, -1082 A/G, RS1800896) se genotiparon y se
calcularon las razones de posibilidades para el genotipo y las frecuencias alélicas entre
pacientes con cancer cervical y controles sanos. Los resultados sugirieron que los genotipos
TNF-308 AA e IL10-592 CA/AA pueden aumentar la susceptibilidad de cancer cervical al

alterar la respuesta inmune de un individuo.

Por otro lado un articulo realizado por Simas y colaboradores en 2019, estudio la posible
asociacion entre los polimorfismos del promotor IL10 y TNFa y la infeccion por VPH en el
riesgo de carcinogenesis cervical en mujeres de Brasil. Se evaluaron un total de 654 muestras
en este estudio. Encontrando diferencias significativa en la distribucién de las frecuencias
alélicas de TNF-308 (rs1800629) (p = 0.03) y genotipo (p = 0.03) y la infeccion por HPV-58
entre los grupos de casos y de control para el polimorfismo de TNFa evaluado. Cuando se
tratd de la distribucion alélica y genotipica de TNFa (rs1800629) y las infecciones por VPH
18 y 31, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los casos y los
grupos de control para el polimorfismo de TNFa estudiado. La distribucion alélica y
genotipica de 1L10-819 (rs1800871) e 1L10-1082 (rs1800896) y la infeccion por VPH (VPH
58, 18 y 31) no han mostrado diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
casos y de control para los polimorfismos IL10 evaluados. Este estudio indic6 que la
asociacion del polimorfismo genético en genes relacionados con la inflamacion representa un
riesgo para la susceptibilidad en el desarrollo de cancer cervical en mujeres infectadas por los
VPH 16, 18y 58.

Chingai T y colaboradores en el afio de 2016, examinaron 251 muestras cervicales y
clasificaron dos grupos de acuerdo con sus hallazgos citoldgicos: 121 casos de cancer y 130
controles (de bajo grado lesion intraepitelial escamosa y citologia normal). Todas las muestras
fueron tipificadas por PCR y secuenciacion para TNF-o promotor -308G> A (rs1800629) vy -
238G> A (rs361525). En base a los resultados, ni el promotor TNF-o -308G> A (rs1800629)
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ni el -238G> A (rs361525) presentan un importante factor de riesgo para el cancer cervical

entre las mujeres tailandesas. '

En 2018, Chong Guo y colaboradores, realizaron un meta-analisis de reportes publicados para
tener obtener una relacién mas precisa entre los polimorfismos de IL-10 y el riesgo de cancer
cervical, debido a que hasta ahora los estudios previos demostraban cierta asociacioén pero
parecen ser controversiales. En general, existi6 una asociacion significativa entre el
polimorfismo en IL10 -1082 A>G vy el riesgo de cancer cervical en toda la poblacién, teniendo
el mismo resultado en los andlisis de subgrupos. Sin embargo el polimorfismo en IL10 -819 T
> C exhibe un efecto protector importante contra el cancer cervical. En resumen, este meta-
andlisis sugiere que los polimorfismos de IL10 pueden jugar varios papeles en el riesgo de

cancer cervical, especialmente en los Asiaticos.”
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CAPITULO IV.

4.- HIPOTESIS

e Existe asociacion entre los polimorfismos encontrados en TNF-a e IL-10 con el riesgo

de desarrollar cancer cervical.
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CAPITULO V.

5.- OBJETIVOS.

5.1.- Objetivo general.

Determinar la asociacion de los polimorfismos genéticos RS1800629 de TNF-a y RS1800872,
RS1800896 de IL-10 con el desarrollo de cancer cervical en pacientes que acuden a un tercer

nivel de atencion.

5.2.- Objetivos especificos.

e Describir las caracteristicas sociodemograficas, ginecolégicas y tipo de VPH.

e Determinar la frecuencia genotipica y alélica de los polimorfismos RS1800629 de
TNF-0, y RS1800872, RS1800896 de 1L10.

e Identificar la asociacion entre los polimorfismos RS1800629 TNF-a, RS1800872,

RS1800896 IL10 encontrados con el desarrollo de cancer cervical.
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CAPITULO VI.

6.- METODOLOGIA

6.1.- Area de estudio.

Las muestras fueron tomadas en el servicio de ginecologia del Hospital Regional de Alta
Especialidad “Ciudad Salud” (HRAECS). El estudio se realizo en el laboratorio de
investigacion “Ciudad Salud” (HRAECS), protocolo aprobado por el comité de investigacion,
comité de ética en investigacion y el comité de bioseguridad.

6.2.- Tipo y disefio de estudio.

Se realiz6 un estudio analitico, observacional, prospectivo y transversal.

6.3.- Poblacién de estudio.

Mujeres que acudieron al servicio de ginecologia del HRAECS.

6.4.- Tamafio y tipo de muestreo.
En el presente estudio se analizaron un total de 100 mujeres, 25 controles y 75 casos con

diagnostico presuntivo de CaCu.

6.5.- Criterios de inclusion.
e Mujeres mayores de edad.
e Mujeres residentes del estado de Chiapas.
e Carta de consentimiento informado autorizando raspado cérvicovaginal y uso de
informacion de su expediente clinico.

e ADN de indice de pureza A260/A280 mayor a 1.8 y cantidad mayor de 60 ng/uL.

6.6.- Criterios de exclusion.

e Mujeres menores de edad.
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e Mujeres con algun problema psicologico.
e Mujeres que no estan radicando en el estado de Chiapas.

e Mujeres que no acepten participar en el estudio.

6.7.- Criterios de eliminacion.

e Muestras de mala calidad.

e Muijeres sin expediente clinico incompleto y/o cuestionarios incompletos.

6.8.- Materiales y reactivos.

