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. RESUMEN

El Céncer cervicouterino (CaCU) es uno de los principales problemas de salud publica a
nivel mundial y se sitia en el cuarto lugar como causa de mortalidad por cancer en
mujeres. El principal factor de riesgo de esta neoplasia es la infeccion por el virus del
papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR). La persistencia del virus y la subsecuente
produccién de proteinas oncogénicas que transforman a las células infectadas, conducen
al desarrollo de lesiones que van progresando en malignidad hasta convertirse en cancer
invasivo. La infeccién por el VPH en el cérvix es controlada por la respuesta inmune, por
lo que una inmunosupresion local favorece el desarrollo del CaCU. El mecanismo de Fas
y FasL es uno de los principales mecanismos ejecutados por la respuesta inmune celular
contra infecciones virales. Existe evidencia experimental donde se ha observado una
alteracion en los niveles de expresion de éstas moléculas en pacientes tanto con
melanoma como con CaCU. Debido a esto, analizar los niveles de expresién de Fas/FasL
en sangre periférica y en el cérvix de pacientes con lesiones en diferentes estadios de la
enfermedad y de CaCU, permitiria conocer la implicacién biologica potencial de estas dos
moléculas en el desarrollo de esta neoplasia. En el presente trabajo se analizo el nivel de
expresion de Fas/FasL en muestras de sangre periférica y tejido cervicouterino de
pacientes con diferentes estadios de lesiones de cérvix y CaCU mediante la técnica de
RT-PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR). Se encontr6 que en células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) el nivel de expresion del Acido Ribonucleico
mensajero (ARNm) tanto de Fas como de FasL fue mayor en todos los grupos analizados
(lesién escamosa intraepitelial de bajo grado-LEIBG, lesion de alto grado-LIEAG y CaCU)
al compararlo con el grupo sin lesiébn (SL). Las diferencias de expresion fueron
estadisticamente significativas para todos los grupos, (Fas: LEIBG p=0.002, LEIAG
p=0.0002 y CaCU p=0.0001; FasL: LEIAG p=0.0001), excepto, para los grupos LEIBG y
CaCU en el andlisis de FasL respecto al grupo sin lesion (p=0.0121 y p=0.1557
respectivamente). A nivel de Cérvix, el nivel de expresion del ARNm tanto de Fas como
de FasL fue menor en los grupos LEIBG y LIEAG y mayor en el grupo de CaCU al
compararlos con el grupo sin lesion (SL). Las diferencias de expresion fueron

estadisticamente significativas solo para el grupo de CaCU (FasL: p=0.003). Cabe sefalar



que no hubo diferencia estadistica en el andlisis de Fas: p=0.010, posiblemente por el

tamafo de muestra analizado.

Al evaluar la concentracién de FasLs a nivel sérico mediante la técnica de ELISA (del
Inglés “Enzyme-Linked immuno Sorbent Assay”), se observd una diferencia
estadisticamente significativa al comparar el nivel de proteina en los grupos de LEIBG
(p=0.0056), LEIAG (p=0.00001) y CaCU (p=0.000001) con respecto al grupo sin lesion;
observandose una disminucion de los niveles de la proteina conforme avanzaba el grado

de lesion.

Tras el andlisis de correlacion entre el nivel de expresion del ARNm de FasL a nivel
sistémico y a nivel del cérvix en mujeres sin lesion en cérvix, con LEIBG, LEIAG y CaCU,
no se encontré asociacion entre las URE de FasL a nivel sistémico y las URE de FasL a
nivel del cérvix para cada uno de los grupos (r= -0.139; P=0.1573). De igual forma, al
analizar el nivel de expresién del ARNm de Fas a nivel sistémico y a nivel del cérvix en
mujeres sin lesion en cérvix, con LEIBG, LEIAG y CaCU, no se encontrd asociacion entre
las URE de Fas a nivel sistémico y las URE de Fas a nivel del cérvix (r= 0.5556;
P=0.1573). Adicionalmente, se evalué la correlacion tanto de Fas como de FasL, a nivel
sistémico y en cérvix estratificando por diagnéstico. Se encontrd correlacion positiva en
los niveles de expresion tanto de Fas como de FasL, a nivel sistémico (rho=0.7793,
p=0.0000) y a nivel de cérvix (rho=0.8104, p=0.0000), para el grupo de LEIBG. De
manera similar hubo correlacion positiva en los niveles de expresiéon tanto de Fas como
de FasL, solo a nivel sistémico (rh0=0.6117, p=0.0042), para el grupo de LEIAG. En
contraste se encontré para el grupo de CaCU, una correlacion positiva en los niveles de

expresion tanto de Fas como de FasL, solo a nivel de cérvix (rho=0.8374, p=0.0000).

Finalmente se realizé un analisis de correlacién intergrupal de la concentracion de
proteina de Fas-L a nivel sérico, en mujeres sin lesién en cérvix, con LEIBG, LEIAG y
CaCuU, y se encontrd una asociacion inversa entre la concentracion de FasLs y los grupos

analizados, con un coeficiente de correlacion de r=-0.5774, P=0.0001.

Los datos obtenidos en este trabajo de tesis, apoyan la idea de que Fas y FasL juegan un
papel como modulador negativo de la respuesta inmune local, lo cual favoreceria la

proliferaciéon de las células tumorales y por consiguiente el desarrollo del CaCU.



1. INTRODUCCION

EPIDEMIOLOGIA DEL CACU

El CaCU es uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial y
representa la cuarta causa de muerte por cancer en mujeres. Anualmente se reportan 530

mil nuevos casos de CaCU y aproximadamente 275 mil muertes a nivel mundial [1].

En paises subdesarrollados se detectan mas del 85% de los casos nuevos, alcanzando
las tasas mas altas de incidencia y mortalidad en las regiones de Africa, centro y sur de
Asia y en América del sur; mientras que las regiones con menor incidencia son Asia
occidental, América del norte, el centro de Africa, Australia, Nueva Zelanda y Europa
(figura 1) [1, 2].

Los programas de tamizaje mediante estudios citoldgicos del cérvix han disminuido la
mortalidad por CaCU en paises desarrollados; sin embargo, en algunos paises de
Latinoamérica la mortalidad anual estimada por CaCU es de 32,000 mujeres [3]. La falta
de informacion y la deficiencia en incorporar a las mujeres en los programas de salud,
impide poder realizar un seguimiento sistematizado citolégico que permitiria asegurar el
diagnostico y tratamiento oportuno de la enfermedad. América Latina no es la excepcion,

sobre todo en las regiones de pobreza extrema [4].
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Figura 1. Tasas de incidencia y mortalidad
estimadas para CaCu a nivel mundial,
estandarizadas por edad, por cada 100,000
habitantes. Obtenido de Globocan 2008 (IARC).

En México, el CaCU es la segunda causa de muerte por cancer en mujeres entre 35 a
49 afios de edad. Cada afio se presentan 10,186 casos nuevos y 5,061 muertes por este
tipo de céncer [5]. La distribucion de las tasas de mortalidad por estado en la Republica
Mexicana en un reporte del afio 2000 fue muy heterogénea. Las tasas més altas se
presentan en Chiapas, Oaxaca, Guerrero y Yucatan; mientras que las tasas mas bajas se

encontraron en los estados del norte del pais (figura 2) [6].
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Figura 2. Variacién de la tasa de mortalidad por
CaCU en México. Modificado de Palacio-Mejia,
2003[6].

PATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD

La infeccién por VPH es transmitida via contacto sexual y se adquiere en la mayoria de
los casos al inicio de su vida sexual [4]. En la mujer, la enfermedad subsecuente a la
infeccion de VPH, se caracteriza por cambios morfolégicos progresivos localizados en el
epitelio del cérvix (pérdida de la forma celular tipica y agrandamiento nuclear), los cuales
ocurren posteriores a la exposicién de las células basales con el virus. Se ha descrito que
micro-lesiones en el epitelio del cérvix, favorecen la exposicion y entrada del VPH-AR en
las células de la capa basal. El diagndstico de las lesiones se puede realizar mediante
examen citolégico (Papanicolaou) y se puede confirmar por un examen histologico del

cérvix [7, 8].

El sistema de nomenclatura vigente para clasificar histol6gicamente el tipo de lesién en
cérvix, es el sistema Bethesda, el cual se basa en las caracteristicas morfoldgicas del
epitelio del cérvix y del extendido de la infeccion/lesion [9]. Para las anormalidades
escamosas del cérvix no invasivas (crecimientos anormales y precancerosos) se dan dos

clasificaciones (figura 3 y 4) [10]:
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1. LEIBG: Lesién escamosa intraepitelial de bajo grado. Comprende Neoplasia
Intraepitelial Cervical (NIC) 1, también conocida como displasia leve. Se
caracteriza por estar confinada a una tercera parte del epitelio basal del cérvix.
Su principal caracteristica morfolégica es la observacion de coilocitos,
definidos como queratinocitos con forma redondeada y ovoide, los cuales
presentan vacuolas perinucleares y atipia nuclear (nucleo agrandado e
hipercromico). El 80% de los casos se encuentran asociados a la infeccién por
VPH [10].

2. LEIAG: Lesion escamosa intraepitelial de alto grado. Se encuentra asociado en
el 100% de los casos con infeccion por VPH. La morfologia comprende células
de mayor tamario, citoplasma escaso, pérdida de la relacién ndcleo-citoplasma
y poca presencia de coilocitos. Comprende NIC 2 y 3:

NIC 2: Displasia moderada. Es una lesion del cérvix escamosa de alto grado,
caracterizada por una displasia moderada confinada a dos tercios del epitelio
basal del cérvix.

NIC 3: Displasia severa. Cubre mas de dos terceras partes de todo el epitelio
del cérvix y puede llegar a cubrir la totalidad del grosor de su revestimiento.
También es considerado como displasia severa y Carcinoma in situ (CIS) que

no ha roto la capa basal y por lo tanto, no se ha extendido [10].

Finalmente se presenta el cancer invasivo 6 CaCU, asociado con la integracion del
genoma viral al genoma de la célula huésped y la sobre-regulacién de la expresién

de las proteinas oncogénicas E6 y E7 [11].

