Instituto Nacional
de Salud Publica

Asociacion de la composicion de la microbiota y el
citocinas en cérvix con los distintos estadios de |

natural del cancer cervicouterino

perfil de

a historia

Autora: Astride Stephanie Audirac Chalifour

Tesis para la obtencion del grado:

Maestria en Ciencias en Enfermedades infecciosas

Generacion 2013-2015

Director: Dr. Vicente Madrid Marina
Asesores: Dra. Kirvis Janneth Torres Poveda
Dr. Juan Mauricio Téllez Sosa

Lector Externo: Sergio Encarnacion Guevara

Cuernavaca Morelos 07/08/2015




Agradecimientos

Quiero agradecer a Dios por haberme permitido vivir y concluir esta etapa de mi
desarrollo profesional, al conocer al Dr. Vicente Madrid Marina y la Dra. Kirvis Janneth
Torres Poveda, quiénes me informaron sobre los programas de posgrado del INSP, vy
me contagiaron ese animo y gozo por la investigacion. Agradezco al Dr. Madrid por
sus ensefanzas, el espiritu de lucha, perseverancia y buen humor, por sus valiosas
aportaciones en el desarrollo de la discusion de esta tesis y por la confianza que
depositd en mi para llevar a cabo este proyecto. Agradezco a Kirvis Janneth Torres
Poveda por su tutoria y valiosa retroalimentacion en todas las presentaciones, analisis
estadistico y la redaccion de esta tesis, pero sobre todo por su amistad y ejemplo de

trabajo.

Quiero agradecer a todos los que estuvieron involucrados en este proyecto: a la MC
Margarita Bahena por su dedicacién, diciplina y paciencia en la preparacion de los
amplicones, a Juan Mauricio Téllez Sosa y Rosa Elena Gomez Barreto por hacer la
secenciacion, haberme mostrado el proceso y haber atendido mis dudas al respecto
amablemente. Gracias al Dr. Jesus Martinez Barnetche por estar al pendiente de los
resultados de la secuenciacion, a Juan Tellez por dedicar parte de su tiempo a la
lectura y correcciones de este documento. Agradezco a la Dra. Ana Isabel Burguete por
Su asesoria respecto a los analisis estadisticos, a la Dra. Carla Contreras y el C. Dr
Alfredo Lagunas por su valiosa retroalimenacion en los seminarios, al Dr. Sergio

Encarnacién Guevara por la revision de este documento, como lector externo.

Gracias a Bernardo Cortina por su ayuda en el andlisis bioinformatico, a Andrés Aguilar
por su ayuda en aprender a usar el sistema operativo Ubuntu y rescatar mi
computadora en multiples ocasiones, a Ernestina Godoy por su ayuda en el
aprendizaje del uso de R, a Guillermo Romero por conseguirme articulos para el marco
tedrico y discusion; a mis compaferos de generacion Crysele Calderén Corona y José
Antonio Anaya Garcia por su compafiia en los desvelos a causa de estudio o

celebracion, por su ayuda para resolver dudas, su amistad y valiosa retroalimentacion



en los seminarios de tesis. Gracias a mis compaferos de laboratorio porque de cada
uno algo aprendi: Cecilia, Jesus Reyna, Magali, David, Lety y Liliana. Gracias a mis
compaferos de la escuela de salud publica y personas que atribuyeron de manera

directa o indirecta a llevar a término este proyecto.

Gracias al Dr. Ken Dewar, que me mostr6 como corroborar los resultados de
clasificacion de los OTUs, por su ayuda a darle solidez a los analisis bioinformaticos y
por ampliar mi conocimiento sobre tecnologias de secuenciacion; a Amanpreet Kaur y

Caroline Vincent por compartir sus scripts y conocimiento sobre analisis bioinformatico.

Quiero agradecer a mi amada familia: mis papas Henri Audirac Lass, Claude Chalifour
Boivert y sus respectivos esposos, Lourdes del Rayo Torres Pérez y Michael Pacitti, a
mis tios Eric Audirac Lass y Mariko Kushida, mis hermanos Félix, Lorena, Karen,
Diana, Camilla, Alessandro, Sofia, Sandra Le6n y Alejandra Maldonado y a los mas
pequefios, mis sobrinos: Lia, Emma y Axel, por ser parte de mi identidad, soporte e

inspiracion.

Por dltimo agradezco a las instituciones: al CONACyYT por financiar mi sustento en
estos dos afios, y por los fondos que destina a la investigacion en México y al Instituto
Nacional de Salud Publica, por las clases, los congresos, la ensefianza de lo que

significa salud publica, el desarrollo profesional y de mi paciencia.

Dedicatoria

Le dedico esta tesis a Dios, a mi familia y amigos.



indice de contenido

LYo [z To [=Tod 10 T[T 01 (o 1S PP PTPUPPTUPRRR 1
[D]=T (o= 1 (o] - R TP TP P PP PP PPPPPPPPPPPPPPRPPPP 2
3o [TeT=Ye [N ot T3 =Y o 1o [0 NSO 3
1] o o (8 oTol[o] o PP PPPT PP 5
Planteamiento del problema..........oooo i 6
Y F= Tf oo I (=T o] oo TR TP PP P OPPPPPPPPPPPPPRPPPP 7
= o]0 [T 0 0 T0] (oo | - VUSRS 7
Historia Natural del CaCU ...........oooiiiiiiiiiiiiie e 10
Respuesta inmune a la infeccion por el VPH Y CaCU............oovvviiiiiiiiiiiinieeeeeeeee, 13
[ I Tel 0] o] o] = H TSRO OPPPPPPPPPP 15
Interacciones entre la microbiota & sistema INMUNE ..., 21
Métodos para el estudio de la MiCrobiota..............eeviiiiiiiriiiiiiiiieeeee e 22
B[ 3 )oY o ] o USRS 24
(@] ][ 11V L T PP PO TOPPPPPPPP 25
(@] ][] 1)V 0 o [=] o 1T -1 RSP RURRPPPPP 25
ODjJetiVOS ESPECITICOS: ...ttt e e 25
Material Y METOUOS .....oeeeeiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e s 26
[ [T 010 (=] I TSRS URRRPPP 26
DISEA0 AEI @STUIO ... et a e e e e e e e e 26
(o] o] F=Tet o] g e [ =Ty (F o o 1P 26



Estrategia MetOdOIOQICA .......ccuuiiiieeeiie it eaeeeas 29

Metodologia para ODJELIVO L ........coooiiiiiiiiieiee e 30
Metodologia para ODJELIVO 2 .........cooiiiiiiii e 36
Metodologia para ObJetivo 3. 37
Metodologia para ODJELIVO 4 .........cooiiiiiiie 38
Metodologia para ObJetiVO 5.......ccooiiiiiiii 39
RESUITAAOS . ...ttt e et e e e e e e e e e e e e e e s e aaan 39
DISCUSION ...ttt ettt et e e e e e e e e e st e e bbbttt e et ee e e e e e e eaeeeeeeeanaannns 56
CONCIUSION ...ttt e e e e e e e e e e s e e bbb bbb e e e e e e e e eeeeens 61
PEISPECHIVAS ..o ittt e e e e e e e e e e e e e e e e r e s 62
Limitaciones del @STUAIO ........oooiiiiiiiiiiii e 63
Consideraciones éticas y de bioSeguridad ..........ccceeeiieeiiiiiiiiiiieieii e 63
Recursos materiales y financiamiento ...........couvuuiiuiiiiiiiiiiiiin e 63

Anexo 2. Cartas de aprobacion de las Comisiones de Bioseguridad, Etica en
Investigacidon e Investigacion del Proyecto Madre al que estuvo anidado el presente
<251 (1 [ [ USSP 70

Anexo 3. Rangos dindmicos para el analisis de expresion de citocinas a nivel del
(o0 Y TP PP PP PPPPPPRP 73

[ (=] (=] Lo = LT TTRTRTR 76



Introduccién

En México, mueren por cancer cervicouterino (CaCU) anualmente aproximadamente
5,000 mujeres con una incidencia de 10,186 casos, por lo que continGa siendo uno de
los principales problemas de salud publica en nuestro pais’. Para que una mujer
desarrolle CaCuU, la infeccién por el Virus del Papiloma Humano de alto riesgo (VPH-
AR) es necesaria pero no suficiente®. Se estima que, alrededor del 98% de las mujeres
que se infectan con VPH, eliminan al virus de manera espontanea en los dos primeros
afos de la infeccidn, mientras en el 2% persiste la infeccién por VPH-AR y el 1% llega
a desarrollar CaCU si no reciben el tratamiento oportuno®.La persistencia viral del VPH
en cérvix se ha asociado con una inmunosupresion local, favorecida por la expresion
de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-B1*> las cuales a su vez son
reguladas por el VPH °’. Altos niveles de expresién del ARNm de IL-10 han sido
asociados a polimorfismos en la region reguladora del gen codificante de IL-10. Tales
polimorfismos se presentaron con mayor frecuencia en pacientes en estadios

avanzados del cancer®®.

Por otra parte, se ha reportado en estudios de microbiota de vagina e intestino, que la
microbiota ejerce una presion selectiva sobre el tipo de citocinas que se secretan en el
tejido en donde se encuentra presente’®*. Por lo que existe la posibilidad de que una

microbiota determinada sea un co-factor en el desarrollo de la enfermedad.

Existen pocos estudios de la microbiota de cérvix, el sitio anatobmico mas préximo y
estudiado es la vagina; por lo que el presente estudio es original y de caracter
exploratorio, en la investigacion de la asociacion entre la diversidad y composicion de la
microbiota de cérvix en los estadios de la historia natural del CaCU vy el perfil de

expresion de citocinas a nivel de cérvix.



Planteamiento del problema

Existen estudios previos que han reportado el perfil de citocinas expresadas en los
distintos estadios del CaCU en diferentes poblaciones étnicas; la mayoria de estudios

reportan®>®*2:

* En mujeres sin lesion en cérvix VPH negativas: el predominio de una respuesta
tipo Thl (IL-2, INF-y, TNFa), que es la mas efectiva para la eliminacion de
infecciones virales. Se encuentran niveles altos de INF-y, IL-2 y en menor
cantidad respuesta tipo Th3 (TGF-1).

 En mujeres sin lesion en cérvix VPH positivas: sigue el predominio de la
respuesta tipo Thl. Se encuentran niveles altos de INF-y, IL-2 y en menor
cantidad TGF-B1 e IL-10.

* En mujeres con Lesion Escamosa Intraepitelial de Bajo Grado (LEIBG):
predomina TNF-a, hay expresion de INF-y, y se inicia la expresion de citocinas
anti-inflamatorias Th2 (IL-10, IL-6, IL-4).