6.8.1.- Materiales

e Tubos de conicos 1.5 mL y 0.2 mL (Eppendorf ™).

e Puntillas.

e Tubos para PCR (MicroAmp Fast 8 Tubes Strip, Applied Biosystems® ).

e Tapas para tubo de PCR (MicroAmp Optical 8 Cap Strip, Applied Biosystems®).
e Guantes de nitrilo sin polvo (Nitrile Examination Gloves).

e Medios de transporte y cepillos cervicales (HC2 DNA Collection Device Specimen
Transport Medium, Digene®).

e Estuche para extraccion de ADN (QlAamp DNA blood Mini Kit, QIAGEN®).

e Estuche para genotipificacion de VPH de alto riesgo (HPV HCR genotype-titreFRT,
AmpliSens® ).

e Estuche para genotipificacion de VPH de bajo riesgo (HPV 6/11-FRT, AmpliSens®).
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Estuche comercial Tagman Genotyping Master Mix de la marca Applied Biosystems
(Lincon Centre Drive, Foster City, California 94404, USA).

Ensayos de genotipificacion.

Agua libre de nucleasas (MiliQ).

6.8.2.- Equipo.

Centrifuga refrigerada (Hermle modelo Z326K) con nimero de rotor 220.87.

Termociclador de PCR tiempo real CFX96 (Bio-Rads®).

Nanodrop (Thermo-Scintific™).

Micropipetas volumen variable (Brand Transferette® y eppendorf™).

Vortex (Barnstead Thermolyne).

Termo-bafio (Felisa®).

Campana de PCR.

6.8.3.- Material bioldgico.

Muestras de raspado cervical, conservadas hasta su procesamiento a -20 °C.

6.9.- Técnicas de laboratorio a usar.

6.9.1.- Extraccion de ADN.
Se utilizo el estuche para extraccion de ADN (QlAamp DNA blood Mini Kit, QIAGEN®).
Siguiendo las especificaciones del fabricante.

1. Colocar 200 pL de muestra a un tubo cénico estéril de 1.5 mL.
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N

Afadir 20 pL de proteinasa K a la muestra.

w

Agregar 200 pL de la solucion AL.
4. Mezclar en vortex por 15 segundos.

5. Incubar a 56 °C durante 10 minutos.

o

Centrifugar el tubo para eliminar las gotas de la tapa.
7. Anadir 200 pL de etanol absoluto.

8. Mezclar en vortex por 5 segundos.

o

Colocar el lisado a la columna QIAamp Minispin (con un tubo de recoleccion de 2
mL).

10. Centrifugar la columna a 8000 RPM durante 1 min.
11. Desechar el tubo de recoleccién y el filtrado.

12. Colocar la columna a un nuevo tubo de recoleccion.
13. Afladir 500 pL de la solucién AW1.

14. Centrifugar la columna a 8000 RPM por 1 min. 1
15. Desechar el tubo de recoleccion vy el filtrado.

16. Colocar la columna a un nuevo tubo de recoleccion.
17. Afadir 500 pL de la solucion AW2.

18. Centrifugar la columna a 14000 RPM por 3 min.
19. Eluir el ADN con la solucién AE (con un tubo coénico de 1.5 mL).
20. Incubar por 1 min.

21. Centrifugar a 8000 RPM durante 1 minuto.
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En la pantalla de inicio, seleccionar la ficha acidos nucleicos y seleccionar ADN.
Pipetear 1L de solucion blanco en el pedestal inferior y baje el brazo.
Seleccionar blanco y esperar a que termine la medicion.

Levante el brazo y limpie ambos pedestales con una toalla para equipos nueva.

%

-

Pipetear 1uL de solucion muestra en el pedestal y baje el brazo, e introduzca los datos

6. Seleccionar medir y esperar a que termine la medicion. Cuando termina la medicion

aparece en la pantalla la cantidad de muestra y su indice de pureza A260/A280.

6.9.3.- Verificacion de la integridad del ADN por PCR tiempo real amplificacion del

GEN B-globina.

1. Preparar la mezcla maestra para PCR, en las siguientes condiciones (tabla 1).
2. Establecer las condiciones para la PCR en el termociclador de tiempo real (tabla 2).

Tabla 1. Condiciones de reaccion para la amplificacion de un fragmento del gen B-globina por

PCR en tiempo real.

REACTIVO

SYBR Green®

ROX
Primers R

Primers F

Agua MQ

ADN

CANTIDAD (1X)

~N
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Tabla 2. Condiciones del programa para la amplificacion de un fragmento del gen B-Globina.

No. DE TEMPERATURA TIEMPO
CICLOS

1 Desnaturalizacion 95°C 10 min
inicial
Desnaturalizacion 95°C 15 seg

40 Alineamiento 55° C 30 seg
Extension 72°C 30 seg

1 Curva de disociacion 60-95°C(+ 0.5°C) 75 seg

Secuencia de oligonucleétidos para la amplificacion de un fragmento del gen B-globina

mediante PCR en tiempo real (tabla 3).

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de un fragmento del gen B-globina.

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA

F- B-globina 5-GTG CAC CTG ACT CCT GAG GAG A-%
R- B-globina 5-CCT TGA TAC CAA CCT GCC CAG-3

6.9.4.- Deteccion de la region viral L1 usando MY09/MY11 por PCR en tiempo real.

Las muestras previo al analisis de VPH de bajo y alto riesgo se analizaron adicionalmente con
el método de PCR basado en la amplificacion de la region viral L1 usando consenso MY09 /

11 cebadores degenerados.
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Tabla 4. Condiciones de reaccion para la amplificacion de un fragmento del gen

L1(MY09/MY11) por PCR en tiempo real.

REACTIVO

SYBR Green®
ROX

MY09

MY11

Agua MQ

ADN

Tabla 5. Condiciones del programa para la amplificacion del gen L1.