Dentro de los determinantes biolégicos y genéticos que favorecen el progreso de LEIBG a
LEIAG, esta el grado de alteracion cromosOmica (aneuploidia), que caracteriza a las
lesiones de alto grado y donde los cambios morfol6gicos son mas evidentes. Por el
contrario, las LEIBG presentan un contenido cromosémico normal (diploide) y tienden a
revertir [12]. Modelos mateméticos estiman que el tiempo promedio de progresion de
LEIBG a LEIAG es de cinco afios aproximadamente, mientras que de LEIAG hacia cancer

invasor lleva alrededor de 10-13 afios [13].
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Figura 3. Patogenia de CaCU. Tipos de lesiones intra-epiteliales
producidas por el VPH en el cérvix. Para detalles ver texto. Modificado de
Woodman, 2007 [11].

Figura 4. Imagen de diferentes lesiones
intraepiteliales cervicales. Modificada de
Schiffman, 2011 [14].
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VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

A la fecha se han identificado mas de 100 tipos del VPH, de los cuales, 40 infectan el
tracto genital y cuya variabilidad genética se relaciona con su carcinogenicidad. El virus
se replica en células estratificadas de piel y mucosas, causando lesiones como verrugas 6
papilomas dependiendo del tipo de virus infectante, ya sea de bajo ¢ alto riesgo,

respectivamente [5, 15].

El VPH es un virus que no posee envoltura lipidica y cuyo genoma consiste en ADN
(Acido desoxiribonucleico) de doble cadena de aproximadamente 8,000 pb (pares de
bases) que se dividen en ocho ORFs, (siglas de “Open Reading Frame”), que codifican a
las proteinas tempranas EG6, 7, 1, 2, 4, 5 (E para early) y proteinas tardias L1 y 2 (L para
Late). Dentro de la region LCR (siglas de “Long Control Region”) se encuentra el origen
de replicaciéon y secuencias que regulan la transcripcion viral. La infeccion viral puede
dividirse en etapas tempranas y tardias, y se han asociado al estado de diferenciacion de
la célula epitelial. Luego de infectar células de la capa basal, el virus expresa las proteinas
tempranas (E1, 2, 4,5, 6 y 7), lo que regula la replicacion, transcripcién y proliferacion de
la célula infectada. Durante el curso de la enfermedad, el virus se integra al genoma de la
célula huésped. EI ADN circular viral se corta en el ORF de E2. Parte de E2 y los ORFs
adyacentes (E4, 5y L2) son escindidos durante la integracion viral (figura 5) [16].

Apertura del genoma
viral durante la
integracidn

Frecuentemente
escindida durante
Ia integracidn de
DHA

nm
i
i
uu

Figura 5. Organizacion del genoma viral de VPH y su integracién en la
célula huésped. Modificada de zur Hausen, 2002 [17]. Ver texto para
detalles.
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Luego de alcanzar la zona media del epitelio, el virus expresa las proteinas tardias y
finalmente en la zona superficial del epitelio, produce y libera particulas virales completas
(figura 6) [17].
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Figura 6. Etapas de la replicacion de VPH. Modificado de Woodman,
2007 [11]. Para detalles, ver texto.

Las oncoproteinas virales E6 y E7 tienen la propiedad de transformar a las células
normales infectadas en células tumorales. Los blancos celulares de E6 y E7 son las
proteinas supresoras de tumores p53 y pRb respectivamente, promoviendo su
degradacion por el complejo proteosomal. Las proteinas p53 y pRb estén involucradas en
el control del ciclo celular, ya sea deteniéndolo frente a un dafio al ADN (el cual si no es
reparado, promueve la apoptosis celular) 6 mediante la inhibicion de la progresion del
ciclo celular en la etapa G1/S. Por lo tanto, la protedlisis de proteinas celulares promovida
por E6 y E7, permite la progresion del ciclo celular e inhibe la muerte celular, lo que
favorece el crecimiento del tumor [15].
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HISTORIA NATURAL DE LA ENFERMEDAD

Uno de los pioneros méas importantes en el estudio de VPH como agente etiolégico del
CaCuU fue el Dr. Harald zur Hausen, cuyos trabajos permitieron conocer que la infeccién
por VPH es el factor de riesgo mas importante para el desarrollo de la enfermedad [18-
21]. Posteriormente los trabajos de Walboomers establecieron que la infecciéon por VPH

€S una causa necesaria pero no suficiente para el desarrollo de CaCuU [22].

Los tipos de VPH encontrados preferencialmente en CaCU se han designado como tipos
de alto riesgo (VPH-AR), donde destacan los tipos 16, 18, 39, 45, 59, 68, 31, 33, 35, 52y
58. Aquellos tipos VPH encontrados en lesiones no malignas, como condilomas, se
denominan tipos de bajo riesgo (VPH-BR) a los cuales pertenece el tipo 11y 6 [17, 20].
Los tipos de VPH-AR, principalmente VPH 16, estan ampliamente distribuidos en toda la
poblacion humana. Los tipos 16 y 18 causan cerca de 60% a 70% de todas las lesiones
precursoras y los canceres invasores a nivel mundial, siendo los mas agresivos, ya que

desarrollan lesiones mas tempranamente [18, 22, 23].

En 1995, la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC) evalué toda la
informacion relevante existente hasta esa fecha, sobre el VPH y su relacion en la
carcinogénesis y concluyé que existia evidencia suficiente para declarar a los tipos de
VPH 16 y 18 como carcinogénicos para el humano. En un estudio donde se analizaron
més de 1000 casos confirmados histo-patolégicamente como CaCuU invasivo, en busca de
ADN de viral mediante la técnica de PCR (siglas de “Polymerase Chain Reaction”), lla
positividad para VPH fue de 99.7% vy los tipos de VPH con mayor prevalencia fueron:
VPH16 (53%) VPH18 (15%), VPH 45 (9%), VPH 31 (6%) y VPH 33 (3%) [23].
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PERSISTENCIA DEL VIRUS

La persistencia del virus en el cérvix es uno de los factores mas importantes en el
establecimiento y desarrollo de la neoplasia. La mayoria de las lesiones son eliminadas
luego de 8-12 meses de su aparicion gracias a la intervencion del sistema inmune. Sin
embargo, un pequefio porcentaje de las infecciones persiste, principalmente las causadas

por VPH 16 [24], progresando a lesiones intra-epiteliales de alto grado, CIS y CaCU [25].

Para que se desarrolle el CaCU son necesarios dos eventos principales. El primero es la
persistencia del VPH, que ocurre debido a una falla en el sistema inmune celular, que no
permite la eliminacién del virus. El segundo evento consiste en que se presenten los
fendmenos de transformacién en las células infectadas del epitelio del cérvix, como una
consecuencia de la expresién de las proteinas oncogénicas del VPH. Los eventos
anteriores ocurren en un lapso de tiempo largo que puede llegar hasta 20 afios. En
general las infecciones por VPH son transitorias y se reporta que 91% de los casos
eliminan la infeccion, mientras que solamente 9% progresa a CaCU [26]. Se ha reportado
un aumento de la expresién de IL-10 en muestras del epitelio del cérvix, conforme
aumenta la severidad de la lesion, lo cual podria estar contribuyendo a un estado

inmunosupresor en el micro ambiente de la lesidn/tumor [27, 28].

Los factores de riesgo determinantes para el desarrollo de CaCU, se pueden agrupar en
factores ambientales y genéticos. Estos interaccionan conjuntamente y mientras exista
una mayor cantidad de ambos presentes en una persona y una elevada exposicion para

alguno de ellos, mayor sera la probabilidad de que se desarrolle la enfermedad (figura 7).

Dentro de los cofactores de riesgo para la infeccion por VPH tenemos las caracteristicas
inmunoldgicas del huésped (inmunosupresion, inmunogenética, IL-10, Fas/FasL entre
otros), determinantes epidemiolégicos (nimero de embarazos, uso prolongado de
anticonceptivos hormonales, la inflamacion crénica causada por otros agentes infecciosos

y desnutricion) [26].
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Figura 7. Factores de riesgo para CaCU. Modificado de Torres-Poveda, 2008[26].

RESPUESTA INMUNE FRENTE A VPH

La infeccion persistente por VPH, favorece el desarrollo de NIC; sin embargo, puede
pasar desapercibido en fases tempranas. Sélo una pequefia parte de las mujeres
infectadas por VPH desarrollan algun tipo de NIC y un menor porcentaje evoluciona a
CaCuU. Uno de los pasos determinantes para la progresion de la lesién es la permanencia
del virus en el epitelio del cérvix. Lo anterior esté ligado a una falla en el sistema inmune

celular que impide la eliminacion de la célula infectada por el virus [29, 30] .

La inmunidad celular es uno de los sistemas de vigilancia que utiliza el huésped para la
eliminacion de patégenos, entre ellos los virus. Durante el recambio celular, las células

dendriticas (CD), censan y procesan proteinas de la célula infectada por el virus 6 en su
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defecto, de la célula tumoral, y los convierten en péptidos que son expuestos en su
superficie. Posteriormente estas células maduran y expresan moléculas co-estimuladoras
(CD80 y CD86), necesarias para la activacion de linfocitos T (LT), la cual se lleva a cabo
en el nédulo linfatico. Asi mismo, las células epiteliales infectadas exponen en su
superficie péptidos, mediante el complejo mayor de histocompatibilidad clase 1 (CMH 1),
que son reconocidos por LT a través del TCR. La activacion de los LT (CD4 y CD8)
mediante la presentacion antigénica, los convierte en células efectoras denominadas
CD4+ cooperadoras (LTH) y CD8 citotoxicos (LTC), los cuales migran hacia el tejido y
atacan de forma especifica la célula infectada 6 tumoral, mediante la secrecién de
citocinas (IL-2 e INF-y), enzimas y moléculas de superficie (figura 8) activadoras de

muerte celular (ej. Fas y FasL) [29].
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Figura 8. Respuesta inmune contra virus y célula tumoral.
Modificado de Tindle, 2002 [29].
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La evasion del sistema inmune por el VPH es un paso importante en la progresion de la
infeccion viral. Hasta la fecha se han propuesto diversos mecanismos de evasion del
sistema inmune, efectuados por la célula infectada 6 por la célula tumoral, entre los cuales

se encuentran los siguientes:

1. Produccion de citocinas inmunosupresoras (IL-10 y TGF-B) [27, 31].

2. Disminucién de TLR9 [32].

3. Disminucién de E-cadherina [33].

4. Expresion de enzima IDO y reclutamiento de células T reguladoras [34].

5. Muerte de linfocitos T citotdxicos mediante la activacién de apoptosis a través
del mecanismo de FAS/FASL [35-37].

FAS Y FASL

El ligando de Fas (FasL, CD95L) es una proteina de membrana tipo 2, con su
extremo amino citosdlico y su extremo carboxilo orientado extracelularmente. Es miembro
de la super familia de ligandos de TNF y cuyo gen se encuentra localizado en el
cromosoma 1, locus 1923 [38]. La proteina FasL se puede encontrar en la membrana
citoplasmética (FasLm) 6 de manera soluble no asociada a células (FasLs). FasLm es una
proteina de 282aa (40kDa) [39]. MMP-7 regula a FasLm [40], quien lo escinde en la
secuencia consenso “‘ELAELR”, entre el dominio transmembranal y el dominio de
trimerizacion, generando a la proteina FasLs de 27kDa, que conserva su funcionalidad
para unirse a su receptor. Mediante analisis bioquimicos, se observé que FasLs puede
existir como trimero (70-80kDa) [41]. La expresion de FasL esta restringida a células
linfoides como, LT, LB y NK. Fuera del sistema inmune, su expresion se limita a células
de sitios inmuno-privilegiados como lo son neuronas, o0jos y testiculos. Sin embargo, su
expresion ha sido detectada en algunos tipos de cancer (cancer colorectal, de pancreas,

melanoma, etc.) [42-46].
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Por otra parte, Fas es un receptor transmembranal de tipo 1, también conocido como
CD95 y APO-1. Tiene un tamafio de 48 kDa y pertenece a la superfamilia de TNF. El gen
que codifica para Fas en humanos, se encuentra en el cromosoma 10, locus 10q24.1 [47].
La region promotora carece de caja TATA pero contiene una secuencia rica en GC y
secuencias consenso para AP-1, GF-1, NY-Y, CP-2, EBP20 y c-myb [48]. Su ARNmM
consta de 2534pb, compuesto por nueve exones. La expresion de Fas se da en una
amplia variedad de tejidos linfoides (LT, LB, macréfagos y NK) y no linfoides (intestino,
queratinocitos, utero) [49]; también en algunos tipos de cancer como el de endometrio,
ovario, Utero y cérvico uterino [50-52]. Su expresion puede ser aumentada por citocinas
(IFN-y, TNF) y por la activacién de linfocitos T. Fas y FasL son importantes para activar un

tipo de muerte celular programada: apoptosis.[53].

APOPTOSIS

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada (MCP), cuyo proceso es
regulado genética y fisiolégicamente y se encuentra conservado evolutivamente. Es un
mecanismo importante de homeostasis celular y participa en los procesos de
embriogénesis, morfogénesis y renovacion de tejido normal. La apoptosis desencadena
la muerte de la célula, la cual adopta una morfologia tipica, caracterizada por
condensacioén de la envoltura nuclear, fragmentacioén del ADN, colapso del citoesqueleto,
alteracion de la membrana plasmatica y encogimiento de la célula. Las células
apoptéticas disminuyen su tamafio y son fragmentadas produciendo cuerpos apoptoticos
delimitados por membrana. Estos cuerpos apoptoticos son absorbidos por las células
vecinas que aprovechan los componentes celulares ingeridos. En este tipo de muerte, a
diferencia de la necrosis, donde se libera el contenido celular, no se produce inflamacion,

lo cual impide el dafio a células vecinas (figura 9) [54].
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Figura 9. Caracteristicas de la muerte celular apoptdética. A)
esquema de la progresion de los cambios morfologicos en las células
apoptoticas. B) micrografias que comparan una célula normal (arriba)
y una célula apoptética (abajo). Modificada de Lodish, 2004[55].

La apoptosis es producida por una cascada proteolitica iniciada y ejecutada por cistein-
proteasas llamadas caspasas, responsables de las caracteristicas morfolégicas de esta
muerte celular. Existen dos rutas principales que activan las caspasas: la ruta intrinseca o

mitocondrial y la ruta extrinseca 6 mediada por receptores de muerte [55].

La ruta intrinseca se inicia luego de un estimulo toxico (por ejemplo, especies reactivas de
oxigeno y/6 dafio al ADN), que activa proteinas pro-apoptéticas como BIM y PUMA. Estas
inhiben las proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 y Bcl-X,, dejando como consecuencia libre a
las proteinas pro-apoptéticas Bax y Bak las cuales inducen permeabilizacion de la
membrana mitocondrial a través de la formacion de poros, que tiene como resultado la
liberacion del citocromo C (Cyt c) hacia el citosol (figura 10). Una vez en el citosol, el Cyt ¢
interactla con la molécula adaptadora Apaf-1 (siglas de “Apoptotic protease activating
factor”), quien posterior a su oligomerizacion, recluta a la pro-caspasa 9 formando el

apoptosoma, donde es activada. La activacion de la caspasa 9 conduce a la activacion de
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las caspasas efectoras 3 y 7, que tienen como fin inducir las caracteristicas morfolégicas

de la apoptosis [56, 57].

Sefial apoptética

Apoptosoma dilb — dih ——> MUERTE
Caspasa 9 Caspasa 7 y 3 CELULAR
activa

Figura 10. Ruta intrinseca. Modificado de Lagunas-
Martinez, 2011[15]. Ver texto para detalles.

La ruta extrinseca se dispara por la activacion de receptores de muerte luego de la unién
de su ligando (figura 11). Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores de
TNF. Dentro de esta superfamilia de receptores encontramos a DR4/TRAIL-R1,
DR5/TRAIL-R2, TNRF-1 y Fas, cuyos ligandos son, TRAIL, TNF y FasL (CD95-L)
respectivamente. Esta familia de receptores comparten homologia en su dominio
intracelular llamado “dominio de muerte” (DD). Existen otros receptores relacionados,
como el receptor CD40, CD27 y p75-NGFR [58].
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Figura 11. Ruta extrinseca. Modificado de Castro-
Obreg6n, 2005 [59].ver texto para detalles.

La ruta intrinseca y extrinseca se une mediante caspasa-8. Esta escinde al miembro de la
familia Bcl-2, Bid, formando t-Bid. t-Bid se une a Bax y Bak y les induce un cambio
conformacional y oligomerizacion. Los oligdmeros se traslocan a la mitocondria y generan
un aumento en la permeabilidad de la membrana mitocondria. Por otro lado t-Bid se
puede unir a proteinas de la membrana mitocondrial externa como Bcl-2 y BclX,,
inhibiéndolas e impidiendo que interactien con Bax o Bak y antagonicen a estas Ultimas
[53, 54].

La ruta de sefializacion mejor caracterizada es la activada por el receptor Fas. Posterior a
la union de su ligando (FasL), el receptor se oligomeriza reclutando en su extremo
citoplasmatico la proteina adaptadora FADD (siglas de “Fas-associated death domain”)
quienes forman un complejo denominado DISC [60]. Esta proteina adaptadora
interacciona con Fas a través del dominio DD en su extremo C-terminal y mediante el
dominio DED presente en su extremo N-terminal, recluta y activa a la procaspasa 8 (una

caspasa iniciadora, también llamada FLICE). Posterior a su activacion, la caspasa 8
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activa a caspasas efectoras (caspasas 3y 7), que a su vez activan a proteasas y DNAsas

para la ejecucion de la muerte celular [59].

Normalmente, la expresion de ambas moléculas (Fas/FasL) solo se da en linfocitos T, B,
macréfagos y células NK. La muerte celular mediada por Fas/FasL, participa
principalmente en la regulacion del sistema inmune desencadenando un proceso de
“muerte celular inducida por la activacion” (AICD). La AICD ayuda a mantener actividades
importantes como, la homeostasis de células T citotoxicas y CD4+ activas [35], la
seleccion de células T en el timo durante la seleccion negativa, la regulacién de la
activacion de células B. En células no linfoides, el mecanismo de muerte Fas/FasL
permite el establecimiento de sitios inmunoldgicos privilegiados como el ovario, testiculos,
Utero, cerebro, ojos y placenta mediante la eliminacién de linfocitos activos y células
inflamatorias que expresan Fas y también permite la eliminacién de células infectadas por

virus o células tumorales [49].

Existe otro mecanismo ejecutado por los linfocitos T citotéxicos (LTC) para la eliminacion
de la célula blanco, el cual consiste en la secrecidén de proteinas como las perforinas y las
granzimas. Las perforinas se encuentran en los granulos de los LTC vy células NK, y al
ser liberadas se unen a la membrana de la célula blanco y forman un poro, el cual
favorece la entrada de las granzimas al interior celular. Las granzimas son serin-proteasas

cuyo papel es la activacién de las caspasas [35].

La pérdida de la regulacién de la apoptosis, le permite a las células (ej. infectadas por
virus o células tumorales) escapar 6 contrarrestar la respuesta del sistema inmune contra
ellas. Se ha reportado que las células cancerosas pueden inducir la muerte apoptética de
linfocitos infiltrados en tumores a través de la expresién de FasL en su superficie celular.
Por otro lado, alteraciones (como mutaciones) en el gen de Fas que conducen a la
pérdida de la ruta extrinseca apoptoética, pueden contribuir a la carcinogénesis [61].
Dentro de los modelos donde se ha asociado la pérdida de la regulacion de Fas/FasL en
el desarrollo de tumores, se encuentra el carcinoma de células basales (CCB) y el

carcinoma de células escamosas (CCS) [62].
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IIl.  PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudl es el nivel de expresion del ARNm de Fas y FasL a nivel sistémico y en biopsias de

mujeres con lesiones premalignas en Cérvix y CaCU, asi como el nivel sérico de FasL?

IV. ANTECEDENTES

Para desarrollo de CaCU se requiere la persistencia de la infeccién por VPH. Como se
menciond anteriormente, un estado de inmunosupresion en pacientes con lesiones del
cérvix y CaCU permite la persistencia de VPH. Dentro de los mecanismos de evasion de
la respuesta inmune tenemos la eliminacion de LTC mediante MCP inducida por la célula

tumoral a través de Fas/FasL.

FasL puede presentarse de forma soluble (FasLs) y debido a que conserva su sitio de
unién al receptor, permite la eliminacién de células sensibilizadas (ej. LTC). Se han
reportado concentraciones elevadas de FasLs en el suero de pacientes con patologias
caracterizadas por mdultiples eventos de muerte celular como sucede en la hepatitis

alcohdlica y en el melanoma maligno [44].