« En mujeres con Lesion Escamosa Intraepitelial de Alto Grado (LEIAG): se
suprime la expresion de citocinas Thl e incrementa la expresion de citocinas
Th2 y Th3.

« En CaCuU, la expresion caracteristica es de un perfil de citocinas

predominantemente tipo Th2 y Th3 e indetectable el perfil Th1l.

Al analizar estos perfiles se observa que durante el progreso de la enfermedad hay un
cambio del tipo de citocinas expresadas de Thl a Th2, y consecuentemente, un cambio
en la respuesta inmune que se efectia en el sitio de la infeccion. Se ha reportado
también que, de manera especie especifica, las bacterias ejercen una presion selectiva
en el tipo de citocinas que se expresan en modelos de intestino y de vagina, lo que
lleva a pensar que una microbiota determinada podria ser un co-factor para el
desarrollo de cancer cervicouterino. En este sentido, nos planteamos la siguiente

pregunta de investigacion:



¢ Existen diferencias entre la diversidad o composic ion de la microbiota y el perfil
de citocinas del cérvix de mujeres sin lesibn VPH n  egativo y positivo, con

lesiones escamosas intraepiteliales y con CaCU?

Marco tedrico
Epidemiologia

Actualmente, el CaCU es la cuarta causa de muerte por cancer en mujeres a nivel
mundial'®, por lo que sigue siendo un problema de salud publica. La incidencia
acumulada del CaCU (Figura 1) y su mortalidad se distribuye de manera irregular en el
mundo (Figura 2), siendo mas afectados los paises en desarrollo o de tercer mundo,
donde es la primera o segunda causa de muerte por cancer en mujeres. Las zonas
mas afectadas son los paises de América Latina, paises de Africa, India y Mongolia,
con tasas estandarizadas por edad de incidencia mayores a 20.2 casos por 100,000

mujeres por afio™.
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Figura 1. Tasas de Incidencia estandarizadas por ed ad de cancer cervicouterino por 100,000
mujeres-afio por pais, estimadas para 2012. Disponib le en http://globocan.iarc.fr/. Fecha de
consulta: julio 27, 2015.
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Figura 2. Tasas de incidencia y mortalidad estandar izada por edad por 100,000, por regién
geografica a nivel mundial " Disponible en http://globocan.iarc.fr/. Fecha de co  nsulta: julio 27, 2015.

En México, el CaCU es la segunda causa de muerte por neoplasias, en el afio 2009
representd el 11.5% de las muertes por tumor maligno en mujeres de 25 afios y mas.
Los estados del sur y sureste del pais son los mas afectados con una tasa de
mortalidad mayor a la media nacional (Figura 3)'°. Los datos mas recientes de
mortalidad por CaCU en México fueron reportados por el Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia, en 2011, el CaCU fue el segundo tumor maligno por el cual
fallecieron las mujeres en México (10.4%) y al analizarlo por grupos de edad, en las
mujeres de 40 a 49 afos hay 10 muertes por cada 100 mil mujeres de, de 65 a 74 afos
30 de cada 100 mil, y 55 muertes por 100 mil mujeres en las mujeres mayores de 80
afios y mas (INEGI, 2012)° .



TASA ESTANDARIZADA DE MORTALIDAD POR CANCER CERVICO-UTERINO POR ENTIDAD
FEDERATIVA 2009
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Nota: La Tasa Estandarzada es la Tasa por 100 mil mujeres de 25 afios o mas, estandarizada por & método directo
con base en el promedio de poblacion por grupo de edad de la poblacion mundial estandar 2000-2025
Fuente: SSA. Rendicion de cuentas en Salud, 2009.
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Figura 3. Tasa de mortalidad por CaCU estandarizad a por 100,000 mujeres de 25 afios 0 mas en
México reportada en 2009. Tomada y adaptada del com unicado social hum. 267/11de INEGI
Aguascalientes AGS. 2011.

De acuerdo a las estadisticas del Instituto Catalan de Oncologia (ICO) y el Centro de
Informacion sobre el VPH de la OMS, en México existen 46.6 millones de mujeres
mayores de 14 afos en riesgo de desarrollar CaCU. En 2012 se diagnosticaron 10,186

casos nuevos y 5,061 mujeres murieron a causa del CaCU"’.

Se requiere de una infeccién persistente por VPH-AR para desarrollar CaCU*®*°. En las
gréficas que se presentan a continuacion (Figura 4) se representan los resultados de
un estudio realizado en una cohorte de Guanacaste, Costa Rica, donde se estimo la
prevalencia del VPH. En este estudio se reporta la eliminacion del virus en 85% de las
mujeres evaluadas a los 84 meses de seguimiento, un porcentaje pequefio mantiene la
infeccidn sin progresion a cancer y aproximadamente 5% de las mujeres con neoplasia
intraepitelial cervical de segundo grado (NIC2) progresa a cancer. La gréafica inferior
muestra los resultados especificamente para el VPH-16, donde se observa que 70% de

las mujeres evaluadas eliminan el virus, 8% mantiene la infeccion con NIC2 sin



progresion y 22% de las mujeres infectadas con VPH-16 desarrollan CaCU. Lo que

hace al VPH-16 uno de los subtipos virales mas agresivos®.

Persistencia con
Progresion a
NIC2+

Persistencia con
Progresion a
NIC2+

Figura 4. Prognosis del estudio de prevalencia det  odos los tipos de VPH (izquierda) y VPH-16 (derecha ) en
la cohorte de Guanacaste, Costa Rica. NIC: Neoplasi alntraepitelial de Cérvix. Figura tomada del articu  lo de
Bosch FX et al. 2008 *°

En el caso de México, una revision sistematica reciente reporté datos de prevalencia y
distribucion de genotipos de VPH en mujeres mexicanas con CaCU, con lesiones
escamosas intraepiteliales de bajo y alto grado y con citologias normales.

Los genotipos mas frecuentes fueron: VPH 16 (63.1%), VPH 18 (8.6%), VPH 58 y VPH
31 (5%) para CaCU; VPH 16 (28.3%), VPH 58 (12.6%), VPH 18 (7.4%), VPH 33 (6.5%)
para lesion de alto grado; VPH 16 (13.1%), VPH 33 (7.4%), VPH 18 (4.2%) y VPH 58
(2.6%) para lesion de bajo grado, y VPH 16 (3.4%), VPH 33 (2.1%), VPH 18 y VPH 58

(1.2%) para citologias normales?.

Historia Natural del CaCU

La infeccion por el VPH se transmite por relaciones sexuales. De manera que hombres
y mujeres participan en la cadena epidemioldgica de la infeccion, pueden ser
portadores asintomaticos, transmisores y también desarrollar la infeccion por el
VPH22,23
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Los factores de riesgo asociados con la infeccion por el VPH estan claramente
relacionados con el comportamiento sexual de la persona®. Los mas importantes son:
la edad temprana en el inicio de las primeras relaciones sexuales, numero elevado de
parejas sexuales a lo largo de la vida, los contactos sexuales con personas de alto
riesgo® (en los hombres, el contacto frecuente con las mujeres que ejercen la
prostitucion y en las mujeres, contactos frecuentes con hombres con multiples parejas
sexuales). La circuncision masculina y el uso estricto y sistemético de condones son los
factores que pueden reducir, aunque sin prevenir totalmente, el riesgo de transmision

del VPH entre parejas sexuales?®.

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae y es un virus con capside icosaédrica
gue contiene ADN de doble cadena circular. Su genoma mide alrededor de 8 Kb, lo
conforman tres oncogenes (E6, E7 y E5) que participan en el proceso de
transformacion de las células epiteliales, tres genes que codifican proteinas
reguladoras (E1, E2 y E4), que modulan la transcripcion y replicacion del genoma viral
y dos genes que codifican a las proteinas estructurales (L1 y L2), las cuales forman
parte de la cépside?’. La expresién de los genes cambia segin el nivel de

diferenciacion de la célula infectada y etapa de la enfermedad®,

La infeccion por el VPH es generalmente transitoria y 50% de ellas desaparece al cabo
de seis meses, mientras que 90% lo hace en dos afios, y solo 10% de los casos
persisten. Esto ocurre sin algun tipo de tratamiento, por efecto de las defensas
inmunolégicas de la persona afectada®. Cuando la infeccién es productiva, es decir,
cuando el virus hace que la célula infectada produzca nuevas particulas virales, el ADN
viral permanece en forma episomal (no integrado al genoma) en el nucleo y no hay
posibilidad de transformacion maligna. Por el contrario, cuando la infeccion es
persistente (mas de dos afos) y por un genotipo oncogénico, el riesgo de desarrollar
cancer es mayor. Para que esto ultimo ocurra, no basta con las dos condiciones
anteriores, es necesaria la accion de uno o varios co-factores que favorecen el
desarrollo de CaCU: inmunosupresion a nivel del cérvix; susceptibilidad genética

individual (polimorfismos en el gen HLA-complejo principal de histocompatibilidad,
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AKNA, IL-10, IL-4 y IL-6 entre otros)®®9%%3%3L deficiencia de vitaminas A, C, E o zinc;
co-infecciones por Chlamydia, Herpes y VIH, consumo de anticonceptivos por un

periodo mayor a cinco afios® y el tabaquismo®.

El VPH entra a través de una microlesion (Figura 5) e infecta a las células basales del
epitelio del cérvix, donde empieza a expresar las proteinas tempranas E1, E2 y E4, que
en conjunto llevaran a cabo la replicacion viral; la expresion de E6 y E7 es minima en
presencia de E2, porque esta Ultima inhibe su actividad. EI cromosoma viral se
mantiene como un episoma extranuclear hasta que integra su genoma viral al de la
célula *. El corte realizado para la insercién del genoma viral parte el gen E2, lo que
elimina su expresion y por lo tanto aumenta la actividad de las oncoproteinas E6 y E7.
Este evento da lugar a la progresién a cancer invasor. ** E6 ubiquitina a p53 para su
degradacion, anulando asi su actividad que es clave en el control del ciclo celular, ya
que detiene el proceso de sintesis o0 el de mitosis en presencia de dafio al ADN celular.
E7 se une a RpB evitando su unién al factor de trancripcion E2F permitiendo que la
célula entre en fase de replicacion del ADN, paso escencial para la replicacion viral.
Ademés E6 y E7 interactian con otras proteinas celulares como la proteina activadora
1 (AP-1), c-Myc, Epoc-1, p21, p27 y TBP (involucradas en el control del ciclo celular), lo
que resulta en una inestabilidad gendmica creciente que permite el cumulo de
mutaciones genéticas, la pérdida del control del crecimiento celular y el desarrollo del

cancer®®,

12



MHermal cervix Squameus intraepithelial lesien Invasive cancer
Low grade High grade

Cervical intraepithelial neoplasia
f Grade | Grade 2 Grade ¥

Squamious epithelium .

superficial zome |:
le lo/\0} Yok %
0 o ) 0 Q o/
Midzore | /g v o 6 o

Basal layer

Basement membrane —
Drenmnis |_ - —

D Muclei with episomal T Overexpression
viral DA of E& and E7
% Muclei with integmated ) Expression of early
wiral DA and late genes

2 Marmal nuclei

Figura 5. Historia natural del CaCU figuratomada d el articulo de Woodman CBJ et al. 2007 .