CANTIDAD (1X)
10 pL
2 pL
0.1 pL
0.1 pL
6.8 uL
2 pL

No. DE TEMPERATURA TIEMPO
CICLOS

1 Desnaturalizacion 95°C 10 min
inicial
Desnaturalizacion 95°C 15 seg

40 Alineamiento 55° C 30 seg
Extensién 72°C 30 seg

1 Curva de 60-95°C(+ 0.5°C) 75 seg
disociacion
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Tabla 6. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de un fragmento del gen L1 del
VPH.

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA Temperatura

de Fusién (TM)

5-CGT CCA CAA GAG GGA ATACTG 79.5°C

ATC- 3
MY11 5-GCA CCA GAT CAT AACTAATGG- 3

6.9.5.- Genotipificacion del VPH.

Las muestras positivas al gen L1, se genotipificaron para bajo riesgo (BR) VPH6y VPH 11y
para alto riesgo (AR) VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 58, 59, 66 y 68 con el estuche
comercial AmpliSens® HPV HCR genotype-titre-FRT.

Las condiciones de reaccion, condiciones del programa para amplificacidn del gen y secuencia

de oligonucledétidos y sondas se describen a continuacion:

Tabla 7. Condiciones de reaccion para la genotipificacion VPH BR.

REACTIVO CANTIDAD (1X)

Mezcla maestra 12 pL
Oligo F 0.2 pL
Oligo R 0.2 uL
Sonda (FAM) 0.1 pL
Agua MQ 7 pL
ADN 5 pL
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Tabla 8. Condiciones del programa para la amplificacion de VPH 6 y VPH 11.

No.DE  TEMPERATURA TIEMPO
CICLOS
1 95 °C 10 min
95 °C 15 seg
40 60° C 60 seg

Tabla 9. Oligonucleotidos utilizados para la amplificacion de VPH 6 y VPH 11.

NOMBRE SECUENCIA

VPH 6/11 R 5-GTATCC AAAGTT GTT GCC ACG GAT- 3

VPH 6/11 F 5-TGT TAG GAT CTG GTAACACYACCT-3

Sonda 5 —-FAM-CGC ACC AAC ATA TTT TAT CAT GCC
AGC AG- 3

Tabla 10. Condiciones de reaccion para la genotipificacion de VPH AR.

Mezcla maestra 1,2,3y 4 10 pL
Enzima 5 uL
ADN 10 pL
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Tabla 11. Genotipos de VPH de AR detectados por cada mezcla maestra.

MEZCLA MEZCLA MEZCLA MEZCLA
MAESTRA MAESTRA MAESTRA MAESTRA

1 2 3 4

18 35 45 52
31 68 59 66

6.9.6. -Genotipificacion de RS1800629 TNF-a y de RS1800872, RS 1800896 IL-10.
Se determind por PCR cuantitativa, empleando sondas TAQMAN mediante discriminacion

alélica.
RS1800629 (TNF-a).

Se empleard el ensayo C 7514879 _10 de la marca Taq Man SNP Genotyping ASSAYS

Polimorfismo: A/G, transicion subtitucion.
La secuencia de la sonda que se usaré es la siguiente:
GAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATG[A/G]GGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTCC

RS1800872 (1L.10)

Se empleara el ensayo C_ 1747363 _10 de la marca Tag Man SNP Genotyping ASSAYS.
Polimorfismo: T/G, transversion substitucion.

La secuencia de la sonda que se usard es la siguiente:
CTTTCCAGAGACTGGCTTCCTACAG[T/G]JACAGGCGGGGTCACAGGATGTGTTC
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RS1800896 (I1L.10)

Se empleara el ensayo C__ 1747360_10 de la marca Tag Man SNP Genotyping ASSAYS.
Polimorfismo: T/C, transicion substitucion.

La secuencia de la sonda que se usaré es la siguiente:
TCCTCTTACCTATCCCTACTTCCCC[T/CITCCCAAAGAAGCCTTAGTAGTGTTG

Para llevar a cabo la genotipificacion del polimorfismo se siguio la técnica indicada por el

proveedor.
Preparacion para la reaccion de qPCR por genotipificacion

A) Se monté un control negativo (NTC) y un control de ADN de genotipo conocido en cada

placa.

B) Se calculé el volumen de cada componente necesario para todos los pozos en cada ensayo,

con base en el nimero de reacciones. Se usaron los volimenes que se indican en la tabla 12.

Tabla 12. Volimenes utilizados para la reaccion de PCR.

Volumenes de mezcla para la reaccion de PCR

Componente Método ADN seco

TaqgMan Genotyping Master 2.5 uL SuL 12.5 puL
Mix (2x)

TagMan Genotyping Assay 0.25 pL 0.5 uL 1.25 pL
Mix (2x)

DNase-free water 2.25 pL 55uL  11.25puL

Volumen total
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Preparacion de la placa de reaccion y corrida de gPCR.

Para la reaccion de genotipificacion se emple6 el método seco, para el cual se transfiere en
cada pozo 9 pL de la mezcla de reaccidon de PCR. Posteriormente se colocd 1 puL de muestra
de ADN genomico purificado o control, previamente cuantificado. Para obtener una reaccion

en volumen total de 10 pL.
Se establecieron las condiciones de ciclos termicos de la siguiente manera:

Tabla 13. Etapas de la gPCR.

Etapas Temperatura Duracion Ciclos
Activacién dela 85 7 10 min.  En espera
enzima
Desnaturalizacion 95 15 seg. 40
Alineamiento/ 60 1 min.
Extendido

Los resultados se leen y analizan utilizando el software de sistema CFX96 Real Time. Se

exportan los resultados a un documento Excel, para su anélisis estadistico.

6.10. -Variables de estudio y analisis estadisticos.

Para el analisis de datos considerando las siguientes variables sociodemograficas,
ginecolodgicas, tipo de VPH, se utilizo estadistica descriptiva, con determinacion de

frecuencias absolutas, medias y desviaciones estandar.