Das y col., analizaron la expresion de Fas y FasL en muestras de biopsias de cérvix
mediante gRT-PCR, encontrando una disminucién de la expresion de Fas y la expresion

variable de FasL, en comparacion con muestras control [63].

En 2006, Ibrahim y col., reportaron la expresion de la proteina FasL en la superficie de
células escamosas cervicales de NIC y CaCU. En el mismo estudio se observé un
26



induccién de apoptosis de células Jurkat al co-cultivarlas con células Caski (que expresan
FasL). Dicho efecto fue bloqueado al utilizar un anticuerpo contra FasL. Estos resultados
sugieren que Fas y FasL juegan un papel importante en el escape del sistema inmune por
las células derivadas de carcinoma cervical [64]. Posteriormente, el grupo de investigacion
de Xie examin0O los patrones de expresion de Fas y FasL, en carcinoma de células
cervicalesy en NIC 1, 2, y 3 a través de la técnica de IHQ. Los investigadores observaron
que la expresion de Fas es similar tanto en NIC 1y 2 respecto a tejido cervical normal y
se incrementa en células de carcinoma y en NIC 3, mientras que la expresion de FasL fue

nula en todos los NICs y aument6 en el carcinoma [65].

Los datos previamente generados en nuestro grupo de investigacion utilizando muestras
de pacientes con diferentes grados de lesion y CaCU mediante RT-PCR punto final,
indican un aumento en el nimero de muestras positivas para el ARNm FasL en los tres
grupos analizados, comparados con muestras de cérvix normales y va disminuyendo
conforme progresa la lesibn a LEIAG y CaCU. Para el caso de Fas se observé un
aumento en el porcentaje de muestras positivas en los grupos de lesiones precursoras,
seguida de una disminucién en los pacientes con CaCU comparados con el control (figura
12).
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Figura 12. Expresion de ARNm DE Fas y FasL en
diferentes estadios: LIEBG, LEIAG, CaCU vy
células normales (cn). Tomada de Tavernier, 2001
[66].
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V. JUSTIFICACION

El cancer cérvico uterino es uno de los principales problemas de salud publica en México
cuyo agente etiologico es el VPH. Un factor necesario para la progresion de la
enfermedad es la persistencia viral. El sistema inmune juega un papel muy importante en
el control de la infeccion. Dos moléculas efectoras del sistema inmune en esta tarea son
Fas y su ligando, las cuales son expresadas en LT activados y favorecen la eliminacion de
células infectadas por el virus. Se ha reportado que la alteracion en la expresion de estas
moléculas en la célula infectada por VPH, favorece la evasion de la respuesta inmune
contra el virus y la célula tumoral. Por lo tanto, el andlisis de la expresion tanto a nivel
sistémico como a nivel del cérvix de estas dos moléculas y el nivel sérico de FasL, en
pacientes con diferentes estadios de la historia natural del cancer cérvico uterino, nos
permitiria definir la implicacion bioldgica potencial de estas moléculas en la historia natural

de la enfermedad.

VI. HIPOTESIS

La expresion de Fas y FasL aumenta tanto a nivel sistémico como a nivel local,

conforme la lesion premaligna en cérvix progresa.
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VIl. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion de Fas y FasL a nivel sistémico y en biopsias de pacientes con
lesiones premalignas del cérvix y CaCU, asi como el nivel sérico de FasL.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar la expresion del ARNm de Fas y FasL en células mononucleares de sangre

periférica de pacientes con lesiones premalignas del cérvix y CaCU.

2. Analizar la expresion del ARNm de Fas y FasL en biopsias de cérvix de pacientes

con lesiones premalignas del cérvix y CaCU.

3. Detectar y cuantificar los niveles de la proteina FasL soluble en el suero de

pacientes con lesiones premalignas del cérvix y CaCU.

4. Establecer las diferencias en el perfil de expresion de ARNm de Fas y Fas-L tanto a
nivel sistémico como en cérvix entre cada uno de los estadios de la enfermedad vy el

grupo sin lesién en cérvix.

5. Establecer las diferencias en el nivel de proteina de Fas-L a nivel sérico, entre cada

uno de los estadios de la enfermedad y el grupo sin lesion en cérvix.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

POBLACION DE ESTUDIO: CRITERIOS DE EXCLUSION E INCLUSION

Este estudio piloto esta anidado al estudio transversal “Polimorfismos de la region
reguladora del gen de IL-10 y su asociacion con el riesgo de desarrollar cancer cervical”
del Instituto Nacional de Salud Pdublica, del cual se obtuvo un banco de muestras de
suero, células mononucleares de sangre periférica y exudado cervical para el caso de
mujeres sin lesion y biopsias de cérvix para el caso de lesiones premalignas y cancer, que
fueron obtenidas del CAPASAM (Centro de Atencion para la Salud de la Mujer de los
Servicios de Salud del Estado de Morelos) y del INCan (Instituto Nacional de
Cancerologia), segun los criterios enumerados a continuacion y durante el periodo
comprendido entre junio-noviembre de 2008 vy septiembre-diciembre de 2010,

respectivamente.
Criterios de exclusién:

1. Padecer de enfermedad autoinmune o con un cuadro inflamatorio.
2. Co-infecciéon de transmision sexual.

3. Haber iniciado tratamiento.

Criterios de inclusion:

1.  Mujer que acudi6 a CAPASAM con diagndstico citologico negativo para lesion
en cuello uterino y con diagndéstico histopatologico de lesion escamosa
intraepitelial en cuello uterino. Mujer que acudio a la Unidad de Ginecologia del
INCan y con diagnéstico de CaCU invasor, en cualquier estadio.

2.  Diagnostico citoldgico, colposcopico e histopatolégico reciente.

3. Consentimiento informado firmado donde se autorice la toma de muestra
sanguineay de cérvix.

4.  Mayor de 18 afios.

No haber iniciado tratamiento.
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Del banco de muestras madre se obtuvo submuestras de suero y cDNA de cérvix y de
células mononucleares de sangre periférica, seleccionadas de acuerdo a los siguientes

criterios:

1. Integridad adecuada del ARN total extraido de las muestras de células
mononucleares de sangre periférica, exudado cervical para el caso de mujeres
sin lesion y biopsias de cérvix para el caso de mujeres con lesiones
premalignas y cancer.

2.  Muestras de diferente grados de lesion y CaCU, asi como muestras control.

OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE
PERIFERICA

Las células mononucleares de sangre periférica se obtuvieron de muestras de sangre
total tratadas con anticoagulante, las cuales previamente se diluyeron 1:1 en PBS estéril.
Por cada 4 ml de sangre diluida en PBS se adicionaron 3 ml de ficoll. La sangre se
adicion6é cuidadosamente al tubo con ficoll para formar el gradiente. Posteriormente los
tubos se centrifugaron a 2000 rpm en una centrifuga clinica durante 30 minutos a
temperatura ambiente y se recupero la capa de linfocitos. Estas células fueron lavadas
con PBS estéril, y después de centrifugarlos a 2000 rpm durante 10 minutos se recupero
la pastilla de linfocitos y se dividié en dos alicuotas. Una de éstas se resuspendi6 en
medio RPMI (para su posterior estimulacién con fitohemaglutinina (PHA)) y la otra en Tri-
pure (1ml), ésta ultima se almacend a -20°C para la posterior obtencién de ARN. Por cada

mililitro de sangre se obtuvieron de 800 mil a 1 millon de linfocitos.
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EXTRACCION DE ARN DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE
PERIFERICA, EXUDADO Y BIOPSIAS DE CERVIX

Por cada seis millones de células 6 de 50 a 100 mg de muestra (linfocitos resuspendidos
en Tri-pure, exudado biopsia de cérvix), se agregé 1ml de Trizol. Se homogenizo la
muestra y para el caso donde la muestra consisti6 de tejido se usd un politron. Las
muestras se incubaron por cinco minutos a temperatura ambiente con sus respectivos
reactivos. Se agregaron 200 ul de cloroformo por cada ml de Trizol a las muestras y se
incubaron por 4 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente fueron centrifugadas a
12,000 rpm en una centrifuga refrigerada por 15 minutos a 4°C. La fase superior
correspondiente a ARN se transfirié a un tubo donde se afiadieron 500 ul de isopropanol,
y después de mezclar bien se incubé a -20°C por 15 minutos. Posteriormente la mezcla
fue centrifugada a 12,000 rpm, durante 10 minutos a 4°C, se eliminé el sobrenadante y se
lavé la pastilla de ARN con 1ml de etanol al 75% diluido con agua con DEPC (dietil-
pirocarbonato). El tubo con ARN se centrifugé a 10,000 rpm durante 5 minutos a 4°C, se
eliminé el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 20 ul de agua libre de RNasas y
DNasas. La muestra se incubé a 65°C por 10 minutos, se cuantifico el ARN y se

almacend a -20°C para su posterior uso para la sintesis de ADNCc.

SINTESIS DE ACIDO DESOXIRIBONUCLEICO COMPLEMENTARIO
(ADNc)

La sintesis de ADNc se realiz6 en dos fases; en la primera se coloco 2 ug/ul de ARN,
oligo dT (0.5ug), ajustando el volumen con agua/DEPC para un volumen final de 10.8 ul y
subsiguientemente se incub6 por 10 minutos a 70°C. Posteriormente, se adiciono la
mezcla de reaccion que consistid en buffer 5X (Invitrogen™), inhibidor de RNAsa 20 U/ul
(Invitrogen™), dNTP’s 2.5 mM y la enzima transcriptasa reversa M-MLV 200U/ul) en un
volumen final de 20 ul. La reaccion se incub6 1 hr a 37°C y se prosiguié a inactivar la

enzima mediante incubacion durante 10 minutos a 70 °C. El ADNc se almacend a -20°C.
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para constatar la integridad de la muestra de ADNc asi como para la obtencion de los
controles positivos para la amplificacién de Fas y FasL se realiz6 PCR en punto final,

usando oligonucledtidos (oligos) para el gen constitutivo de G3PDH.

La reaccion de PCR para la amplificacion de G3PDH se realiz6 utilizando 1ul de ADNc, y
los siguientes reactivos: 2ul de dNTP’s 2.5mM, 2ul de MgCI2 25mM, 0.4ul de oligos
sentido y antisentido (10pM), y 0.1ul de la enzima TagPol (Invitrogene ™). Las condiciones
para el PCR se muestran en la tabla 1. El tamafio del amplicon esperado (450pb) fue
corroborado mediante geles de agarosa al 1.2% (w/v), tefiido con bromuro de etidio y

visualizado con UV.