La historia natural del CaCU se puede dividir en cuatro etapas, de acuerdo a su
histologia, un momento inicial de infeccion donde no hay lesién, cuando hay aparicién
de LEIBG, cuando progresa a LEIAG vy la etapa de cancer invasor. La producciéon de
viriones solo se lleva a cabo en capas externas del epitelio, donde se lleva a cabo la
descamacion del epitelio. Este comportamiento ayuda al virus a pasar desapercibido

ante el sistema inmune®.

Respuesta inmune a la infeccion por el VPH y CaCU

La primera barrera contra la infeccion por el VPH es la respuesta inmune innata, en la
cual las células epiteliales por medio de los receptores tipo toll (TLR), reconocen
patrones moleculares de patdégenos y activan la cascada JAK/STAT para culminar en la
activacion del factor NFkB, que se une al ADN y favorece la expresion de IFN tipo |

(a/B), TNF-a e IL-1B; esto favorece la activacion de macréfagos, células NK y del
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inflamasoma. En la infeccion por VPH-AR existe una represion de los TLR9 que no
sucede con los de bajo riesgo. Las proteinas E6 y E7 interrumpen la respuesta al IFN
tipo 1, al interferir en la cascada de sefializacion de JAK/STAT vy evitar la fosforilacion
de STAT que se une a IRF-1. IFNy, secretado por los queratinocitos, también es
reprimido de manera epigenética por E6 y E7 de los VPH-AR®’,

Las mujeres que logran eliminar la infeccion presentan un infiltrado linfocitico de células
TCD4+ en su mayoria y CD8+*, los cuales son activados posteriormente por la
presentacién antigénica en los ganglios linfaticos por células de Langerhans. Las
células CD4+ producen las citocinas pro-inflamatorias IFN-y, TNF-a e IL-12. Dicha
respuesta va dirigida a las proteinas E2 y E6 en distintos puntos del ciclo celular y esto
se asocia con regresion. Por otra parte, la respuesta humoral también participa con la
generacion de anticuerpos contra la proteina mayor de la capside L1, los cuales tienen
capacidad neutralizante y protegen de reinfeccion por el mismo tipo de virus y por
genotipos filogenéticamente cercanos al causante de la infeccion inicial®’. El VPH186,
tiene estrategias para persistir en el sitio de la infeccion y para evitar la respuesta
inmune innata regulando negativamente a los TLR9®®, los cuales reconocen
normalmente al ADN de doble cadena ajeno. Para evadir la respuesta inmune
adaptativa, el VPH 16 crea un microambiente de inmunosupresiéon mediante regulacion
positiva de los genes que codifican citocinas tipo Th2 (IL-10) y Treg (TGF-B1), por
medio de las proteinas E6/E7 de VPH16 (TGF-B1), y de la proteina E2 de VPHs

oncogénicos que induce la expresién de IL-10>"%,

IL-10 reduce fuertemente la proliferacién de linfocitos TCD4+ antigeno-especifico®. En
un estudio realizado por David G Brooks y colaboradores en 2006, en un modelo
murino de infeccion por VPH persistente, reprodujeron lo descrito anteriormente. Los
ratones presentaron niveles altos de IL-10 y una inactivacion de la respuesta antiviral
mediada por las células T, al deletar el gen que codifica a IL-10, se mantuvo una
respuesta celular antiviral fuerte, mediada por células T, donde se eliminé rapidamente
la infeccion y se desarrollaron células T de memoria antiviral. Al administrar anticuerpos

anti-IL-10 de forma terapéutica se recuperd la respuesta de las células T*.
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Otro factor que se ha asociado con el incremento de IL-10 es la presencia de especies
bacterianas de los generos Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus, Leuconostoc,
Propionibacterium y Streptococcus, demostrado in vitro y en modelo de intestino, ** a
través de estudios de colonizacion de ratones libres de gérmenes con bacterias. En el
caso especifico de la vagina se ha reportado que infecciones por C. trachomatis
predisponen a la produccion de IL-10*%. Lo que sugiere que la microbiota puede estar
implicada en la inmunomodulacion del huésped y de esta manera contribuir en la

evolucién o regresion del CaCU, dependiendo de su composicion en cervix.

Microbiota

En 2007, con el surgimiento de tecnologias de secuenciacion masiva de ADN, se
empez6 el proyecto del microbioma humano, el cual tiene por objetivo determinar los
microorganismos presentes en el organismo humano y su funcion. El ser humano
contiene mas bacterias que el numero de células que lo componen, se estiman que
viven alrededor de 100 trillones de microorganismos que han co-evolucionado con éI*.
La colonizacion por microorganismos simbioticos de sitios anatdmicos como intestino,
piel, naso-orofaringe y tracto genito-urinario es lo que define a la microbiota y ésta
depende de factores ambientales como el pH, la temperatura, el oxigeno, la
osmolaridad, en algunos casos del peristaltismo, la secrecion de lisozimas y la

tolerancia del sistema inmune a ellas (secrecion de IgA)*.

La estructura de la microbiota cambia con el tiempo debido a factores genéticos,
situaciones de estrés, nutricion, sexo, edad y dieta. Los genes de la microbiota es lo
que conforma el microbioma y en conjunto son mas que los genes eucariotas que
constituyen el cuerpo humano. La microbiota ha permitido al ser humano adquirir
funciones que no posee por si mismo, como: la produccién de biotina y vitamina B,
esenciales para el metabolismo humano; participacion en el reciclaje de urea y sales

biliares*®; fenémeno de interferencia bacteriana, en el cual las bacterias que componen
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a la microbiota compiten por nutrientes y espacio en las areas anatémicas donde el
sistema inmune les permite vivir y crean un ambiente desfavorable para los patdégenos;

finalmente, activan y moldean al sistema inmune®’.

El desequilibrio de la microbiota se conoce como dishiosis y se caracteriza por el
cambio de la composicion de las comunidades bacterianas. Cuando se presenta
disbiosis en la vagina se le llama vaginosis bacteriana (VB), la cual clinicamente se
mide con la escala de Nugent (Nugent score), y se manifiesta por un aumento en la
diversidad de la microbiota, prurito, aumento en el pH de la vagina y descarga vaginal
con un olor caracteristico a pescado. En la VB, se favorece el predominio de la flora
cocobacilar Gram negativa, donde prevalecen los grupos anaerobios Gardnerella spp,
Mobiluncus spp, Bacteroides spp., Prevotella spp, Parvimonas spp, Peptoniphylus spp
y Sneathia spp®®. Otro estudio sobre diversidad de la microbiota vaginal asociada a
vaginosis bacteriana reporto tres phyla (Bacteroidetes, Actinobacteria y Fusobacteria) y
ocho géneros que incluyen Gardnerella, Atopobium, Megasphaera, Eggerthella,
Aerococcus, Leptotrichia/Sneathia, Prevotella y Papillibacter, fuertemente asociados

con VB®,

La microbiota vaginal ha sido mas estudiada que la del cérvix; por su proximidad
anatomica y caracteristicas fisicas similares, es plausible asumir que podria tener una
composicion similar la microbiota del cérvix, pero con menor diversidad. En vagina se

50,51,52,53

ha descrito la microbiota de mujeres sanas , con VB, con VIH>*, con infeccién

por VPH sin lesién en cérvix>® y Trichomonas spp®® como se indica en el cuadro 1.

16



Referencia

Poblacion de

Objetivos del

Resultados

estudio estudioObjetivo
Xia Zhou et al. cinco mujeres | Describir la microbiota vaginal de | En  cuatro mujeres predominaron
Microbiology 2004, caucasicas mujeres blancas, mediante el uso | especies de Lactobacilos:
150:2565-2573 de un método independiente de
28-44 afios cultivos (secuenciacion). En dos grupos de mujeres predomind L.
iners y L. crispatus
En una mujer predomindé Atopobium
spp. y en otra Megasphaera spp. Yy
Leptotrichia spp.
Xia Zhou et al. 144 Describir la microbiota vaginal de | Ocho super grupos
The ISME Journal mujeres  sanas | mujeres caucasicas y | El 33% de Afroamericanas tenia un
2007, (1):121-133 caucasicas y | afroamericanas para ver si existen | supergrupo donde no predominaron
afroamericanas diferencias entre las etnias Lactobacilos vs 7% en caucésicas
de los siguinetes Grupos donde predominaron de igual
intervalos de manera Lactobacilos de distintas

edad 13-18, 19-
35y 36-40 afios

especies, mas comin en caucasicas

Jaques Ravel et al. 396 mujeres | -Establecer si hay correlacion | - Cinco supergrupos
PNAS, 2011, sanas entre las comunidades | - Ph vaginal por etnia: hispanas
08(1): 468 caucasicas, microbianas (CM) y el pH vaginal 5.0+0.59; afroamericanas 4.7+1.04;
afroamericanas, | - Explorar como la composicién de | asiaticas 4.4+0.59; y blancas 4.2+0.3
hispanas y | las CM se refleja en el Nugent | - No se encontraron relaciones
asiaticas score significativas entre la edad, etnia y tipo
-ldentificar ~ patrones en la | de comunidad.
abundancia relativa de las | - La presencia de Lactobacilos
especies microbianas a nivel | correlacionaron con una escala de
vaginal Nugent menor
- La presencia de Aerococcus,
Anaeroglobus, Anaerotruncus,
Atopobium, Coriobacteriaceae_2,
Dialister, Eggerthella, Gardnerella,
Gemella, Megasphaera, Mobiluncus,
Parvimonas, Peptoiphilus, Prevotella,
Porphyomonas, Prevotellaceae_1,
Prevotellaceae_2, Ruminococcaceae, y
Snethia correlacioné con una escala de
nugent mayor
Pawel Gajer et al. 32 Describir la dinamica temporal de | -La microbiota a través del tiempo es
Sci Transl Med 2012, mujeres en edad | la composicién de la microbiota | dinamica
432ra52 reproductiva vaginal - La fluctuacién entre la composicion y
sanas, sin o con permanencia de las comunidades
vaginosis bacterianas son afectadas
bacteriana principalmente por el ciclo menstrual,
la clase de comunidad bacteriana y en
cierto grado a la actividad sexual
Benjamin C. Smith et 10 Comparar métodos de | - La microbiota del cérvix cambia de
al. PLoS ONE, mujeres jévenes | secuenciacion y bases de datos | composicién con el tiempo.
2012, 7(7):e40425 con inicio | para el andlisis de secuencias | - Las bases de datos Usearch y

reciente de vida
sexual activa

bacterianas

-Describir la microbiota y sus
diferencias en el tiempo intra e
inter individuos

pplacer son consistentes en las
clasificaciones para los tres métodos
de secuenciacion, mientras que RDP
se desvia significativamente cuando se
caracterizan lecturas de llumina.