Para el analisis de la frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo RS1800629 de TNF-a.,
y RS1800872, RS1800896 de IL10 y determinar la asociacion entre los polimorfismos utilizd
el programa SNPstat, para determinar medidas como Odds Ratio (OR por sus siglas en ingles)
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y el intervalo de confianza del 95% y para evaluar la asociacion con el desarrollo de cancer

cervical. Los valores p<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.

6.11.- Consideraciones éticas y de bioseguridad

Consideraciones éticas

Este estudio se realizé bajo el Capitulo IV del Reglamento de la Ley General de Salud en

Materia de Investigacion, acerca de la Investigacion en Mujeres en Edad Fértil, Embarazadas,

durante el Trabajo de Parto, Puerperio, Lactancia y Recién Nacidos; de la utilizacion de
Embriones, Obitos y Fetos y de la Fertilizacion Asistida, Articulo 42, en las investigaciones

clasificadas como de riesgo mayor que el minimo, que se realicen en mujeres en edad fértil,

deberan tomarse medidas para:

I. Certificar que las mujeres no estdn embarazadas, previamente a su aceptacion como

sujetos de investigacion, y

I1. 11. Disminuir en lo posible las probabilidades de embarazo durante el desarrollo de la

investigacion.
Bioseguridad

Al interior del laboratorio, se pueden presentar riesgos de distinta naturaleza y nivel,
dependiendo del proceso especifico que se lleva a cabo, los principales son riesgos bioldgicos,

quimicos, ergonGmicos.

Los riesgos bioldgicos hacen que se clasifique el nivel de laboratorio en clase contencion de
nivel 2, en donde la exposicidn al peligro estaria dado por la ruta de la ingestién, inoculacion o
contacto con mucosas. El personal debe disponer y ocupar los elementos de proteccién
personal necesarios para el trabajo con muestras potencialmente riesgosas, tales como,
guantes, mascarilla y bata o delantal. El laboratorio debe contar con sefiales graficas que
indiguen acceso restringido a los laboratorios con riesgo bioldgico tales como, areas de acopio

de muestras y de procesamiento.
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Para los riesgos quimicos, el personal debe tener especial cuidado al manipular los reactivos
utilizados, como medida de buenas practicas de trabajo, la manipulacion de esta sustancia
quimica debe ser bajo gabinete de extraccion quimica, junto con los elementos de proteccion

personal.

Por ultimo, los riesgos ergondmicos que se generan por actividades repetitivas en el
laboratorio, se recomienda disponer de apoya mufiecas, apoya pies, sillas ergonémicas, cojines
lumbares, pantallas con control de luminiscencia y efectuar pausas laborales para ejercicios

compensatorios.

Ademas en materia de desechos, para evitar riesgos a la salud y dafios al medio ambiente, los
RPBI deberan ser identificados para ser separados y envasados, de acuerdo con sus
caracteristicas fisicas y bioldgicas infecciosas, inmediatamente después de su generacion, es
decir, en el mismo lugar en el que se originan y por el personal sanitario, de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental-salud
ambiental-residuos peligrosos bioldgico infecciosos-clasificacion y especificacion de manejo,

los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos.
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CAPITULO VII.

7.- RESULTADOS.
Durante el periodo de estudio, se incluyeron 100 mujeres con una edad promedio (de 47.2 £
12.3 afos).

El rango de edad de las participantes es de 20 a 72 afios (56 afios), las edades se distribuyeron

en 8 grupos de edad (Gréfica 1).

Graéfica 1. Edad de las participantes del Servicio de Ginecologia del HRAECS.

0 5 10 15 20 25

H>69 mM62-68 m55-61 m48-54 41-47 m34-40 m27-33 ®m20-26

Fuente: Base de datos del proyecto 011/2018.

Se encontro que el grupo de edad con mayor frecuencia es de 41 a 47 afios (n=23), seguido del
grupo de edad de 55 a 61 afios (n= 20) con respecto a los de menor frecuencia esta el grupo de
edad de 20-26 afos (n=3) seguido del grupo de mayor a 69 afios (n=5).

Con respecto a las caracteristicas sociodemograficas se encontré con mayor frecuencia: escolaridad
el 32% (n=32) tienen primaria incompleta, religién el 60% (n=60) es catdlica, ocupacién el 90% (n=90)
son ama de casa, estado civil el 47% (n=47) esta casada y en servicios de salud “derechohabiencia” el

95% (n=95) contaban con Seguro Popular (tabla 14).
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Tabla 14. Caracteristicas sociodemograficas de las participantes.

Escolaridad

Ninguna 18 18,0
Primaria incompleta 32 32,0
Primaria completa 17 17,0
Secundaria incompleta 9 9,0
Secundaria completa 10 10,0
Preparatoria incompleta 2 2,0
Preparatoria completa 8 8,0
Licenciatura 4 4,0
Religion

Ninguna 6 6,0
Catolica 60 60,0
Cristiana 12 12,0
Evangélica 3 3,0
Adventista 10 10,0
Testigos de Jehova 2 2,0
Pentecostés 6 6,0
Deista 1 1,0
Ocupacién

Ama de casa 90 90,0
Desempleada 3 3,0
Comerciante 6 6,0
Empleada 1 1,0
Estado civil

Union libre 25 25,0
Casada 47 47,0
Viuda 11 11,0
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Soltera
Derechohabiencia
Ninguna

Seguro Popular
IMSS
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17 17,0
4 4,0
95 95,0
1 1,0

Fuente: Base de datos del proyecto 011/2018.

Las participantes eran residentes de diversas regiones del estado de Chiapas, se encontré una
mayor frecuencia de la Regidon Soconusco con un 55% (n=55), seguida de la Region Istmo-

Costa con un 13% (n=13) y en menor frecuencia de la Regién De Los Llanos 1% (n=1)

(Grafica 2).