Tabla 1. Condiciones empleadas en ensayos de PCR en punto

final para amplificar el ADNc de G3PDH.

Tiempo
Etapa Tempoeratura P Ciclos
°C) (minutos)
Desnaturalizacion
o 94 5 1
Inicial
Desnaturalizacion 94 1
Alineamiento 57 1 30
Extensién 72 1
Extension final 72 5 1

La reaccion de PCR para la amplificacion de Fas y FasL, se llevé a cabo en un volumen
final de 25 ul conteniendo, 1ul de ADNc, 2 ul de dNTP’s 2.5mM, 0.75ul de MgCl, 50mM,
lul de oligos sentido y antisentido (20pM) y 0.1ul de DNA TagPol (Invitrogene™). Las
condiciones de PCR usadas para amplificar el ADNc de FasL y Fas se describen en las

tablas 2 y 3, respectivamente.
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final para amplificar el ADNc de FasL.

Tabla 2. Condiciones empleadas en ensayos de PCR en punto

Temperatura | Tiempo '
Etapa (grados _ Ciclos
centigrados) | (Minutos)
Desnaturalizacion
o 94 5 1
inicial
Desnaturalizacion 94 1
Alineamiento 67 1 35
Extensién 72 1
Extension final 72 10 1

final para amplificar el ADNc de FAS.

Tabla 3. Condiciones empleadas en ensayos de PCR en punto

Tiempo
Etapa Tempoeratura | p Ciclos
(°C) (min)
Desnaturalizacion
o 94 5 1
inicial
Desnaturalizacion 94 1
Alineamiento 62 1 35
Extensién 72 1
Extensién final 72 10 1

El tamafio de los amplicones esperados para FasL y Fas (417pb y 676 pb
respectivamente) fue visualizado bajo luz ultra violeta, en geles de agarosa al 1.2% (w/v)

teflidos con bromuro de etidio.
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DETECCION DE FAS-L EN SUERO POR ELISA

La muestra de suero de cada paciente fue almacenada a -80°C y descongelada
inmediatamente antes de la determinacion del nivel de FasL. Los niveles de Fas-L fueron
determinados usando el kit Quantikine® (Human Fas Ligand/TNFSF6 Immunoassay, R&D

Systems™), siguiendo las instrucciones del proveedor.

Por cada pozo de la placa se adicionaron 100ul de diluyente RD1S y 50 ul del estandar,
muestra 6 control y la placa fue incubada por dos horas a temperatura ambiente (TA). Al
cabo de este tiempo, el contenido de los pozos se retird y éstos fueron lavados cuatro
veces. Posteriormente se adicionaron 200 ul de una solucién de anticuerpo conjugado con
la enzima fosfatasa alcalina a cada pozo y se incubé por dos horas a TA. Nuevamente se
lavé cada pozo cuatro veces y posteriormente se adicionaron 200 ul de solucién de
sustrato por pozo y la placa se incubé por 30 minutos. Al término del paso anterior, se
adicionaron 50 ul de la solucién de paro de la reaccion enzimatica y fueron obtenidas las
lecturas de absorbancia a 450 nm. Los resultados fueron expresados como pg/ml y

representan el promedio de dos experimentos independientes.

RT-PCR CUANTITATIVO EN TIEMPO REAL (QRT-PCR)

Las sondas Tagman® para Fas, Fas-L y HPRT-1 (hipoxantina fosforibosil transferasa),
utilizadas para el analisis de la expresiéon mediante PCR tiempo real se obtuvieron de
Applied Biosystems™ vy la informacién referente a ellas se muestra en la tabla 4. La

amplificacion del ADNc de HPRT-1 fue usada como control endégeno [67].

35



Tabla 4. Caracteristicas de las sondas empleadas en los ensayos de qRT-PCR.

Sonda Am(zlti)c):én hiﬁir?doag%n Secuencia Detector
Fasl 78 Entr; ;xsones GAA&:GC%AC,:A:(;I'_?((:BC(:BACCA EAM
Fas 97 Entri sxzones TCT((:B_S(?\I_CGCG(‘ZTTT%C_:I_TAC EAM

La reaccion de PCR para el analisis en tiempo real se prepard utilizando 10ul de

“Universal PCR Master Mix”, 1ul de sonda, 2ul de templado con una concentracion de

100ug/ul y 7ul de agua libre de DNAsas y RNAsas. La reaccion se llevo a cabo en el

equipo 7900HT Fast Real-Time PCR System® (Applied Biosystems™) y las condiciones

de la reaccion se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Condiciones empleadas en ensayos de PCR
cuantitativo.
Tiempo
Etapa Tempoeratura . Ciclos
("C) (minutos)
Desnaturalizacion
o 50 2 1
inicial
Desnaturalizacion 95 10
Alineamiento 95 15 segundos 40
Extensién 60 1
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RANGO DINAMICO Y EFICIENCIAS DE AMPLIFICACION

Para establecer la concentracion 6ptima de ADNc para el andlisis de expresion de Fas-L 'y
Fas por tiempo real, se construyé una curva de rango dindmico con factor de dilucién 1:5,
partiendo de una solucion 100ng/ul de ADNc proveniente de células mononucleares de

sangre periférica estimuladas por 72 hr con fitohemaglutinina (5ug/ml) (anexo 1).

Para determinar las eficiencias de amplificacién de los ARNm de Fas, FasL y HPRT-1 se
realiz6 una curva estandar con factor de diluciébn 1:10, partiendo de una solucion
1000ng/ul de ADNc, proveniente de células mononucleares de sangre periférica
estimuladas por 72 hr con fitohemaglutinina (5ug/ml). La eficiencia se determiné con base

a la siguiente férmula:

E=(10"7-1)

Donde S es la pendiente de la curva estandar (anexo 2).

El porcentaje de eficiencia se determind mediante la formula:

%E= (E) * 100

ANALISIS DE DATOS

El nivel de expresion de ARNm para los genes estudiados, fue calculado mediante
cuantificacion relativa con el método Ct comparativo (2-*“") [68] y fue graficado como URE
de Fas o FasL respecto al gen enddgeno (HPRT-1) y al grupo de comparacion (SL). Las

muestras fueron analizadas por duplicado.
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ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis del nivel de expresion del ARNm de Fas y Fas-L a nivel sistémico y en cérvix y
de la concentracion de proteina de Fas-L en mujeres con LEIBG versus sin lesién en
cérvix (SL), LEIAG vs. SL, y CaCU vs. SL, se realizé usando la prueba estadistica de
Kruskall-Wallis. Como valor de p para evaluar la significancia estadistica se tomo el valor

de p ajustada dada por la prueba de Kruskal-Wallis.

Se llevd a cabo un andlisis de correlacién de Sperman para los andlisis de correlacion
entre el nivel de expresién del ARNm de FasL y Fas a nivel sistémico y a nivel del cérvix
en mujeres sin lesion en cérvix, con LEIBG, LEIAG y CaCU; andlisis de correlacion tanto
de Fas como de FasL, a nivel sistémico y en cérvix estratificando por diagnostico y el
analisis de correlacion intergrupal de la concentracion de proteina de Fas-L a nivel sérico,
en mujeres sin lesion en cérvix, con LEIBG, LEIAG y CaCU. Para los andlisis de
correlacion la significancia estadistica se acepté cuando P<0.05. Todos los andlisis
estadisticos se llevaron a cabo empleando el programa STATA version 9.2 (StataCorp®,
Collage Station, TX, EUA) para Windows®.
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RESULTADOS

ANALISIS DE EXPRESION DEL ARNm DE FAS Y FASL EN CELULAS
MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA

Para poder determinar la expresion del ARNm de Fas y FasL, primero se determinaron las
eficiencias de amplificacion y los rangos dinamicos para Fas, FasL y HPRT-1. Las
eficiencias de amplificacion de los genes Fas, FasL y HPRT-1 oscilaron entre el 90% y
95% (anexo 2). Basados en los resultados de la curva de rango dinamico, se determin6

una concentracion optima de ADNc para la amplificacién de 100ng (anexo 1).

Uno de los principales mecanismos de la respuesta inmune celular contra infecciones
virales y células transformadas, es el sistema de Fas y FasL [35]. Por tal motivo se analiz6
la expresion de estas moléculas en CMSP de pacientes con diferentes grados lesion y
CaCu.

La expresion de Fas en células linfoides permite regular la homeostasis de la respuesta

inmune posterior a su activacion [35].

Se encontré que en CMSP el nivel de expresion del ARNm de Fas fue mayor en todos los
grupos analizados (LEIBG, LIEAG y CaCU) al compararlo con el grupo SL. Las
diferencias de expresion fueron estadisticamente significativas para todos los grupos,
(LEIBG p=0.002, LEIAG p=0.0002 y CaCU p=0.0001); observandose en el grupo de
CaCuU, 22.27 veces mas URE al compararlo con el grupo SL (figura 13).
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Figura 13. Diferencias en la expresion del ARNm de Fas
en células mononucleares de sangre periférica durante
la progresion del CaCU. Los niveles de expresion del
ARNm de Fas fueron determinados como se indica en
materiales y métodos, y son expresados como unidades
relativas de expresion (URE) respecto al gen enddgeno
(HPRT-1) y a la condicién de comparacién (SL). *indica el

valor “p” obtenido por la prueba de Kruskal-Wallis. Se

considerd una significancia estadistica cuando p<0.004 (p
ajustada Kruskal-Wallis).

Debido a que la induccién de apoptosis se activa cuando se une FasL a Fas, la siguiente
pregunta fue si el ARNm de FasL se expresaba también en las muestras previamente

analizadas.

Se encontr6 que en CMSP el nivel de expresion del ARNm de FasL fue mayor en todos
los grupos analizados (LEIBG, LIEAG y CaCU) al compararlo con el grupo SL. Las
diferencias de expresion fueron estadisticamente significativas, solo para el grupo de
LEIAG (p=0.0001) respecto al grupo sin lesion, observandose 10.38 veces mas URE al

compararlo con el grupo SL (figura 14).
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Figura 14. Diferencias en la expresién del ARNm de FasL
en células mononucleares de sangre periférica durante la
progresion del CaCU. Los niveles de expresion del ARNm
de FasL fueron determinados como se indica en materiales y
métodos, y son expresados como unidades relativas de
expresion (URE) respecto al gen enddgeno (HPRT-1) y a la
condicion de comparacion (SL). *indica el valor “p” obtenido
por la prueba de Kruskal-Wallis. Se consider6 una
significancia estadistica cuando p<0.004 (p ajustada Kruskal-
Wallis).