Cuadro 1 Comparacion objetivos y resultados de estu

dios de microbiota vaginal y cérvix
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La microbiota vaginal, que se ha asociado a mujeres aparentemente sanas, es decir,
que son asintomaticas, ha sido estudiada por distintos autores®*°>*?°3_ En el estudio

realizado por Ravel et al**

, €n mujeres sanas de etnias distintas se identificaron cinco
grupos de comunidades bacterianas en las que predominaron: en el grupo | L.
crispatus, grupo Il L. gasseri, grupo lll L. iners, grupo IV con mayor diversidad donde
predomind mayormente Prevotella spp, Megaesphaera spp y Atopobium spp y grupo V
donde predominé L. jensenii. Se identificaron 282 taxas en total, en el super grupo |, se
ubicaron muestras de 105 mujeres, en el grupo I1-25 mujeres, grupo 111-135 mujeres, en
el grupo 1V-108 mujeres, y en el grupo V-21 mujeres. A continuacion se presenta la
distribucion de las comunidades microbianas a nivel vaginal por etnia, reportadas por
Ravel et al. (Figura 6). En este mismo estudio llegaron al resultado de que el pH vaginal
es distinto de acuerdo a la etnia: las hispanas presentan un nivel de pH de 5.0+£0.59, la
poblacion negra un pH de 4.7+1.04, la poblacion asiatica un pH de 4.4+0.59 y las
caucésicas un pH de 4.2+0.3. Las etnias que presentan un pH mas alto a nivel vaginal
(mujeres hispanas y afroamericanas), presentan una diversidad bacteriana mayor, con
una representacion importante de bacterias del grupo IV. Al correlacionar los filotipos
bacterianos con la abundancia relativa de todos los tipos de comunidades y con los
puntajes de Nugent, 60 especies (todos Lactobacillus) correlacionaron negativamente
con la calificacion de Nugent y las demas especies correlacionaron positivamente. Lo
que indica una correlacion positiva entre una diversidad bacteriana mayor con un score
de Nugent mayor y por lo tanto vaginosis bacteriana. El grupo menos representado a
nivel vaginal corresponde a la microbiota cocobacilar Gram negativa. De acuerdo a
Ravel et al., no existen relaciones significativas entre la edad, etnia y tipo de comunidad

bacteriana®!.
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Microbiota vaginal en etnia Microbiota vaginal en etnia
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Figura 6. Representacion grafica de los resultados obtenidos por Ravel et al, en el estudio
"Vaginal microbiome of reproductive -agewomen" publ icado en 2011. El grupo | representa

comunidades microbianas predominadas por L.crispatus , el grupo Il por L.gasseri, el grupo Il por
L. iners , el grupo IV por especies de Lactobacillus y el grupo V  por L. jensenii *'.

Hasta el momento sélo se han publicado dos estudios de la microbiota del cérvix; uno
corresponde a un estudio longitudinal en una cohorte de mujeres sanas en Guanacaste
Costa Rica, que se realiz6 con el proposito de comparar tres plataformas de
secuenciacion distintas Sanger, 454 de Roche e llumina; y tres tipos de algoritmos
distintos (RDP classifier, Usearch y pplacer) para hacer la clasificacion de los
microorganismos de acuerdo a la secuencia del gene que codifica el ARNr 16S. En
este estudio se describieron seis grupos de comunidades bacterianas, cuatro en los
gue predominaron especies de Lactobacillus: L. inners, L. crispatus, L. gaseri, uno en el
que predominé Gardnerella vaginalis, otro en el que hubo una proporcion igual de G.
vaginalis y Lactobacillus spp y uno en donde hubo una diversidad mayor de bacterias

productoras de acido lactico (Lactobacillus, Sneathia, Megaspheara, Streptococcus y

19



Atopobium) en mujeres que habian iniciado recientemente su actividad sexual.
Ademdés, se comprobd que la microbiota del cérvix cambia de composicion con el
tiempo. RDP identific6 géneros que Usearch y pplacer no detectd, por ejemplo
Shuttleworthia y Howardella. Los analisis generados con Usearch y pplacer son
consistentes con las clasificaciones para los tres métodos de secuenciacion, mientras
que RDP se desvia significativamente cuando se analizan lecturas de llumina. Se
reportd que el método de amplificacién y secuenciacion afecta mas a la caracterizacion
del microbioma que los algoritmos de clasificacion®?.

El otro estudio fue realizado en mujeres embarazadas chinas, donde ten el grupo
control fueron cinco mujeres sin embarazo. El objetivo fue comparar la composicion de
la microbiota de tres sitios anatomicos (cérvix, fornix posterior y la vagina) y su
variacion en los distintos trimestres del embarazo. Los hallazgos del estudio fueron que
la variacidon de la microbiota entre sitios anatémicos fue minima, pero la composicion de
la microbiota en las mujeres postpartum es distinta de la de mujeres embarazadas, los
tipos de comunidades bacterianas que identificaron fueron similares a los reportados

por Ravel J. *’

Se realizé un estudio de microbiota vaginal en mujeres coreanas, donde el grupo
control fueron mujeres sin lesion VPH negativas (n=26), los grupos de casos fueron
mujeres sin lesion VPH positivas (n=19) o con lesiones premalignas en cérvix (n=5), de
entre las cuales, decidieron comparar la microbiota de 9 pares de gemelas que se
diferenciaban entre si por su estatus de infeccion por VPH sin lesion (n=18). Los
autores reportaron que las mujeres post menopausicas (parientes de las particioantes)
tienen una microbiota con menor cantidad de Lactobacillus y mas diversa que la de
mujeres premenopausicas; también reportaron que la microbiota de las gemelas se
parecia mas entre si que a la de mujeres no relacionadas; en la comparacion de la
microbiota de mujeres sin lesion VPH positivas vs sin lesion VPH negativas, se
relacionaron con la infeccidén: una disminucion en la proporcion de Lactobacillus iners,
mayores proporciones de Prevotella, Sneathia, Megasphaera, Dialister, y Bacillus y

presencia de Fusobacterias.*®
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Interacciones entre la microbiota & sistema inmune

No existen estudios hasta el momento donde se evalien las interacciones entre la
microbiota y el sistema inmune a nivel del cérvix, pero en otros modelos tanto en

vagina'® como en intestino®®*’

, se ha descrito que las bacterias pueden ejercer de
manera especie especifica una presion selectiva sobre el tipo de respuesta inmune. En
intestino, el modelo méas estudiado, se ha descrito como la microbiota ha co-
evolucionado con el ser humano y como mantiene interacciones, en las que el sistema
inmune regula a la microbiota y la microbiota moldea y madura al sistema inmune. Por
un lado, el sistema inmune mantiene en control a la microbiota, por medio de su
estratificacion, compartimentacion (mediante barreras de moco) que mantienen a la
microbiota separada del epitelio intestinal. Cuando la microbiota se ubica en la capa
interna de moco en el intestino, las células dendriticas fagocitan a las bacterias y viajan
al ganglio linfatico mesentérico para presentar los antigenos bacterianos a los linfocitos
T, que a su vez activaran a las células B que segregaran IgA para eliminar el riesgo de
que pase la microbiota al intestino. La inmunidad innata, por medio de distintos agentes
microbianos como las defensinas, seleccionan a las bacterias que residen en el lumen.
Por otro lado, la microbiota moldea al sistema inmune, por ejemplo, los foliculos
linfoides del intestino no se desarrollan en ratones libres de gérmenes. Asi mismo, se
ejerce presion selectiva sobre un subconjunto de células T. Las bacterias flamentosas
segmentadas promueven la acumulacion de células Th1l7 y en menor grado las Thi,
géneros de la familia Clostridium, y polisacérido A incrementan los Treg que producen
TGF-B1 e IL-10°. Por lo tanto, la microbiota es un factor importante a tomar en cuenta

para estudiar el fendmeno de salud-enfermedad.

Para estudiar el efecto de la microbiota en vagina, Doerflinger et al., colonizaron in vitro
células epiteliales 3D que simulan el epitelio vaginal, con dos tipos de Lactobacillus L.
iners y L. crispatus, y con dos bacterias relacionadas a VB A. vaginae y Prevotella
bivia'®. La infeccién con A. vaginae provocé una respuesta pro-inflamatoria robusta con
expresiones altas de IL-1B, IL-6, IL-8 y TNF-a que puede afectar la funcion de barrera

del epitelio. L. iners indujo patrones de reconocimiento pero no cambio la expresion de
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la mucina o secrecion de IL-6 e IL-8. P. bivia indujo activacién baja de las células
epiteliales y presentdé un cambio en el péptido antimicrobiano, lo que puede afectar la
funcion de barrera del epitelio. Al infectar con L. crispatus, las células epiteliales
tuvieron una activacion baja y hubo una interrupcion minima de su funcion de barrera lo

que confirmarfa su clasificacién como bacteria benéfica™.

Meétodos para el estudio de la microbiota

Se han utilizado distintas metodologias para definir la microbiota, la primera y mas
antigua es basada en la identificacion de colonias en medios de cultivo, pruebas
bioguimicas y su observacion al microscopio con tincion de Gram. Con los avances de
la biotecnologia, se han desarrollado métodos moleculares para su estudio, como PCR
en tiempo real (QPCR), T-RFLP, FISH, microarreglos con sondas para el ARNr 16S,
clonacion del ARNr 16S%°, secuenciacién masiva en paralelo de ARNr 16S o Cpn60°*y
secuenciacién tipo shotgun. De estos métodos solo los ultimos cinco tienen resolucion

filogenética, las ventajas y desventajas de cada método pueden ser consultadas en el

cuadro 2.
Método de estudio Ventajas Desventajas
Cutivo Bajo costo, semicuantitativo Laborioso, las bacterias que no son
cultivables no pueden ser captadas
gPCR Identificacion filogenética, cuantitativa | Sesgo de PCR, no se pueden identificar
y rpida especies desconocidas.
T-RFLP Rapido, semicuantitativo, barato No permite identificacion filogenética,
sesgo PCR y baja resolucion.
FISH Identificacion filogenética, semi- | Depende de las secuencias de las sondas
cuantitativa, no tiene sesgo por PCR y no se pueden identificar especies
desconaocidas.
Microarreglos ADN Identificacion filogenética, semi- | Hibridacion cruzada, sesgo PCR, dificil de
cuantitativa y rapida detectar las especies presentes en baja
concentracion.
Clonaciéon ARNr 16S Identificacion filogenética, cuantitativa Laboriosa, sesgo PCR, costosa, sesgo de
clonacion.
Secuenciacién masiva | ldentificacion filogenética, cuantitativa, | Sesgo PCR, laboriosa y cara
ARNTr 16S amplicones rapida permite identificar especies
nuevas
Secuenciacién shutgun Identificacion filogenética cuantitativa Cara, analisis informatico intenso

Cuadro 2 Métodos de estudio de microbiota

22




Dentro de la filogenética, se asume que las mutaciones en las secuencias de ADN
homadlogas se producen al azar y aumentan con el tiempo de manera lineal; de modo
que las diferencias entre ellas reflejan la distancia evolutiva entre las dos especies
comparadas. En la actualidad, este principio es en el que se basan para la clasificacion
y establecimiento de relaciones filogenéticas, que permiten el estudio de la evolucion
de las especies. En taxonomia, cepas que comparten una identidad del 70% o mas en
experimentos de reasociacion ADN-ADN, son consideradas de la misma especie
bacteriana. De igual forma, cepas de la misma especie por lo general presentan una
identidad del 97% o més entre su ARN ribosémico (ARNr) 16S °*.