Graéfica 2. Localizacién de las participantes por regiones del estado de Chiapas.
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Fuente: Base de datos del proyecto 011/2018.
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Antecedentes Patoldgicos, se encontré un 63% (n=63) ningdn antecedente patologico, 10%
(n=10) con diabetes mellitus y el 27% (n=27) con diversas patologias como: hipertension,

alergia, cancer de otro tipo menos CaCu, entre otros (tabla 15).

Tabla 15. Antecedentes Patoldgicos de las participantes.

Antecedentes

Patologicos 63 63,0
Ninguno

Mastopatia fibroquistica 1 1,0
Quiste ovarico 2 2,0
Infeccion en vias 1 1,0
urinarias

Diabetes mellitus 10 10,0
Cirrosis hepatica 1 1,0
Alergia 2 2,0
Fibroadenoma 1 1,0
Epilepsia 1 1,0
Hipertensién 5 50
Cancer de mama 2 2,0
LES 2 2,0
Cancer de rifion 1 1,0
Cancer de colon 1 1,0
Hipertension y obesidad 2 2,0
Hipertension y diabetes 1 1,0
Obesidad osteoartristis 1 1,0
Tumor en ovario 1 1,0
Obesidad 1 1,0
Tuberculosis 1 1,0
Total 100 100,0

Fuente: Base de datos del proyecto 011/2018.
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Antecedentes No patoldgicos, el 70% (n=70) neg6 tener tabaquismo, alcoholismo,
estupefacientes y exposicion a biomasa, el 13% (n=13) exposicion a biomasa, el 9% (n=9)
tabagquismo positivo, y el 8% (n=8) a variables entre tabaquismo y alcoholismo positivos,

alcoholismo positivo y exposicion a biomasa, entre otros (tabla 16).

Tabla 16. Antecedentes No Patologicos de las participantes.

Antecedentes No Patol6gicos

Ninguna 70 70,0
Alcohol 1 1,0
Tabaco 9 9,0
Exposicion a biomasa 13 13,0
Alcohol y Tabaco 4 4,0
Exposicién a biomasa y 2 2,0
Alcohol

Exposicion a biomasa y Tabaco 1 1,0
Total 100 100,0

Fuente: Base de datos del proyecto 011/2018.

La prevalencia encontrada en la poblacion de estudio con respecto a VPH de Bajo Riesgo
tipo 6 y 11 fue de un 10% (n=10), la prevalencia de VPH de Alto Riesgo tipo 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 48, 52, 58, 66 y 68 fue de un 70% (n=70), se encontrd con mayor frecuencia el tipo
16 con un 40% (n=32), tipo 52 con un 15% (n=12) y tipo 58 con un 10% (n=8); se encontro
una prevalencia del 80% (tabla 17).
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Tablal?. Prevalencia de VPH de Bajo riesgo y Alto riesgo en las participantes.

BAJO RIESGO 6
11
ALTO RIESGO 16
18
31
33
35
39
45
48
52
58
66
68
TOTAL

Fuente: Base de datos del proyecto 011/2018.
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Frecuencia de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) por grupo de edad, la NIC se clasifica

en 3 tipos: NIC 1 (cambios anormales leves en el cuello uterino) se encontr6é una prevalencia

del 4% (n=4), NIC 2 (cambios anormales moderados en las células del cuello uterino) se

encontré una prevalencia del 6% (n=6) y la NIC 3 (carcinoma in situ) con una mayor

prevalencia del 13% (n=13), el grupo de edad 55-61 afios presentd una frecuencia de NIC3 3

casos (n=3), el grupo de edad 27-33 afios presentd una frecuencia de NIC3 3 casos (n=3) y el

grupo de edad de 34-40 afios presentd una frecuencia de NIC1 y NIC3 de 2 casos (n=2) en

ambos casos, el 77% (n=77) no presento lesion (tabla 18).
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Tabla 18. Frecuencia de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) por grupo de edad.

GRUPO H={[e]\

DE EDAD Sin lesion NIC 1 NIC 2 NIC3  TOTAL,

NIC

20-26 3 3 0 0 0 0
27-33 12 8 1 0 3 4
34-40 16 11 2 1 2 5
41-47 23 20 1 2 0 3
48-54 15 12 0 2 1 3
55-61 20 14 0 1 5 6
62-68 6 5 0 0 1 1

>69 5 4 0 0 1 1

TOTAL 100 77 4 6 13 23

Fuente: Base de datos del proyecto 011/2018.

El tipo viral encontrado en tejido cervical fue el tipo VPH 16 en un 12.5%, seguido del VPH
52 en un 8.8% y VPH 58 en un 6.3% y se encontrd la mayor frecuencia 65% no tiene ningun

dafo en tejido cervical (Grafica 3).
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Grafica 3.- Frecuencia relativa de Neoplasia Intraepitelial Cervical por tipo de VPH.
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Fuente: Base de datos del proyecto 011/2018.

Se analizé el nivel de riesgo de infeccién de VPH y grado de lesion de las participantes, se
encontrd una prevalencia de 17.3% (n=13) sin lesion, seguido de 5.3% (n=4) NIC 3y 1.3%
(n=1) NIC 1 en My 09/11; infeccion de bajo riesgo se encontr6 una prevalencia del 1.3%
(n=1) sin lesion y 1.3% (n=1) NIC 3 y coinfeccién de bajo riesgo de 1.3% (n=1) sin lesion;
infeccion de alto riesgo una prevalencia de 37.3% (n=28) sin lesion, seguido del 6.6% (n=5)
NIC 3, 4% (n=3) NIC 2 y 1.3% (n=1) NIC 1; coinfeccion de 2 tipos de alto riesgo con una
prevalencia de 6.6% (n=5), seguido de 2.6% (n=2) en NIC 2 y NIC 3y de BH 6 1.3%
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(n=1) NIC 1; coinfeccion de 3 tipos de alto riesgo se encontro sin lesion 1.3% (n=1) y 1.3%
(n=1) NIC 2; con respecto al nivel de riesgo Bajo/Alto riesgo coinfeccion de 2 en un 1.3%
(n=1) sin lesion y 1.3% (n=1) NIC 3, coinfeccion de 3 de 2.6% (n=2) sin lesion y 1.3% (n=1)
NIC 1, se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa p=0.007, encontrado la mayor
frecuencia en sin lesion con infeccion de Alto Riesgo y en My 09/11, seguido de lesion NIC 3,
NIC 2 y NIC 1 (tabla 19).