ANALISIS DE EXPRESION DEL ARNm DE FAS Y FASL A NIVEL DE
CERVIX

Uno de los mecanismos de evasion de la respuesta inmune por parte de la célula
tumoral/infectada es la disminuciébn de la expresion de Fas, lo cual trae como
consecuencia una deficiencia en la accidon citotoxica de los linfocitos contra la célula

tumoral/infectada [69].

El nivel de expresion del ARNm de Fas fue menor en los grupos LEIBG y LIEAG y mayor
en el grupo de CaCU al compararlos con el grupo sin lesion. Sin embargo no hubo
diferencias estadisticamente significativas en el andlisis de Fas para ninguno de los

grupos, posiblemente por el tamafio de muestra analizado (figura 15).
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Figura 15. Diferencias en la expresion del ARNm de Fas
en Cérvix durante la progresion del CaCU. Los niveles de
expresion del ARNm de Fas fueron determinados como se
indica en materiales y métodos, y son expresados como
unidades relativas de expresién (URE) respecto al gen
endégeno (HPRT-1) y a la condicibn de comparacion (SL).

@

*indica el valor “p” obtenido por la prueba de Kruskal-Wallis.
Se considerd una significancia estadistica cuando p<0.004 (p
ajustada Kruskal-Wallis).

La expresion de FasL por la célula tumoral/infectada, permite inducir apoptosis en los LIT,
evadiendo su accién citotoxica y por consiguiente permitiendo el desarrollo de la
neoplasia [35, 70]. Por tal motivo se analiz6 la expresién del ARNm de FasL en exudados

y biopsias de cérvix.

El nivel de expresion de FasL fue menor en los grupos LEIBG y LIEAG y mayor en el
grupo de CaCU al compararlos con el grupo sin lesion. Las diferencias de expresion
fueron estadisticamente significativas solo para el grupo de CaCU (p=0.003);
observandose 2.8 veces mas URE al compararlo con el grupo SL (figura 16).
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De tal manera, tanto para Fas como para FaslL, los niveles de expresion vistos al
comparar los grupos de lesiones premalignas y CaCU con respecto al grupo sin lesion,

fueron similares a nivel del cérvix.
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Figura 16. Diferencias en la expresion del ARNm de
FasL en cérvix durante la progresion del CaCU. Los
niveles de expresion del ARNm de FasL fueron
determinados como se indica en materiales y métodos, y
son expresados como unidades relativas de expresion
(URE) respecto al gen endégeno (HPRT-1) y a la condicion
de comparacion (SL). *indica el valor “p” obtenido por la
prueba de kruskal-wallis. Se consider6 una significancia
estadistica cuando p<0.004 (p ajustada kruskal-wallis).

CONCENTRACION SERICA DE FASL SOLUBLE

Un posible mecanismo de evasion de la respuesta inmune, es la liberaciéon de FasL al
medio extracelular para inducir apoptosis en linfocitos [71]. Por tal motivo, se determiné el
nivel sérico de FasLs en pacientes con lesiones premalignas del cérvix y CaCU, utilizando

un kit comercial de ELISA (ver materiales y métodos).
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Al evaluar la concentracién de FasLs a nivel sérico, el promedio de la concentracion de
FasLs en el grupo sin lesion, LEIBG, LEIAG y CaCU, fue de 116.89 pg/ml, 90.3 pg/ml,
67.84 pg/ml y 61.93 pg/ml, respectivamente. Se observo una diferencia estadisticamente
significativa al comparar el nivel de proteina en los grupos de LEIBG (p=0.0056), LEIAG
(p=0.00001) y CaCU (p=0.000001) con respecto al grupo sin lesion; observandose una

disminucion de los niveles de la proteina conforme avanzaba el grado de lesion (figura
17).
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Figura 17. Concentracion de FasL soluble en pacientes sin lesién
(VPH -) vs lesion de bajo grado, lesion de alto grado y CaCU. La
concentracion sérica de FasLs fue determinada por ELISA como se
detalla en materiales y métodos. Se muestra el promedio de la
concentracion de FasL en los diferentes grupos. *indica el valor “p”
obtenido por la prueba de Kruskal-Wallis. Se considerd una significancia
estadistica cuando p<0.05.
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ANALISIS DE CORRELACION

Tras el andlisis de correlacion entre el nivel de expresion del ARNm de FasL a nivel
sistémico y a nivel del cérvix en mujeres sin lesion en cérvix, con LEIBG, LEIAG y CaCU,
no se encontré asociacion entre las URE de FasL a nivel sistémico y las URE de FasL a
nivel del cérvix para cada uno de los grupos (r= -0.139; P=0.1573). De igual forma, al
analizar el nivel de expresién del ARNm de Fas a nivel sistémico y a nivel del cérvix en
mujeres sin lesion en cérvix, con LEIBG, LEIAG y CaCU, no se encontrd asociacion entre
las URE de Fas a nivel sistémico y las URE de Fas a nivel del cérvix (r= 0.5556;
P=0.1573).

Adicionalmente, se evalué la correlacion tanto de Fas como de FasL, a nivel sistémico y
en cérvix estratificando por diagndstico. Se encontrd correlacion positiva en los niveles de
expresion tanto de Fas como de FasL, a nivel sistémico (rho=0.7793, p=0.0000) y a nivel
de cérvix (rho=0.8104, p=0.0000), para el grupo de LEIBG. De manera similar hubo
correlacion positiva en los niveles de expresion tanto de Fas como de FasL, solo a nivel
sistémico (rho=0.6117, p=0.0042), para el grupo de LEIAG. En contraste se encontrd
para el grupo de CaCU, una correlacion positiva en los niveles de expresion tanto de Fas

como de FasL, solo a nivel de cérvix (rho=0.8374, p=0.0000).

El andlisis de correlacion intergrupal de la concentracién de proteina de Fas-L a nivel
sérico, en mujeres sin lesion en cérvix, con LEIBG, LEIAG y CaCU, se encontr6 una
asociacion inversa entre la concentracion de FasLs y los grupos analizados, con un

coeficiente de correlaciéon de r=-0.5774, P=0.0001.
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DISCUSION

El CaCU es una de las enfermedades neoplasicas de gran importancia epidemioldgica
tanto en México como en el mundo. Se sabe que el desarrollo de las neoplasias se ve
favorecido por un estado de inmunidad comprometida 6 abatida [27, 72]. En este
contexto, Fas y FasL son dos moléculas importantes en la regulacion de la respuesta
inmune y se ha demostrado que sus niveles de expresién se encuentran alterados en
diferentes neoplasias (como en el cancer esofagico, de mama, pulmén, pancreético, renal,
entre otros) [45, 73-77], lo cual ha sugerido que la desregulacion de estas moléculas

participa en el desarrollo de la enfermedad.

Para el caso del CaCU, algunos trabajos han sugerido que el nivel de expresién de Fas y
FasL podria tener un papel importante durante la historia natural de la enfermedad.
Mediante estudios realizados en lineas celulares derivadas de cancer cérvico uterino, se
ha detectado la expresion de FasL y FasLs con capacidad de inducir la apoptosis de LT
[64, 71]. También se ha reportado que FasLs tiene menor actividad que la forma FasLm
[78].

Estudios realizados con biopsias de cérvix de pacientes con CaCU de diversos
grados de malignidad empleando la técnica de IHQ, indican que el nimero de muestras
positivas a Fas disminuye conforme avanza el grado de lesion [63, 79]. Para el caso de
FasL, se ha reportado un aumento en el nUumero de muestras de cérvix positivas para

expresion de esta molécula conforme aumenta el grado de lesién y/o tumor [65, 80, 81].

El presente trabajo describe por primera vez el nivel de expresion del ARNm de estas
moléculas, en células mononucleares de sangre periférica de pacientes con lesiones
premalignas y CaCU, lo cual es muy relevante para integrar de manera global, el perfil de
expresion de Fas y FasL en el contexto de la respuesta inmune durante el curso de la

enfermedad. Para el caso de Fas y FasL, se observd un aumento de la expresion del
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ARNmM en todos los grupos con respecto al grupo sin lesion, siendo mayor esta diferencia

para Fas en el grupo de CaCU y para FasL en el grupo de LEIAG.

En el presente estudio, el andlisis de la expresion del ARNm de Fas en las
muestras de biopsias de cérvix reveld una disminucion en las lesiones precursoras y un
aumento en el grupo con CaCU con respecto al grupo de comparacién. Das y col.,
reportaron una disminuciéon del ARNm de Fas en muestras de biopsias de cérvix de
pacientes con CaCU analizadas por qRT-PCR. Dicho hallazgo es contrario al resultado
encontrado en el presente trabajo, esto puede deberse a diferencias en la metodologia
empleada ya que, el gen enddégeno utilizado por Das y col., para normalizar los resultados
de gRT-PCR fue G3PDH, gen que se expresa a hivel de cérvix en cantidades superiores
al gen blanco, por lo que se podria estar subestimando la expresion real del gen blanco,
Fas. El gen enddgeno recomendado para este tipo de analisis en células epiteliales es
HPRT-1 [67].