El gen que codifica al ARNr 16S puede considerarse como la secuencia mas utilizada
en estudios filogenéticos, porque su estructura y funcién son altamente conservadas en
todas las especies procariotas. EIl ARNr 16S forma parte de la subunidad pequefia del
ribosoma 30S, y el gen codificante contiene aproximadamente 1500 pares de bases
(pb), con ocho regiones altamente conservadas que son enmarcadas por nueve
regiones variables. Dicha estructura permite identificar dependiendo de region variable
el género y a veces la especie de las bacterias de acuerdo a su secuencia, ya que se
considera que no hay transferencia horizontal de estos genes y por lo tanto se
considera que tienen una evolucion lenta. Después de demostrar que se pueden
obtener resultados altamente similares de clasificacion al secuenciar solo fragmentos
del gen conteniendo regiones variables vs el gen completo, se han disefiado varios
cebadores, que hibridizan en regiones conservadas distintas, para amplificar las
secuencias variables intermedias, secuenciarlas y caracterizar comunidades

bacterianas®.

Existen dos tipos de diversidad que describen la microbiota, alfa y beta. La diversidad
alfa describe solo la riqueza de un sitio definido o muestra. Para cuantificarla se usan
parametros que describen la uniformidad de la comunidad bacteriana, como el indice
de entropia de Shannon que toma en consideracion el nimero de especies que
componen la comunidad y su abundancia relativa, y el indice de diversidad filogenética

(del inglésPD whole tree), que toma en consideracion la longitud de las ramas de la
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filogenia de cada muestra. Esta medida usa patrones filogenéticos de la diversificacion
evolutiva para predecir la diversidad de un set de especies, por lo que toma en cuenta
la composicién®. La diversidad B compara las similitudes y diferencias entre

comunidades bacterianas en estados distintos como salud-enfermeda.®

Justificacion

El CaCU ocupa el segundo lugar en mortalidad por neoplasia en mujeres mexicanas,
por lo que sigue siendo un problema de salud publica. Lo que justifica la investigacion
de los factores que pueden estar asociados al desarrollo de la enfermedad, la cual es
relevante para su prevencion, el desarrollo de nuevos meétodos diagnosticos y

esquemas de tratamiento.

Uno de los factores involucrados en el desarrollo del CaCU, adicionalmente a la
infeccion por VPH-AR, es la inmunosupresion del cérvix caracterizada por un nivel alto
de citocinas tipo Th2 (IL-10, IL-4, IL-6) y Th3 (TGF-B1), esto le permite al virus evadir al
sistema inmune, persistir y evolucionar a CaCU. Otros factores de riesgo asociados
son: las coinfecciones con vaginosis bacteriana (VB)*, infeccién por Herpes, VIH y C.
trachomatis, ésta Ultima a su vez ha sido asociada a la persistencia de IL-10 en el
tracto genitourinario bajo**, que incluye cérvix y vagina. También se ha descrito que
otras especies especificas de bacterias como Atopobium vaginae ejerce una presion
selectiva sobre el perfil de citocinas y promueve la expresion de las citocinas pro-
inflamatorias IL-18, IL-8 y TNFa'®. Lo que sugiere que la microbiota podria estar

participando en la inmunomodulacion del microambiente tumoral.

Este estudio permitio elucidar si existe asociacion entre la diversidad y composicion de
la microbiota del cérvix y los estadios de la enfermedad, y si ésta a su vez se asocia

con un perfil de expresion de citocinas especifico.
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Objetivos

Objetivo general:

Evaluar la asociacion de la diversidad y composicion de la microbiota del cérvix con el
nivel de expresion de las citocinas IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y, en el cérvix
de mujeres en los distintos estadios del CaCU (sin lesion en cuello uterino VPH
negativas y positivas, con lesiones escamosas intraepiteliales y con cancer

cervicouterino).

Objetivos especificos:

1. Identificar la microbiota del cérvix en muestras de mujeres sin lesion en cérvix
VPH negativas y positivas, mujeres con lesiones premalignas, y con cancer

cervicouterino.

2. Evaluar el nivel de expresion de las citocinas IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e

IFN-y a nivel del cérvix de cada estadio de la historia natural del CaCU.

3. Determinar la asociacion entre la diversidad (indice de entropia de Shannon) y/o
composicion (indice PD whole tree) de la microbiota del cérvix, con infeccion por

VPH, lesion premaligna en cérvix y cancer cervicouterino.

4. Evaluar la diferencia de los niveles de expresion de las citocinas IL-4, IL-6, IL-10,
TGF-B1, TNF-a e IFN-y a nivel del cérvix, por cada tipo de comunidad bacteriana

identificada.
5. Investigar si existe correlacion entre los indices de diversidad de la microbiota

con el nivel de expresion de las citocinas IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-

y a nivel de cérvix y el diagndstico histopatoldgico.
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Material y Métodos
Hipotesis

La diversidad de la microbiota en estadios avanzados del CaCU es mayor que la

encontrada en mujeres sin lesion de cérvix VPH+ y VPH-.

Existen especies bacterianas asociadas a cada estadio del cancer cervicouterino.

Los niveles de expresion de las citocinas Th2 (IL-4, IL-10) y Th3 (TGF-B1) a nivel del
cérvix son mayores en CaCU en comparacion con los encontrados en mujeres sin
lesion de cérvix VPH+y VPH-.

Existe una diferencia significativa en los niveles de expresion de las citocinas IL-4, IL-
6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y a nivel del cérvix, al evaluarlo por comunidad

bacteriana identificada.

Disefio del estudio

Para contestar la pregunta de investigacion: ¢ Existen diferencias entre la diversidad

y composicion de la microbiota y el perfil de citoc inas del cérvix de mujeres sin
lesion VPH negativo y positivo, con lesiones escamo sas intraepiteliales de bajo

y alto grado y con CaCU? Se realizé un estudio con disefio transversal, con un fin
exploratorio por tratarse del primer acercamiento al estudio del microbioma de cérvix
gue se realiza en nuestro laboratorio y ya que no existen antecedentes de estudios con

los mismos objetivos.

Poblaciéon de estudio

El estudio esta anidado al proyecto madre “Polimorfismos de la region reguladora del
gen de IL-10 y su asociacion con el riesgo de desarrollar cancer cervical”, el cual fue

aprobado por los comités de investigacion, ética en investigacion y bioseguridad del
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Instituto Nacional de Salud Publica (INSP). En el cual, se cre6 un banco de 676
muestras de ADN y ARN extraido de exudados de cérvix de mujeres sin lesion en
cérvix y de biopsias de cérvix de mujeres con lesion premaligna en ceérvix, que
asistieron a consulta ginecolégica de junio del 2008 a noviembre del 2010 al Centro de
Atencidn para la Salud de la Mujer (CAPASAM), y de biopsias de cérvix de mujeres con
CaCU que asistieron a consulta ginecoldgica de septiembre de 2010 a noviembre de
2011 al Instituto Nacional de Cancerologia (INCan). Se obtuvo el consentimiento
informado de todas las participantes que formaron parte del estudio, en el cual dieron
su autorizacion para el uso de sus muestras en otros proyectos de investigacion (Anexo
1-consentimiento informado proyecto madre al que esta anidado este estudio). La toma

de las muestras se realiz6 dos semanas después del retiro de su periodo menstrual.

Los criterios de inclusion del proyecto madre fueron: cumplir con la mayoria de edad,
tener su consentimiento informado y firmado, contar con el diagndéstico citoldgico,
colposcépico e histopatoloégico para LEIBG o LEIAG y CaCU, y citolégico sin
alteraciones histopatologicas en cérvix para los controles sin lesion en cérvix (VPH

negativo y positivo), cuestionario completo y resultado de tipificacion de VPH.

Los criterios de exclusion del proyecto madre fueron: padecer de una enfermedad

autoinmune o con cuadro inflamatorio, y tener una coinfeccion de transmision sexual.

Para este estudio, los criterios de inclusion relacionados a la historia clinica para la
seleccion de muestras del banco de acidos nucleicos fueron: no tener registro de
consumo de antibioticos o antimicoticos en los ultimos 30 dias antes de la toma de la
muestra, contar con diagnoéstico de tipificacion molecular de VPH y contar con la pureza
e integridad adecuadas de ADN para realizar la secuenciacion y cuantificacion de
ARNmM por qRT-PCR. El tnico criterio de exclusion por muestra, fue no contar con un

namero adecuado de lecturas para el analisis bioinformatico.
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Por conveniencia metodoldgica, se fijo una n de 48 pacientes, ya que el costo de las
corridas de secuenciacion masiva, con la plataforma 454 Roche, es muy elevado y el
presupuesto limitado, no fue posible realizar la secuenciaciéon de un nimero mayor de

muestras.

Adicionalmente, el volumen de datos a analizar es muy grande (se generan alrededor
de 700,000 lecturas por corrida de acuerdo a las especificaciones del provedor®). Asi,
del banco biolégico se eligieron 10 muestras por grupo y ocho para CaCU. Se tomaron
como grupo control a las mujeres sin lesion en cérvix VPH negativas y positivas, y
como casos las muestras con lesion premaligna y CaCU. Por cada estadio de la
enfermedad se analizaron 10 u 8 pacientes que se parearon por edad 1:2 con los

controles.