Tabla 19. Prevalencia de riesgo de infeccion de VPH y grado de lesion de las participantes.

NIVEL DE GRADO DE LESION
RIESGO SINLESION NIC1 NIC2 NIC3 Total

MY 09/11
Positiva 13 1 0 4 18
BAJO RIESGO
Infeccion 1 0 0 1 2
Coinfeccion (2) 1 0 0 0 1
ALTO RIESGO
Infeccion 28 1 3 5 37
Coinfeccion (2) 5 1 2 2 10
Coinfeccién (3) 1 0 1 0 2
BAJO/ALTO
RIESGO
Coinfeccion (2) 1 0 0 1 2
Coinfeccion (3) 2 1 0 0 3
Total 52 4 6 13 75
Correlacion de p=0.007
Spearman
NEGATIVA

25 0 0 0 25
TOTAL 7 4 6 13 100

Fuente: Base de datos del proyecto 011/2018
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Comparativo de Lesion, Riesgo y promedio de Edad en la poblacion de estudio, se encontro
que las mayores frecuencias de infeccion de Alto riesgo se encuentran en un rango de 46-48

afios. Con diferencia significativa en los niveles de lesion de p=0.007.

Tabla 20. Nivel de riesgo de infeccion de VPH, grado de lesion y promedio de edad de las

participantes.

Ninguna

NIC 1

NIC 2

NIC 3

TOTAL

ACUDEN A UN HOSPITAL DE TERCER NIVEL

Ninguno

Alto Riesgo

Positivo no identificado
Bajo Riesgo
Bajo-Alto Riesgo
Total

Alto Riesgo

Positivo no identificado
Bajo-Alto Riesgo
Total

Alto Riesgo

Total

Alto Riesgo

Positivo no identificado
Bajo Riesgo
Bajo-Alto Riesgo
Total

Ninguno

Alto Riesgo

Positivo no
identificado

Bajo Riesgo
Bajo-Alto Riesgo
Total

Fuente: Base de datos del proyecto 011/2018.
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Los resultados de genotipificacion del polimorfismo RS1800872 se encuentran detallados a

continuacion, distribuidas para cada grupo de estudio.

El alelo C se encuentra con mayor frecuencia las muestras analizadas con un 62 %, mientras
que el alelo A se encuentra en menor proporcion con 38%. Al analizar los grupos por
separado, se encontro en los controles el alelo A con 36% y el alelo C con 64 %, y para el

grupo casos se encontrd una frecuencia alélica de A con 38% vy el alelo C con 62% (tabla 21).

Tabla 21.- Frecuencia alélica del SNP rs1800872.

Casos y controles Controles Casos
Alelo N % n % n %
C 124 62 28 64 95 62
A 76 38 16 36 59 38

Fuente: Base de datos de casos y controles, diciembre 2020.

De las 100 muestras analizadas, 40 presentaron el genotipo homocigoto normal C/C (40%), 44
el genotipo heterocigoto C/A (44%) y 16 el genotipo homocigoto mutado A/A (16%).
Mientras que en el grupo control, de los 25 sujetos, 8 presentaron el genotipo homocigoto
normal C/C (36%), 12 el genotipo heterocigoto C/A (55%) y 2 el genotipo homocigoto
mutado A/A (9%) (Ver Figura 8). El grupo de los casos se comport6 diferente con 32 casos
que presentaron el genotipo homocigoto normal C/C (42%), 31 el genotipo heterocigoto C/A
(40%) y 14 el genotipo homocigoto mutado A/A (18%). En el ultimo grupo se puede observar
que la frecuencia del genotipo homocigoto normal C/C Y el heterocigoto C/A se comportan

similares (tabla 22).
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Tabla 22.- Frecuencia Genotipica del SNP rs1800872.
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Casos y Controles Controles Casos
Genotipo N % n % n %
A/A 16 16 2 9 14 18
CIA 44 44 12 55 31 40
CIC 40 40 8 36 32 42
NA 1 -- 0 -- 1 -

Fuente: Base de datos de casos y controles, diciembre 2020
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Figura 9 Distribucién Alélica para polimorfismo RS1800872 IL-10

llustracion 1
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}Se realizé un analisis estadistico para determinar los modelos genéticos en nuestra poblacién
de estudio. Nuestra poblacidn se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg. Se encontrd que
la presencia del alelo A de rs1800872 del gen IL-10 aumenta el riesgo de CaCu, especialmente
en un estado heterocigoto, lo cual incrementa el riesgo en 2.24 veces méas. Existe significancia
estadistica dado que el valor de p se encuentra igual 0.05. EI modelo sobredominante es el que

mas se adapta nuestra poblacion de estudio, ademas de ser un modelo log - aditivo (tabla 23).

Tabla 23.- Asociacion de respuesta del polimorfismo RS1800872 (N=100, anélisis crudo.)