Para el caso de FasL en muestras de cérvix, se observé una disminucion de la
expresion del ARNm en lesiones precursoras y un aumento en el grupo con CaCU, con
respecto al grupo de comparacion. Das y col., reportan una expresién variable del ARNm
de FasL en muestras de biopsias de cérvix de mujeres con CaCU analizadas mediante
gRT-PCR. Como se mencioné anteriormente, las diferencias encontradas entre nuestros
resultados y los del reporte de Das y col., pueden ser debido a las diferencias en la
metodologia empleada. Por otra parte, estudios previos donde se analizé la expresion de
FasL por IHQ, en muestras de biopsias de cérvix de mujeres con lesiones premalignas y
CaCU, reportan un aumento de muestras positivas para FasL, comparadas con muestras
de pacientes normales [64, 65, 81]. Lo anterior aunado a nuestros resultados de la
cuantificacion de FasL a nivel de ARNm, sugiere que su expresion a nivel de proteina
podria estar aumentada. Para confirmar el aumento de la expresion de FasL a nivel de

proteina es necesario determinar su expresion de forma cuantitativa por ELISA 6

citrometria de flujo.
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Por otra parte, cuando se evalud la concentracion sérica de FasLs de pacientes con
lesiones premalignas y CaCU, se encontré una disminucion de esta molécula conforme
avanza el grado de lesion. Los hallazgos del presente estudio son similares a lo reportado
por Lopez-Alvarez y col., quienes observaron una disminucién de FasLs en suero de
pacientes con CaCU y postulan que esta molécula no esté involucrada en el mecanismo
de evasion por parte de la célula tumoral [82]. En contraste, Aguilar-Lemarroy y col., no
pudieron detectar la proteina soluble al analizar suero de pacientes con CaCU por ELISA,
lo que los llevé a concluir que esta molécula no es relevante como biomarcador de CaCU
[83]. Sin embargo las diferencias entre el anterior trabajo y el reportado por Lopez-
Alvarez, asi como en nuestros hallazgos, pudieran deberse la sensibilidad en el limite de

deteccion de los kits de ELISA utilizados.

Una explicacion alternativa de la disminuciéon en la concentracion de FasLs pudiera ser
que la expresion de la metaloproteasa MMP-7, encargada de escindir a FasLm,
disminuyera conforme avanza el grado del tumor. Wang y col., y Strand y col., mediante
estudios de IHQ en biopsias de pacientes con carcinoma colorectal y estudios in vitro en
células de cancer hepatico respectivamente, han reportado una relacién inversa entre la
expresion de Fas y la MMP-7 [84, 85]. Nuestros resultados muestran un aumento en la
expresion de ARNm de Fas a nivel de cérvix en el grupo de CaCU. Por lo tanto, seria
factible plantear que la disminucion de la concentracion de FasLs es debida a una
disminucion en la proteina MMP-7 que correlacionara con el aumento de Fas observado
en nuestro trabajo. Sin embargo, es necesario evaluar la expresion de MMP-7 para

demostrar la idea sugerida.

En cuanto a los andlisis de correlacion realizados no se encontré asociacion entre el nivel
de expresion del ARNm de Fas y Fas-L a nivel sistémico y el nivel de expresién en cérvix
en mujeres sin lesién en cérvix, con LEIBG, LEIAG y CaCuU, lo cual puede deberse a la
diferencia del tipo celular donde se evalla la expresion de los mensajeros, ya que las
células mononucleares, tienen mas elevado el nivel de expresion de estas moléculas que
las células del cérvix. Por otro lado el analisis de correlacién para Fas y FasL a nivel
sistémico y en ceérvix estratificado por diagnostico, sugiere que existe una activacion de la

respuesta inmune local y a nivel sistémico en LEIBG; en el grupo de diagnostico de
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LEIAG sugiere que la respuesta inmune esta activa solo a nivel sistémico en y Unicamente

a nivel local en el grupo de diagnoéstico con CaCuU.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en CMSP y en cérvix, hipotetizamos que la
expresion aumentada del ARNm de FasL en CMSP en los grupos de lesiones precursoras
y su disminucion a nivel del cérvix en estos mismos grupos, podria indicar que el sistema
inmune contiende contra la infeccion viral en lesiones de bajo y alto grado, con lo cual se
puede retrasar el avance de la lesion y evitar que se desarrolle el CaCU. Sin embargo, el
efecto contrario observado en el grupo de CaCU (disminucién de expresion del ARNm de
FasL en CMSP y un aumento a nivel del cérvix), sugeriria que a nivel local FasL pudiera
estar participando en la evasion del sistema inmune por parte del tumor. Esta hipétesis es
apoyada por los resultados encontrados por varios grupos de investigacion, donde
encuentran que lineas celulares derivadas de CaCU y en otro tipo de carcinoma,
expresan la proteina FasL y son capaces de inducir la apoptosis de LT [64, 71, 86].
Ademas la disminucion del ARNm de FasL en CMSP apoyaria lo anterior, debido a que el
LIT no puede inducirle la muerte a la célula infectada/tumoral. Sin embargo, es importante
determinar la expresion de la proteina FasL en CMSP para constatar la falta de su

expresion en la superficie de estas células.

Nuestros hallazgos del aumento del ARNm de Fas en CMSP en lesiones precursoras y su
disminucion a nivel del cérvix, sugiere que las células de las lesiones precursoras
cervicales pueden evadir la muerte ejercida por el FasL presente en CMSP. En el grupo
de CaCU se observé un aumento del ARNm de Fas en CMSP y en cérvix. Lerma y col.,
reportaron un aumento de la poblacion de LIT en biopsias de cancer cervical proporcional
al aumento del grado del tumor [81]. Debido a lo anterior, el aumento de la expresién del
ARNmM de Fas en el grupo de CaCU en cérvix podria deberse al incremento de la
presencia de LIT que expresan Fas en dichas muestras. La disminucion de la proteina
Fas encontrada en muestras de cérvix en pacientes con CaCU en el estudio realizado por
Reesnik-Peters y col, junto con nuestro resultado del incremento del ARNm de Fas
encontrado en CaCU a nivel de cérvix, fortalece la idea de que este aumento pueda ser

debido a la expresion del ARNm de Fas en LIT proveniente de las CMSP.
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En conjunto, nuestros datos sugieren que el sistema inmune contiende contra el
desarrollo de la neoplasia; sin embargo, el contrataque de las células tumorales mediante
el mecanismo de Fas/FasL opera en forma eficiente contra la respuesta del sistema
inmune celular, permitiendo el establecimiento y la persistencia del virus, el desarrollo de

lesiones y finalmente el desarrollo del CaCU.

Los datos obtenidos en este trabajo de tesis, apoyan la idea de que Fas y FasL juegan un
papel como modulador negativo de la respuesta inmune local, lo cual favoreceria la

proliferacion de las células tumorales y por consiguiente el desarrollo del CaCU [36, 37].
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CONCLUSIONES

El aumento del nivel de expresiébn del ARNm de Fas y FasL a nivel sistémico

sugiere una activacion de la respuesta inmune a nivel sistémico.

El aumento en el nivel de expresion del ARNm de FasL en cérvix en el grupo de
CaCuU sugiere que a nivel local FasL puede participar en la evasion de la respuesta

inmune por parte del tumor.

La disminucién de la expresion del ARNm Fas a nivel del cérvix en los grupos de
lesiones precursoras sugiere que la célula infectada/tumoral puede evadir la muerte

celular ejercida por FasL presente en CMSP.

El aumento en el nivel de expresion del ARNm de Fas a nivel sistémico y el
aumento en el nivel de expresion del ARNm de FasL a nivel del cérvix en el grupo de

CaCuU, sugiere que la célula infectada/tumoral puede eliminar a LIT fas positivos.

La disminucién de la proteina FasL soluble en suero, conforme aumentd el grado
de lesién y CaCU, sugiere que FasLs podria no estar involucrada en el mecanismo de

evasion de la respuesta inmune por parte del tumor.

El andlisis de correlacion tanto de URE de FasL como URE de FAS a nivel
sistémico con respecto a las URE en cérvix de ambas moléculas, indicé que no existe
correlacion. Solo se encontré una correlacion positiva tanto para Fas como FasL a

nivel sistémico y en cérvix estratificando por diagnostico.

El analisis de correlacion para Fas y FasL a nivel sistémico y en cérvix
estratificado por diagnéstico, sugiere que existe una activacion de la respuesta inmune
local y a nivel sistémico en LEIBG, solo a nivel sistémico en LEIAG y Unicamente a

nivel local en CaCU.

El nivel de expresion tanto de Fas como FasL aumenta para todos los tipos de

lesién a nivel sistémico y solo para el grupo de CaCU a nivel local.

51



9.

Los datos obtenidos en este trabajo, apoyan la idea de que FasL y Fas juegan un
papel como moduladores negativos de la respuesta inmune local, lo cual favoreceria

la proliferacion de las células tumorales y por consiguiente el desarrollo del CaCU.
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PERSPECTIVAS

Analizar la presencia de FasL en células mononucleares de pacientes con lesiones
en cérvix y CaCU (citometria de flujo).

Confirmar la presencia de la proteina de Fas y FasL en biopsias de pacientes

(inmunohistoquimica o citometria de flujo).

Detectar y cuantificar los niveles de la proteina Fas soluble en el suero de

pacientes con lesiones premalignas del cérvix y CaCU (ELISA).

Evaluar la expresion de la proteina MMP-7 en suero de pacientes con lesiones en
cérvix y CaCU (ELISA).

Investigar el posible papel de oncoproteinas virales en la expresion de los genes

Fas y FasL (expresion transitoria de proteinas virales en lineas celulares).
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ANEXOS

CONSIDERACIONES ETICAS Y DE BIOSEGURIDAD

Este estudio estuvo anidado al estudio transversal “Polimorfismos de la region reguladora
del gen de IL-10 y su asociacion con el riesgo de desarrollar cancer cervical” del Instituto
Nacional de Salud Publica , el cual cuenta con la aprobacién de las comisiones de
Investigacion y Etica del Instituto Nacional de Salud Pdblica y del Instituto Nacional de
Cancerologia. Del estudio transversal al que estuvo anidada este trabajo, se obtuvo el
banco de muestras de ARN y sueros. Debido a que se trabajé con un banco de
biol6gicos cuya identificacion del participante que dono la muestra estuvo bajo estricta
confidencialidad, la privacidad de la informacién se conservé en su totalidad. Dado que
no existid manipulacion directa de muestras biolégicas, sino del producto obtenido de las
mismas, resguardado en el banco de biolégicos, este protocolo se considera como

investigacion con riesgo minimo.

Este trabajo de tesis cuenta con la aprobacién de las comisiones de Investigacion, Etica y

Bioseguridad del Instituto Nacional de Salud Publica (anexo 3).
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ANEXO 1: RANGOS DINAMICOS
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Figura 18. Determinaciéon del rango dindmico para el ARNm
de FasL. Se realiz6 gqRT-PCR a partir de diluciones seriales de
ADNCc obtenido de CMSP para la deteccion de FasL (ver detalles
en materiales y métodos).
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Figura 19. Rango dinamico para el ARNm de Fas. Se realiz6
gRT-PCR a partir de diluciones seriales de ADNc obtenido de
CMSP para la deteccién de Fas (ver detalles en materiales y
métodos).