Por medio del programa STATA v12 se calculé el poder para una proporcion de dos
poblaciones, para un relacién 1:2 caso-control, 10 u 8 casos por estadio de lesion o
CaCU y 20 controles sin lesidn en cérvix. Con la n fija anteriormente, una proporcion de
diversidad cercana a 0.8 en los casos y de 0.2 para los controles, con base a un

articulo de microbiota de vagina®, se obtuvo un poder de 0.9997.
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Estrategia metodoldgica
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Metodologia para objetivo 1

Para cumplir con el primer objetivo especifico: Identificar la microbiota del cérvix en
muestras de mujeres sin lesion en cérvix VPH negativas y positivas, mujeres con

lesiones premalignas, y con cancer cervicouterino.

Seleccidon de muestras y secuenciacion

Se buscé dentro de la base de datos del banco de &cidos nucleicos las muestras que
cumplieran los criterios de inclusidon para este estudio, se organizaron por etapa de la
enfermedad (Mujeres sin lesion VPH negativas, sin lesion VPH positivas, LEIBG,
LEIAG, CaCU), de donde se eligieron aleatoriamente 15 muestras por grupo
considerando que podria haber muestras que no amplificaran. Se amplificd, mediante
PCR punto final, la secuencia blanco del gen que codifica al 16S ARNr (regiones V3 —
V4) y se visualizd el amplicén en geles de agarosa al 1%, teflidos con bromuro de
etidio. De las muestras que amplificaron se seleccionaron aleatoriamente 10 por cada
grupo. Contando con presupuesto para una sola corrida de 454 Roche, y considerando
la profundidad de secuenciacién recomendada, reportada por Goodrich et al. 2014%, se
eligieron 48 muestras para obtener una profundidad de secuenciacion por muestra

adecuada.

El gen que codifica al ARNr 16S se encuentra muy conservado en todas las bacterias;
sin embargo, su secuencia cuenta con regiones variables que permiten distinguir entre
especies de bacterias, por lo que se considera el estandar de oro para determinar la
taxonomia bacteriana por métodos cultivo independientes®’. Para preparar las
genotecas de ADN se obtuvo un amplicon de ~456pb de las regiones variables V3-V4,
usando los oligonucleétidos 347F 5 - GGAGGCAGCAGTRRGGAAT-3" y 803R 5'-
CTACCRGGGTATCTAATCC-3"%® con las condiciones de reaccién descritas en el

cuadro 3y el programa de amplificacion descrito en el cuadro 4.
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Cuadro 1. Condiciones de reaccion PCR para el gen 1

6S rRNA, regiones variables V3-V4

Condiciones de reaccion PCR
Reactivo [reactivo] final] olumen por reaccion 30ul
Buffer 10X 1X 3uL
Cebador 347F 420pmol/uL 5pmol/pL 0.4uL
Cebador 803R 500pmol/uL 5pmol/uL 0.3uL
dNTP'’s 25mM 1mM 1.2uL
MgSO4 50mM 2.5mM 1.5uL
Tag 5 U/uL 0.2 U/uL 1.2uL
Agua 21.4 pL
ADN Variable 50ng 1uL
Cuadro 2. Condiciones de amplificacion
Programa PCR V3-V4 16SrADN
Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacién 94 °C 3min
30 ciclos

Desnaturalizacion 94 °C 30seg

Alineacién 55°C 30 seg

Extensién 68 °C 30 seg

Extensién final 68 °C 5min

Los 48 productos amplificados se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al

1%, fueron purificados y extraidos del gel con el Kit MiniElute de Qiagen. Los

amplicones se agruparon en ocho genotecas, cada una con seis muestras y

posteriormente se reamplificaron con los cebadores listados en el cuadro 5 de acuerdo

a la matriz siguiente.
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Cuadro 3. Matriz de las muestras que compusieron a

las ocho genotecas y secuencia de los MIDs

MID 1 2 3 4 5 6 7 8
1 26C 163C 195C 214C 259C 334G 4C 128C
2 251c 137c 219C 220C 237C 240C 255C 256C
3 257C 260C 1C 230c 91C 238G 247G 349G
4 363G 322G 361G 359G 263G 241G 258G 337G
5 342G 351G 352G 354G 356G 338G 374G 257G
6 90 92 32 93 100 56 85 152

Oligonucledtidos Forward (5 =» 3") con adaptador A para librerias tipo Lib-L

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAGXXXXXXGGAGGCAGCAGTRRGGAAT
MID1 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAGCGTGATGGAGGCAGCAGTRRGGAAT
MID2 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAGACGCGTGGAGGCAGCAGTRRGGAAT
MID3 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAGACTCATGGAGGCAGCAGTRRGGAAT
MID4  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAGAGACTAGGAGGCAGCAGTRRGGAAT
MID5 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAGCGATCTGGAGGCAGCAGTRRGGAAT
MID6 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAGTGATCAGGAGGCAGCAGTRRGGAAT

Oligonucledtidos Rev (5° =» 3") con adaptador B para librerias tipo Lib-L
16sR CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGCTACCRGGGTATCTAATCC

Los cebadores sentido, ademas del adaptador A, contienen una secuencia
identificadora de 6 nucleétidos (MID) que mantiene la identidad de la muestra. Mientras
gue el cebador reverso fue el mismo para todas las reacciones y contiene el adaptador
B. Estos cebadores fueron disefiados en el laboratorio y estan basados en la secuencia

descrita en el articulo descrito por Nossa y colaboradores (2010)%.

Las condiciones de reaccion para los PCRs de re-amplificacién se describen en el
cuadro 6, y la mezcla de reaccion se realizé de acuerdo al cuadro 3. Los productos de
amplificacién se analizaron en geles de agarosa al 1.5%, y los fragmentos de ADN
fueron extraidos del gel. La concentracion de los fragmentos amplificados se analizd
por electroforesis capilar en el equipo BioAnalyzer 2100, empleando el estuche High
Sensitivity DNA kit de Agilent Technologies. Los seis productos amplificados y
purificados de cada genoteca, fueron mezclados de manera equimolar para obtener
una composicion aproximada de 100 ng/uL. Posteriormente, las 8 genotecas se
purificaron con Ampurebeads de Beckman para remover trazas de ADN de bajo peso.

En seguida se realizo la titulacion de la PCR de emulsion y el célculo del rendimiento
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para deteminar el volumen de perlas de reaccibn a agregar a las placas del
secuenciador. La concentracion e integridad de las genotecas se analizé por
electroforesis capilar en el equipo BioAnalyzer 2100, empleando el estuche High

Sensitivity DNA kit de Agilent Technologies.

Cuadro 4. Condiciones de reaccién para la re-amplif  icacién con adaptadores

Mezcla de reaccién de PCR
Reactivo [reactivo] [ final] Volumen por
reaccion 30 pl

Buffer 10X 1X 3uL
Cebador 16sFMx 420pmol/uL 5pmol/uL 0.4uL
Cebador 803R adaptador B 500pmol/uL 5pmol/uL 0.3uL
dNTP’s 25mM 1mM 1.2uL
MgSO4 50mM 2.5mM 1.5uL
Taq 5 U/uL 0.2 U/uL 1.2uL
Agua 21.4 yL
ADN Variable 0.0625ng/uL 1yl

Posteriormente, las 8 genotecas se secuenciaron masivamente en un placa dividida en

8 regiones en la plataforma Genome Sequencer Titanium de Roche, Applied Science®.

Analisis bioinformatico

Las secuencias crudas fueron procesadas para amplicon con el software
complementario del equipo de secuenciacion masiva 454 Roche (Roche, Applied
Science). Los archivos .sff (formato de Roche), fueron convertidos a archivos .fasta y
.qual. Se descartaron las secuencias de longitues menores a 200pb y mayores a
1000pb y se seleccionaron las secuencias de alta calidad con base al siguiente criterio:
las lecturas que tuvieran cinco bases consecutivas con un valor menor de 20 en la
escala de Phred (escala logaritmica que representa la probabilidad de que la
asignacion de un nucledtido haya sido errénea, donde un valor de 20 corresponde a
una probabilidad de 1 en 100 de que haya sido asi), en una ventana movil de 30 pares
de bases fueron descartadas. Se superviso la calidad de las secuencias con el script de

R de Thomas Girke’s R script fastqQuality”.

33



En QIIME™, a partir de los archivos .fasta, se realiz6 el dimultiplex para identificar las
secuencias que pertenecian a cada muestra de acuerdo a su identificador molecular
(MID). Se analizé la distribucién de las secuencias generadas en la corrida a través de
las muestras. Las muestras que tuvieron baja profundidad de secuenciacién, menos de
mil lecturas’®, fueron descartadas del estudio. Se agruparon las secuencias en
unidades operacionales taxonémicas (OTUs) por medio del alineamiento de las
secuencias con el algoritmo PyNAST"®, todas las secuencias que entre ellas tuvieron
un 99% o més de similitud, se consideraron un mismo OTU. De cada OTU se eligié una
secuencia representativa para su posterior identificacion taxondémica. Se asignaron
taxas con el algoritmo Uclust, usando como referencia la base de datos Green Genes
publicada en agosto del 2013 (versién publica mas reciente gg_13_05)"*, de manera
que toda secuencia representativa alineada con una identidad de 99% a una secuencia
en la referencia, se le asigné la taxonomia de la especie registrada en la base de datos.
Posteriormente se hizo la relacidbn de qué secuencias conformaron cada OTU y se
genero la tabla de frecuencias (extension .biom) para ver la abundancia relativa de las

distintas especies por muestra y grupo, para los andlisis de diversidad a y 8.

Para comparar la composicién de las comunidades bacterianas presentes en cada una
de las muestras, se realizo el calculo de la disimilitud de Bray Curtis. Se visualizé esta
disimilitud a través de un mapa de calor no supervisado, por agrupamiento jerarquico
promedio, a partir del cual se identificaron los grupos de comunidades bacterianas a los

cuales se denominaron CST (por sus siglas en inglés community state type).

Para estudiar la diversidad alfa, dentro de cada muestra, se calculdé el indice de
Shannon de las muestras por grupo y se visualizé en curvas de rarefaccion. El indice
de Shannon comprende la riqueza, niumero total de especies, y su abundancia relativa
de acuerdo a la ecuacion siguiente, donde S es el numero de especies, pi la proporcion

de cada especie dentro de la muestra y H' el indice de entropia de Shannon.
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s
H' = —Zpi log, pi
i=1

También se utilizé el indice de diversidad filogenética PD whole tree para el estudio de
la diversidad alfa, que toma en consideracion la longitud de las ramas de la filogenia de
cada muestra. Esta medida usa patrones filogenéticos de la diversificacion evolutiva
para predecir la diversidad de un set de especies, por lo que toma en cuenta la

composicién’.