C/C 27 (47.4%) 13 (30.9%) 1.00
2.39 (0.98-
_ A/C 20 (35.1%) | 23 (54.8%)
Codominante 5.83) 0.14
1.25 (0.37-
A/A 10 (17.5%) | 6 (14.3%)
4.18)
c/C 27 (47.4%) | 13 (30.9%) 1.00
Dominante 0.098
2.01 (0.87-
A/C-A/A 30 (52.6%) 29 (69%)
4.63)
C/C-A/C 47 (82.5%) | 36 (85.7%) 1.00
Recesivo 0.66
0.78 (0.26-
A/A 10 (17.5%) 6 (14.3%)
2.36)
C/C-A/A 37 (64.9%) | 19 (45.2%) 1.00
Sobredominante 0.05
2.24 (0.99-
A/C 20 (35.1%) | 23 (54.8%)
5.06)
1.30
Log-aditivo - --- --- 0.36
(0.74-2.27)

Fuente: Base de datos de casos y controles, diciembre 2020.
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El alelo A se encuentra con mayor frecuencia las muestras analizadas con un 84%, mientras

que el alelo G se encuentra en menor proporcion con 16%. Al analizar los grupos por

separado, se encontro en los controles el alelo A con 84% vy el alelo G con 16%, y para el

grupo casos se encontrd una frecuencia alélica de G con 84% y el alelo G con 16% (tabla 24).

Tabla 24.- Frecuencia alélica del SNP rs1800896.

Casos y controles Controles Casos
Alelo N % n % n %
A 170 84 37 84 131 84
G 32 16 7 16 25 16

=]

Réy

=

Fuente: Base de datos de casos y controles, diciembre 2020.

De las 100 muestras analizadas, 74 presentaron el genotipo homocigoto normal A/A (73%), 22
el genotipo heterocigoto A/G (22%) y 5 el genotipo homocigoto mutado G/G (5%) (Ver
Figura 9). Mientras que en el grupo control, de los 22 sujetos, 16 presentaron el genotipo
homocigoto normal A/A (73%), 5 el genotipo heterocigoto A/G (22%) y 1 el genotipo
homocigoto mutado G/G (5%). El grupo de los casos se encontré 57 casos que presentaron el
genotipo homocigoto normal A/A (73%), 17 el genotipo heterocigoto A/G (22%) y 4 el
genotipo homocigoto mutado G/G (5%) (tabla 25).
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Tabla 25.- Frecuencia Genotipica del SNP rs1800896.

“POLIMORFISMOS GENETICOS DE TNF-o RS1800629, E IL-10 RS1800872, R$1800896, ASOCIADOS AL DESARROLLO DE CANCER CERVICAL EN PACIENTES QUE

Casos y Controles Controles Casos
Genotipo N % n % n %
AJA 74 73 16 73 57 73
AlG 22 22 5 22 17 22
G/G 5 5 1 5 4 5
Fuente: Base de datos de casos y controles, diciembre 2020
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Figura 10 Distribucion alélica para polimorfismo RS1800896 1L10

Se realiz6 un analisis estadistico para determinar los modelos genéticos en nuestra poblacion
de estudio. Nuestra poblacién se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg. Al revisar el
andlisis en crudo no se encontré diferencia significativa (tabla 26).
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Tabla 26.- Asociacion de respuesta del polimorfismo rs1800896 (n=100, analisis crudo.)

%

-

A/A 16 (72.7%) | 57 (73.1%) 1.00
0.95 (0.30-
_ A/IG 5(22.7%) | 17 (21.8%)
Codominante 2.99) 0.99
1.12 (0.12-
GIG 1(4.5%) 4 (5.1%)
10.76)
A/A 16 (72.7%) | 57 (73.1%) 1.00
Dominante 0.97
0.98 (0.34-
A/G-G/G 6 (27.3%) | 21 (26.9%)
2.85)
AIA-AIG 21 (95.5%) | 74 (94.9%) 1.00
Recesivo 0.91
1.14 (0.12-
GIG 1 (4.5%) 4 (5.1%)
10.71)
AIA-G/G 17 (77.3%) | 61 (78.2%) 1.00
Sobredominante 0.93
0.95 (0.31-
AIG 5(22.7%) | 17 (21.8%)
2.94)
1.01
Log-aditivo -—- --- --- 0.99
(0.43-2.34)

Fuente: Base de datos de casos y controles, diciembre 2020.
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Los resultados de genotipificacion del polimorfismo RS1800629 se encuentran detallados a

continuacion, distribuidas para cada grupo de estudio.

El alelo C se encuentra con mayor frecuencia las muestras analizadas con un 97%, mientras
que el alelo T se encuentra en menor proporcion con 3%. Al analizar los grupos por separado,
se encontro en los controles el alelo C con 98% y el alelo T con 2%, y para el grupo casos se

encontrd una frecuencia alélica de T con 96% y el alelo T con 4% (tabla 27).

Tabla 27.- Frecuencia alélica del SNP rs1800629.

Casos y controles Controles Casos
Alelo N % n % n %
C 195 97 43 98 150 96
T 7 3 1 2 6 4

Fuente: Base de datos de casos y controles, diciembre 2020.

De las 100 muestras analizadas, 94 presentaron el genotipo homocigoto normal C/C (94%) y 6
el genotipo heterocigoto C/T (7%) (Ve Figura 10). Mientras que en el grupo control, de los 94
sujetos, 21 presentaron el genotipo homocigoto normal C/C (95%), 1 el genotipo heterocigoto
CI/T (5%). EIl grupo de los casos se encontrd 72 casos que presentaron el genotipo homocigoto
normal C/C (92%), 6 el genotipo heterocigoto C/T (8%) (tabla 28).

Tabla 28.- Frecuencia Genotipica del SNP rs1800629.

Casos y Controles Controles Casos
Genotipo N % N % n %
CIC 94 93 21 95 72 92
CIT 6 7 1 5 6 8

Fuente: Base de datos de casos y controles, diciembre 2020T
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Allelic Discrimination

“POLIMORFISMOS GENETICOS DE TNF-o RS1800629, E IL-10 RS1800872, R$1800896, ASOCIADOS AL DESARROLLO DE CANCER CERVICAL EN PACIENTES QUE
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Figura 11 Distribucion alélica par polimorfismo RS1800629 TNF-a

Se realiz6 un analisis estadistico para determinar los modelos genéticos en nuestra poblacion

de estudio. Nuestra poblacidn no se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg.