ANEXO2:

EFICIENCIAS DE AMPLIFICACION
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Figura 20. Eficiencia de
amplificacion del ARNm de FasL.
Se realiz6 gRT-PCR a partir de
diluciones seriales de ADNc obtenido
de CMSP para la deteccion de FasL.
Luego de aplicar la férmula, la
eficiencia determinada para fas fue
del 90% (ver detalles en materiales y
métodos).
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Figura 21. Eficiencia de
amplificacion del ARNm de Fas. Se
realiz6 gRT-PCR a partir de

diluciones seriales de ADNc obtenido
de CMSP para la deteccion de Fas.
Luego de aplicar la férmula, la
eficiencia determinada para fas fue
del 95% (ver detalles en materiales y
métodos).
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Figura 22. Eficiencia de amplificacion del
ARNm de HPRT-1. Se realiz6 gqRT-PCR a
partir de diluciones seriales de ADNc obtenido
de CMSP para la deteccion de HPRT-1. Luego
de aplicar la formula, la eficiencia determinada
para fas fue del 95% (ver detalles en
materiales y métodos).
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ANEXO 3: CARTAS DE APROBACION POR LAS COMISIONES

Instituto Nacional de Salud Piblica
Comision de Etica

Cuernavaca, Morelos, a 9 de julio de 2012.
Cl Tesis: 473

Luz Yvette Lépez Diaz

Maestria en Ciencias de la Salud

Area de concentracién en Enfermedades Infecciosas
Presente

En relacion a su protocolo de tesis titulado " Andlisis de la expresion de Fas y Fas-I a nivel
sistémico y en cérvix en mujeres con lesiones premalignas en cérvix y cdncer
cervicouterino”, me permito informarle que los miembros de esta Comisién han acordado
otorgarle el dictamen de:

Aprobado
Le informamos que esta aprobacién tiene vigencia hasta el 8 de julio del 2013.

Renovacién anual: Si su estudio se extiende por un periodo mayor, favor de presentar el
formato de Renovacion anual con 45 dias de anticipacion a su fecha de vencimiento.
Favor de solicitar via electrdnica el formato correspondiente a esta Comision. Nota: Es
responsabilidad de usted como Investigador Responsable de este proyecto solicitar la
renovacion anual de su estudio con suficiente anticipacion.

Consentimiento: Para obtener el consentimiento de los sujetos humanos de su estudio
Unicamente se deberan utilizar los materiales que han sido aprobados y sellados por esta
Comision.

Addenda/Modificaciones: Le recuerdo que cualquier cambio o actualizacion en los
procedimientos de este estudio deberd ser enviado a esta Comisidn previo a su
implementacion.

Le solicito atentamente que en caso de ocurrir algin cambio o actualizacion de datos
que afecten el planteamiento actual de su protocolo de tesis, lo comunique
oportunamente para someterlo a consideracion de esta Comision.

Atentamente

s

Dra. Julieta Ivone Castro Romero
Presidenta de la Comisién de Etica

ccp. Dr. Carlos Jesus Conde- Coordinador Maestria en Ciencias de la Salud-Enfermedades Infecciosas
Mtro. Miguel Angel Reyes Castafieda — Depto. De Servicios Escolares.
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INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA .
COMISION DE BIOSEGURIDAD A0

CB12-276.
Cuernavaca, Mor., a 17 de Septiembre del 2012.

CB: 460

C. Lépez Diaz Luz Yvette

Tesista Maestria en Enfermedades Infecciosas (MC)
Instituto Nacional de Salud PUblica

Presente

Por medio del presente informo a usted que después de haber indicado al M.C. Alfredo
Lagunas Martinez como responsable de los desechos generados, tal como fue
solicitado para el proyecto fitulado: “Andlisis de la expresién de Fas y FasL a nivel
sistémico y en cérvix en mujeres con lesiones premalignas en cérvix y cdncer
cervicouterino” el dictamen de la Comisidon de Bioseguridad es; APROBADO debido a
que dicho proyecto establece las medidas de uso y manejo de residuos peligrosos
bioldgico infecciosos (RPBI) y CRETI; por lo que desde el punto de vista de Bioseguridad

no existe ninguna objecion para continuar su proceso.

Atentamente,

Dr. § I F. Villalpando Hernédndez
Presidente de la Comisién
de Bioseguridad-INSP

Col. Sonta Maria Ahuacatitian Tel-Fax:01 (777) 3293000 exi 7204
62508 Cuernavaca, Morelos Secretaria: 7204
México e-mall: svillalp@insp.mx
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Instituto Nacional de Salud Publica
Comision de Investigacion

No. de Proyecto 472.

Cuernavaca, Mor., a 14 de agosto del 2012.

C.Luz Yvette Lépez Diaz

Maestria en Ciencias de la Salud

Area de Concentracién en Enfermedades Infecciosas
Instituto Nacional de Salud Piblica

Por medio del presente informo a usted la Comisién de Investigacion, evalué su
proyecto de tesis titulado: “Analisis de la expresiéon de FAS y FAS-L a nivel
sistémico y en cérvix en mujeres con lesiones premalignas en cérvix y cancer
cervicouterino.”; el dictamen de esta comision es: aprobado.

Aprovecho la ocasién para enviarle un saludo cordial.

Ccp. Mtra. Lorena Elizabeth Castillo Castillo.- Jefe del departamento de Asuntos Escolares.- Presente.
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Cuernavaca, Morelos; Junio 27 de 2010

A quien corresponda

Escuela de Salud Publica de México

Por medio de la presente autorizo el uso de las muestras y base de datos
original originada en el Proyecto “Polimorfismos de la Regién Reguladora del
Gen de Interleucina-10 y su asociacién con el riesgo de desarrollar cancer
cervical en mujeres procedentes del Estado de Guerrero®, para que sean
utilizados para el desarrollo del protocolo de tesis de Maestria en Ciencias,
area de concentracion en enfermedades infecciosas titulado “ANALISIS DE LA
EXPRESION DE FAS Y FAS-L A NIVEL SISTEMICO Y EN CERVIX EN MUJERES CON LESIONES
PREMALIGNAS EN CERVIX Y CANCER CERVICOUTERINO, de la alumna Luz Yvette Lopez
Diaz. Se adjunta copia de las aprobaciones de comisiones de Etica,
Bioseguridad e Investigacién del proyecto base del cual soy el investigador
responsable.

Agradeciendo la atencién a la presente, y aprovecho para enviarle un cordial
saludo.

Investigador Responsable
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Instituto Nacional de Salud Publica
Comision de Investigacion

R

No. de Ref. 814.
Cl-231.
Cuernavaca, Mor., a 5 de junio del 2009.

Dr. Vicente Madrid Marina
Responsable de Proyecto
CISEI-INSP

Presente

Por medio del presente informo a usted que se registr6 la aprobacion de la Comisidn de
Bioseguridad del proyecto de investigacion titulado: “Polimorfismos de la Region
Reguladora del Gen de Interleucina-10 y su asociacién con el riesgo de desarrollar
cancer cervical en mujeres procedentes del estado de Guerrero”; cumpliendo con los
requisitos para la Aprobacién definitiva de la Comision de Investigacion.

Aprovecho la ocasién para enviarle un saludo cordial.

Atentament

Dr. Eduardo C. Lazcano Ponce
Presidente de la Comision
de Investigacion-INSP

Cep. Dra. Ma. de Lourdes Garcia Garcia.- Directora Adjunta del CISEl.-Presente.
Lic. Raul Contreras Alcantara.- Director de Administracién y Finanzas.- Presente.
C.P. Rall Figueroa Mufi6z.- Subdirector de Apoyo Académico del CISEl.-Presente.

Av. Universidad No. 655

Col. Santa Marfa Ahuacatitlin - Tels: 01 (777) 3293003
62508 Cuernavaca, Morelos 01.(777) 3293078
Meéxico e-mail:elazcano@insp.mx Fax: 01 (777) 3111148
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ITUTO NACIONAL
COMISION DE B
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CB10-041.

Cuernavaca, Mor., a 21 de Enero del 2010.

CB: 806 -Cl: 814

Dr. Vicente Madrid Marina
Responsable de Proyecto
CISEI-INSP

Presente

Por medio del presente infoormo a usted que el dictamen de la Comisién de
Bioseguridad para la incorporacién de dos co-investigadores, los M. en C. Margarita
Bahena Roman y Alfredo Lagunas Martinezen en el proyecto de investigacién titulado:
"Polimorfismos de la Regién Reguladora del Gen de interleucina-10 y su asociacién
con el riesgo de desarrollar cancer cervical en mujeres procedentes del Estado de

Guerrero” es: EXENTO DE REVISION.

Atentamente,

Dr. Sal t F. Villalpando Herndndez
President& de la Comision
de Bioseguridad-INSP

cep. Dr. Eduardo Lazcano Ponce.- Presidente de la Comisién de Investigacién.-Presente.
Dra. Julieta Ivonne Castro Romero.- Presidenta de lg Comision de Etica.- Presente.

Col. Santa Maria Ahuacatitian Tel-Fax:01 (777) 3293000 ext 7204
62508 Cuernavaca, Morelos Secretaria: 7204
México

e-mail; svillalp@insp.mx
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COMISION DE ETICA
Dra. Julieta lvone Castro Romero
Presidenta

Cuernavaca, Mor., 18 de enero, 2010.
Cl: 814,

Vicente Madrid Marina
Investigador principal
Presente

Estimado investigador,

Por medio del presente me permito informar a usted que el dictamen de la
Comisién de Etica al addendum de su estudio titulado: “Polimorfismos de la Region
Reguladora del Gen de Interleucina-10 y su asociacion con el riesgo de desarrollar
cancer cervical en mujeres procedentes del Estado de Guerrero” fue:

Exento de revision

Para registrar a los M. en C. Margarita Bahena Roman y Alfredo Lagunas Martinez
como co-investigadores del presente estudio.

Le recuerdo que cualquier cambio o actualizacion en los procedimientos de este
estudio debera ser enviado a esta Comision, previo a su implementacion, utilizando
el sistema de Modificaciones a Proyectos en Desarrollo que se encuentra dentro dei
sistema SHD. Si Usted tiene dudas sobre el registro de modificaciones menores,
favor de comunicarse con esta Comision para su consideracion.

Atentamente

g

Hiiiiititi
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