La diversidad B se calcul6 con base en la distancia filogenética entre cada par de
muestras medida con el método UniFrac’®. Todas las taxas identificadas en cada
muestra, se incluyeron en un arbol filogenético y se contabilizaron las ramas

compartidas y las no compartidas para calcular la distancia de la siguiente manera:

Y. ramas no compartidas

distancia entre muestras =
Y ramas totales

El algoritmo crea una matriz de distancias, que sirve para visualizar la variabilidad entre
los grupos a través del andlisis de coordenadas principales (PCoA) en Emperor’’. Para
confirmar si la diversidad B era similar intra grupos se evalud la variacion de las
distancias ponderadas UniFrac usando la prueba estadistica de Kruskall-Wallis. Para
evaluar la diferencia en la diversidad B entre grupos se compar0 la distancia
filogenética de las muestras de cada diagndstico histopatolégico VPH positivo (sin
lesion en cérvix VPH positivo, LElI y CaCU) con respecto al grupo de referencia (grupo
de mujeres sin lesion en cérvix, VPH negativo) mediante la prueba estadistica U de
Mann-Withney. Todos los analisis estadisticos se realizaron en el programa STATA
version 12 (StataCorp, Collage Station, TX, USA) para Windows.
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Metodologia para objetivo 2

Para cumplir con el segundo objetivo especifico: Evaluar el nivel de expresion de las
citocinas IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y a nivel del cérvix de cada estadio de

la historia natural del CaCU.

Curvas de rangos dinamicos

Para estandarizar la reaccion de PCR en tiempo real, se realizaron curvas de rangos
dinamicos con el ADNc de linfocitos de sangre periférica (LSP) recién obtenida de
donantes voluntarias. Los LSP fueron estimulados con fitohemaglutinina (PHA), se
cultivaron en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI, por sus sigls en inglés) y
fueron cultivadas junto a su respectivo control (LSP sin estimular) a las 24, 48y 72h. Se
agrego6 Trizol y fueron guardados a -20°C para la extraccién posterior de ARNm de
acuerdo a las especificaciones del fabricante para extraccién de acidos nucleicos por
trizol. Se cuantifico la concentracion de ARNm con el espectrofotometro (260/280)
NanoDropTM 1000 de Thermo Scientific y la integridad del ARN fue determinada
mediante la amplificacion por PCR del gen constitutivo (GAPDH). A continuacion se

realizé la sintesis de ADNc que se utilizo como templado.

Teniendo en cuenta, que los niveles de expresion de las citocinas varian en periodos
de tiempo corto a nivel fisiologico (24, 48 y 72h)’®, se evalué a partir de que ADNc (24,
48 o0 72h) se realizaria el estandar para la elaboracion de las curvas de rangos
dinamicos, basado en el tiempo en el cual se obtuvo mayor expresion al hacer la gPCR

de cada citocina por duplicado, normalizado con el gen GAPDH.

Se hicieron diluciones seriadas 1:5000 para realizar los rangos dinamicos,
amplificando por triplicado en el equipo StepOne™ de Applied Biosystems. Con los
datos obtenidos se generaron las curvas estandar para determinar el nivel relativo de

expresion de cada citocina normalizada por el endogeno GAPDH (Anexo 3).
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gRT-PCR

Se evaluo el nivel de expresion del ARNm de las citocinas IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1,
TNF-a e IFN-y, obtenido de las muestras de exudado de cérvix para el caso de mujeres
sin lesion en cérvix y de muestras de biopsias de cérvix de mujeres con lesion
premaligna en cérvix y CaCU, por gRT-PCR. Para éste proceso, se utilizaron sondas
TagMan comerciales (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) para IL-4 (ID-
Hs00174122m1), IL-6 (ID-Hs00174131m1), IL-10 (ID-Hs00961622m1), TGF-B1
(IDHs00961622m1), TNF-a (ID-(Hs00174128 m1) y para IFN-y (ID-Hs00174143m1), y
se normalizé el andlisis de expresidn génica de cada citocina con el gen enddégeno
GAPDH. Las mediciones se realizaron por duplicado en el equipo StepOne™ de

Applied Biosystems.

El nivel de expresion de ARNm para los genes estudiados, se calcul6 mediante la
cuantificacion relativa de cada gen respecto al gen endégeno (GAPDH) con el método
Ct comparativo (2-*“Y)’°. Los niveles de expresién obtenidos para cada citocina, se
representaron en graficas de caja bigote, comparando frente al grupo de referencia (sin
lesion independientemente del estatus de infeccion por VPH), los grupos con

diagndstico histopatologico de LEI y CaCU.

Para evaluar si existia diferencia entre la expresion de las citocinas en el grupo control
y el de casos (LEI o CaCU) se realizo la prueba estadistica de U de Man Withney.
Todos los andlisis estadisticos se realizaron en el programa STATA version 12
(StataCorp, Collage Station, TX, USA) para Windows.

Metodologia para objetivo 3

Para cumplir el tercer objetivo especifico: Determinar la asociacidon entre la diversidad
(indice de entropia de Shannon) y/o composicién (indice PD whole tree) de la
microbiota del cérvix, con infeccion por VPH, lesidon premaligna en cérvix y cancer

cervicouterino.
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Se realizaron las curvas de rarefaccion del indice de Shannon y PD whole tree.
Después de comprobar si las variables tenian una distribucion normal con la prueba de
Shapiro Wilk, se realizaron analisis de diferencias de medias con pruebas t, para
determinar si las diferencias encontradas para estos dos indices entre los grupos por
diagnostico histopatolégico, eran estadisticamente significativas. Asi mismo, se evalué
la asociacién de la diferencia estimada de medias de cada indice de diversidad alfa por
diagnodstico  histopatologico (LEI 'y CACU versus sin  lesibn en  cérvix
independientemente del estatus de VPH), mediante analisis de regresion lineal
ajustando por edad, método anticonceptivo y genotipo de VPH. De igual forma, se
evaluo la asociacion entre el diagnostico histopatologico (LEI y CACU versus sin lesion
en cervix independientemente del estatus de VPH), y los indices de Shannon y PD
whole tree, mediante regresion logistica, ajustando por edad, método anticonceptivo y
genotipo de VPH. Se estim6 el OR (odds ratio) con su respectivo intervalo de confinza
al 95%. Todos los analisis estadisticos se realizaron en el programa STATA version 12
(StataCorp, Collage Station, TX, USA) para Windows.

Metodologia para objetivo 4

Para cumplir el cuarto objetivo especifico: Evaluar la diferencia de los niveles de
expresion de las citocinas IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y a nivel del cérvix,

por cada tipo de comunidad bacteriana identificada.

Se realizé el analisis por la prueba estadistica de Kruskall Wallis. Se representaron los
resultados en graficas de caja bigote, comparando frente al grupo de referencia (CSTI)
cada CST Todos los analisis estadisticos se realizaron en el programa STATA version
12 (StataCorp, Collage Station, TX, USA) para Windows.
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Metodologia para objetivo 5

Para alcanzar el objetivo 5: Investigar si existe correlacion entre los indices de
diversidad de la microbiota con el nivel de expresion de las citocinas IL-4, IL-6, IL-10,

TGF-B1, TNF-a e IFN-y a nivel de cérvix y el diagnéstico histopatolégico.

Se realizé un andlisis de correlacion por ORs tanto del indice de Shannon e indice PD
Whole tree con los niveles de expresion de cada citocina en cérvix normalizado por el
gen endodgeno GAPDH, teniendo en cuenta que la distribucion de la variable nivel de

expresion de citocinas no se distribuyé normalmente.

Resultados

Analisis descriptivo de la poblacion estudiada

Las caracteristicas sociodemogréficas y antecedentes gineco-obstétricos de la
poblacion de estudio se presentan en el cuadro 7. La poblacion de estudio (n=29)
estuvo conformada por 17 mujeres que formaron el grupo control (siete sin lesion en
cérvix, VPH negativas y 10 sin lesion en cérvix, VPH positivas), cuatro mujeres con

diagnostico histopatologico de LEI y ocho con diagnoéstico histopatolégico de CaCU.

Hubo diferencias significativas entre los grupos para las variables método
anticonceptivo (p=0.021) y genotipo de VPH (p=0.003). Los casos de CaCU reportaron
en su mayoria el no uso de métodos anticonceptivos, los casos de LEI el uso de
métodos de barrera no hormonales y los casos sin lesién en cérvix el uso de métodos
hormonales. La prevalencia global de VPH en la poblacion estudiada fue de 58.8%. El
genotipo de VPH mas prevalente en los casos con LEI fue el genotipo oncogénico no
VPH-16 0 18 (75%) y en los casos de CaCU el genotipo de VPH-16 (75%).
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Cuadro 5. Caracteristicas generales de

la poblacién de estudio por diagndstico histopatold gico
Diagnéstico Histopatolédgico

L SL/LEI/CaCU
Caracteristicas n=17/4/8 Valor P&

Demograficas
Edad (afios)
Media (DS) 34(8)/40(14)/43(11) 0.13
Edad menarca (y)*
Media(DS) 13(1)/14(3)/13(3) 0.77
Comportamiento
Edad inicio de actividad sexual(y)*
Media (DS) 17(1)/19(3)/17(4 0.2t
Numero de embarazos+
<3 88.2/75/62.5 0.28
>3 11.8/25/37.
NUmero de parejas sexuale
<3 82.3/75/75 0.89
>3 17.6/25/25
Método anticonceptivc
Ninguno 6/0/50 0.013
No hormonal 47/100/37.5
Hormonal de 6 mese5 afios 47/0/12.!
Antecedentes familiares de cance
No 11.8/0/75 0.46
Si 88.2/100/25
Antecedentes consumo de tabac
No 82.4/50/62.5 0.32
Si 17.6/50/37.5
Bioldgicas/Clinicas
Antecedentes de ITS +
Ninguna 58.8/50/100 0.11
Vaginosis 11.76/25/0
Candidiasis 23.53/0/0
Molusco contagios 5.88/0/(
VPH 0/25/0
Test positivo para VPH+
Negativc 41.18/0/ 0.00:
No VPH 16 and VPH 1 17.65/75/1
VPH 18 0/0/25
VPH 16 41.18/25/75
Seroprevalencia V-2
Positivo 5.88/0/37.5 0.07
Negativo 94.12/100/62.5

SL: Sin lesién en cérvix; LEI: Lesion Escamosardapitelial; CaCU: cancer cervicouterino

VHS-2: Virus Herpes Simplex -2. ITS: Infeccionestdmsmision sexual
Para variables continuas, los resultados estaresagos como medias con su respectiva desviaciémiest

(DE)

Las variables categdricas son expresadas en pajegnt

& valor p. Para las variables categoricas* se lgtadistico de pruely@ y para las variables continuas

Kruskall Wallis+

Texto en negritas denota valores significativop ¢e<0.05).