64



“POLIMORFISMOS GENETICOS DE TNF-o RS1800629, E IL-10 RS1800872, R$1800896, ASOCIADOS AL DESARROLLO DE CANCER CERVICAL EN PACIENTES QUE

0VAISHTAIN
b
DE CHIAPAS

ACUDEN A UN HOSPITAL DE TERCER NIVEL

CAPITULO VIII.

8.- DISCUSION.

De acuerdo a la variable de edad la mayoria de las mujeres estudiadas tienen entre 40 y 60
afios que coincide los antecedentes de Erickson y colaboradores (2013), en el cual dice que es

mas frecuente mujeres mayores de 30 afios.

En cuanto a las condiciones socioecondmicas la mayoria de ellas son mujeres amas de casa,
analfabetas, casadas, con un nivel de pobreza alto que viven en una sociedad machista y por lo
tanto no tiene alcance a una educacion sexual y promocién de salud siendo el Céancer
Cervicouterino consecuencia de una Infecciones de Transmision Sexual, como lo son las
infeccion de VPH, de acuerdo a Carlos Giron y colaboradores (2005), estos factores

socioecondémicos son un gran factor de riesgo en las mujeres mexicanas.

Se estudiaron los antecedentes patol6gicos y no patoldgicos de las pacientes; sin embargo, la
mayoria de ellas no presentd algin antecedente patoldgico asi como tampoco antecedentes no
patoldgicos como el tabaquismo o alcoholismo, por lo tanto en nuestra poblacion no se pueden
considerar como relacionados a CaCu, a diferencia de lo dicho por Nufiez-Troconis (2017),
donde dice que el CaCu en mujeres estd asociado a la infeccion del VVPH, sin embargo, hay
fuertes evidencias de que el cigarrillo es un factor de riesgo independiente del origen y
evolucion de CaCu, por otro lado en cuanto al alcoholismo en nuestra poblacion no representa
un factor de riesgo en las mujeres del estudio, pero de acuerdo a Medina (2018), concluye en
sus estudios de que dentro de las principales conductas de riesgo sobre VPH se encuentran
haber tenido dos 0 mas parejas sexuales, sexo oral y consumo de alcohol, esto en mujeres

espafolas en donde la cultura hacia la mujer se da en otro contexto diferente al nuestro.

Por otro lado al estudiar las variables de los tipos de VPH en nuestra poblacion de estudio se

encontrd que la prevalencia de VPH se encuentran clasificados los de alto riesgo y sobre todo
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el VPH tipo 16 y 18, seguido del VPH 52 y 58; coincidiendo con los resultados de Vaccarella

S. y colaboradores (2008), siendo en VPH tipo 16 el més relacionado con el cancer cervical.

Un alto porcentaje de las mujeres estudiadas presentaron Neoplasia Cervical Intraepitelial
nivel 3 y de acuerdo a LA Koutsky en (1992), la Neoplasia Cervical Intraepitelial son
manifestaciones del VPH y particularmente de los tipos 16 y 18, que son los més frecuentes en

nuestra poblacion.

En base a los resultados preliminares y analisis se encontré que la presencia del alelo A de
RS1800872 del gen IL-10 aumenta el riesgo de CaCu, lo cual incrementa el riesgo en 2.24
veces mas. Existe significancia estadistica dado que el valor de p se encuentra igual 0.05. El
modelo sobredominante es el que mas se adapta nuestra poblacion de estudio, ademas de ser
un modelo log — aditivo, esto coincide con los resultados obtenidos por Guang-Hui Du y
colaboradores (2019) en la poblacién de mujeres Chinas.

Para los polimorfismo de IL10 RS1800896 y RS1800629 de TNF-a, en nuestra poblacion los
resultados estadisticos no mostraron diferencias significativas, en cuanto a su relacion con el
riesgo de incrementar CaCu, coincidiendo con el estudio de Simas y colaborares (2019) en
mujeres Brasilefias y Chung Guo y colaborares ( 2018), que tampoco encontraron relacion del
polimorfismo RS1800896 de IL-10 y TNF-a RS1800629.

De acuerdo a los resultados obtenidos y a los antecedentes, se puede decir que los
polimorfismos encontrados para la 1L-10 RS1800872 son un fuerte factor de riesgo para el
desarrollo de cancer cervical; sin embargo, los polimorfismos RS1800896 de IL10 y
RS1800629 de TNF-a no representan un factor de riesgo, pero es necesario aumentar el
tamafio de muestra y en poblacidn de diversas regiones del estado de Chiapas.
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CAPITULO IX.

9.-CONCLUSIONES

En Chiapas las mujeres entre 40 y 60 afios son mas propensas a desarrollar cancer

cervical.

Las condiciones socioecondmicas de la poblacion estudiada son un alto factor de riesgo

para contraer VPH y su progresion a cancer cervical.

La mayoria de las mujeres estudiadas presentar tipos de VPH de alto riesgo, siendo el

VPH 16 el de mayor prevalencia.

La frecuencia fenotipica més encontrada en la poblacion para el polimorfismo
RS1800872 de IL10 es el genotipo heterocigoto C/A.

La frecuencia fenotipica més encontrada en la poblacion para el polimorfismo
RS1800896 de IL10 es el genotipo homocigoto A/A.

La frecuencia fenotipica mas encontrada en la poblacion para el polimorfismo
RS18009629 de TNF-a es genotipo homocigoto C/C.

Se encontrd que existe una alta asociacion de polimorfismo RS1800872 I1L-10 con el
desarrollo de céncer cervical en mujeres Chiapanecas, que acudieron al Hospital
Regional de Alta Especialidad Ciudad Salud.

No se encontrd asociacion de los polimorfismos de IL10 RS1800896 y RS1800629 de

TNF-a con el desarrollo de cancer cervical en las mujeres que acudieron al Hospital
Regional de Alta Especialidad Ciudad Salud.
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CAPITULO X
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