Analisis de la secuenciacion

Las secuencias obtenidas tras la secuenciacion, que no cumplieron con el control de
calidad fueron descartadas para los analisis posteriores. Se realiz6 la asignacion de
secuencias por muestra, en este paso se eliminaron del estudio las muestras que no
presentaron MID o identificador. La dispersién de las lecturas por muestra se resume
en el cuadro 8. Sorprendentemente, no se encontraron secuencias con el MID1 en
ninguna de las ocho regiones, por lo que se envié a secuenciar por el método de
Sanger, los amplicones supuestamente amplificados con el cebador que contenia el
MID1. Los resultados revelaron que estos amplicones tenian la secuencia del MID2, lo
que quiere decir que en cada region hubo dos muestras con el mismo identificador; por
lo que las muestras con MID2 fueron excluidas del andlisis, por la imposibilidad de

discriminar entre las secuencias que provenian de cada muestra.

Cuadro 6. Dispersion de las lecturas por muestras, las secuencias de las muestras marcadas en
amarillo fueron descartadas del estudio por falta de secuencias o por tener menos de 1000 lecturas,
parametro recomendado® para tener una profunidad de secuenciacién adecuada para el analisis.

Region 1 Region 2 Region 3 Regioén 4 Region 5 Region 6 Regién 7 Region 8

Lectur Lectur Lectur Lectura Lectura Lectura Lectur

MID [Muestra |Lecturas [Muestra |as Muestra |as Muestra |as Muestra |s Muestra |s Muestra |s Muestra |as

1 26C 0 163C |0 195C |0 214C |0 259C 0 334G 0 4C 0 128C |0

2 251C 2572 |[137C [16551[219C 6850 [220C [2947 |237C 8003 [240C 1665 [255C 20970 [256C |5576

3 257C 32758 [260C 6850 [1C 10195[230C  [7361 [91C 23426 [238G 5114 247G 114 349G 4115

4 363G 810 322G 3909 361G |19576|359G 3437 [263G 2579 [241G 385 258G 24456 (337G |3769

5 342G 9072 351G 9647 352G 2656 354G [8653 [356G 14981 (338G 12219 (374G 5789 257G [1341

6 90 1041 |92 1729 |32 2240 |93 7227 1100 1350 |56 1241 (85 20322 152 22553

Después del filtrado de lecturas por control de calidad, quedaron 311,813 secuencias
de alta calidad dispersas de manera desigual entre las muestras (cuadro 8). Para evitar
posibles sesgos en los andlisis subsiguientes debido a la diferencia en la profundidad
de secuenciacion de las muestras, se tomaron submuestras aleatorias de mil
secuencias a partir de los datos brutos de cada muestra para el resto de los analisis.
Se estima que 1000 secuencias proveen un buen balance de informacion entre nimero

de muestras y profundidad de secuenciacibn de acuerdo a Mica Hamady y Rob

41




Knight®’. Las muestras que no tenfan al menos 1000 lecturas fueron descartadas. Las
curvas de rarefaccion (Figura 11) de la diversidad alfa basadas en el indice de
Shannon, muestran que después del calculo para 400 lecturas, la diversidad no
incrementd mas; de manera que 1000 secuencias fue un corte de profundidad
suficiente en la secuenciacion para este estudio.

La composicion de la microbiota del cérvix se representa de acuerdo a la abundancia
relativa de especies por cada muestra en la figura 7, y ordenadas por estadio (sin LEI
VPH negativas, sin LEI VPH positivas, LEl y CaCU) en la gréfica subsiguiente (Figura
8). Al evaluar la distribucion de los géneros y especies bacterianas por muestra, se
observé que en las muestras de casos sin lesion en cérvix predominaron las especies
de Lactobacillus, en las mujeres VPH negativas predominé la especie de L. crispatus
(46.45%), con una disminucion en mujeres VPH positivas (14.95%), siendo mas
evidente esta disminucion a medida que progresa la malignidad en el cérvix (14.36%)
en mujeres con LEI y (1.3%) en los casos de CaCU. Otra especie de Lactobacillus
representada en menor proporcion que L. crispatus en los casos sin lesion en cérvix fue
L. iners, especie que estuvo mayormente representada en los casos VPH positivos al
compararlos con los VPH negativos (36.53% vs. 13.25% respectivamente), con una
disminucion marcada en los casos de LEI (2.1%) e indetectable en los casos de CaCU.
Interesantemente se observo que la proporcion de L. crispatus vs L. iners se invierte en
presencia del VPH y a medida que progresa la malignidad en el cérvix hay una
disminucion de las especies de Lactobacillus. Otras especies de Lactobacillus como L.
jensenii y L. vaginalis solo se encontraron en mujeres sin LEIl. Gardnerella vaginalis fue
encontrada principalmente en mujeres sin LEI (11.5%) y disminuy0 a 6.8% en mujeres
sin LEI VPH positivas, 8.1% en LEIl y 3.3% en CaCU. Hubo dos muestras (una sin LEI
VPH negativa y otra con CaCU) donde S. agalactiae representd mas del 80% de la
composicion de su microbiota. Por otra parte, se observdé que hubo muestras sin LEI
VPH positivas donde predomind la especie de Pseudomonas oleovorans
representando el 19% de éste grupo; en el grupo de casos sin LEI VPH negativos

estuvo presente en 1.3% y en los casos con LEI y CaCU no fue detectada.
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En contraste, bacterias del orden Fusobacteriales y Clostridiales solo se encontraron en
muestras de casos con LElI y CaCU. En especifico, Sneathia spp, Fusobacterium spp,
Shuttleworthia satelles, Megasphaera elsdenii se encontraron en los grupos de LEIl y
CaCuU. En el grupo de mujeres con LEI se observé la presencia de Fusobacterium spp.
en 6.3%, Sneathia spp. 26.6%, Shuttleworthia satelles en 8.7% y Megasphaera elsdenii
en 10.4%. La abundancia relativa de estos géneros y especies bacterianas fue distinta
en los casos de CaCU (14%, 12.9%, 0% y 2.2%, respectivamente). La bacteria
Fusobacterium necrophorum solo se encontré en el grupo de CaCU, en una
abundancia relativa de 14.19%. Esto sugiere que la diversidad de la microbiota del
cérvix aumenta conforme incrementa la malignidad de las lesiones en cérvix y que su

composicion es distinta entre los grupos analizados.

1 1 PL
< II
m
=
=
A9
s
m
oa =
=
m
e
c
=
Nel
< L
o
= " 5
i E ] - of
s} 2 - m_==ll_=E2n EH_
1177771103111 111 1933 66648848
i 2 4 8HEHEEH
PEIITEIRIR I I et
.'_.:.'ispam .l.i'n.'s .!oga.\scfu || Costriium som Ehamc oo s 5o l.ﬂ.u‘.\_zi'u
DioNFr 5o, FusaboIimnium S0 Sorgnomia g ingls Magorphoers aseoani Enagtva son

sin clbsfiaacian L. onzonii PLousamonas oMDvorans Shuttiowarthia sop F. nacrophoram

Figura 7. Composicién de la microbiota en cérvix p  or muestra. Gréfico de barras que muestra la
abundancia relativa por caso evaluado. La barra completa representa el 100% de las secuencias de cada
caso.

43



Relative Abundance 100%

NCL-HPV negative NCL-HPV positive SIL CcC
L. crispatus L. iners S. agaiactiae Clostridium spp Enterococcus spp I A. vaginae

Dialister spp. Fusobacterium spp ginail M hy el i Sneathia spp

Other L. jensenii Pseudomonas oleovorans Shuttiewort hia spp F. necrophorum

Figura 8. Composicion de la microbiota de cérvix po  r diagndstico histopatoldgico. Gréfico de
barras que muestra la abundancia relativa de grupos y especies bacterianas por diagnéstico
histopatolégico. La barra completa representa el 100% de las secuencias de cada diagndstico
histopatoldgico.

Al evaluar si la composicion de la microbiota de cérvix se representaba de manera
caracteristica por diagnostico histopatolégico, se elaboré un mapa de calor no
supervisado basado en la disimilitud de Bray Curtis (Figura 9). Las distancias
flogenéticas fueron analizadas por agrupamiento jerarquico promedio. Al analizar el
mapa de calor, se observO un agrupamiento homogéneo por diagndstico
histopatoldgico, asi la composiciéon de la microbiota en cérvix fue similar a nivel
intragrupal y distinta entre grupos. Se identificaron ocho grupos de comunidades
bacterianas, que se denominaron tipo de comunidad (community state type-CST, por
sus siglas en inglés), de acuerdo a la bacteria mas abundante en cada muestra. EI CST

| estuvo representado mayormente por L. crispatus, en 21% de las muestras, el CST Il
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representado por L. iners (17%), el CST Ill por Pseudomonas oleovorans, en 10% de
las muestras, el CST IV representado por Sneathia spp., en 17% de las muestras, el
CST V representado por Gardnerella vaginalis, en 7% de las muestras, el CST VI
representado por Streptococcus agalactiae, en 7% de las muestras, el CST VIi
representado por Fusobacterium necrophorum, en 7% de las muestras y el CST VI
representado por Fusobacterium spp., en 14% de las muestras. El cuadro 9 muestra la
distribucion de los casos por CST. A excepcion del CST VI, todos los demas CST se
representaron por un diagnodstico histopatolégico particular, el CST 1 estuvo
primordialmente por casos sin LEI-VPH negativas, el CST 1l y Ill estuvo representado
principalmente por casos sin LEI-VPH positivas, el CST IV se presentd en mayor
proporcion en los casos de LEI, el CST V estuvo representado en su mayoria por casos
sin LEI independientemente del status de VPH, el CST VIII que estuvo compuesto

principalmente por casos de CaCU y el CST VIl representado solo por casos de CaCU.
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Mapa de calor no supervisado de las proporciones de taxas que representan la composiciéon de la
microbiota de cérvix por caso evaluado; generado a partir de la disimilitud de Bray Curtis entre los casos.
En el eje X estan los nombres de los taxas que tuvieron al menos 1% de abundancia relativa. En el eje Y
del lado izquierdo se representé el diagnéstico histopatolégico de cada caso en rojo: SLEI-VPH negativo;
en azul: SLEI-VPH positivo; en naranja: LElI y en verde: CaCU. El tipo de comunidad (CST) esta
representado por colores. Del lado derecho estan los nombres de los casos analizados. El cladograma
superior indica la proximidad evolutiva entre las especies representadas. El cladograma izquierdo
representa la similitud entre la composicion de la microbiota de cérvix.
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Cuadro 9. Distribucién de los diagnésticos histopat olégicos por tipo de comunidad bacteriana
(CST)

CST
Diagnéstico histopatolégico 1(%) 11(%) M(%) V(%) V(%) VI(%) VII(%) VII(%) Total
SL-VPH negativo 4(57) 1(14) 0 0 1(14) 1(14) 0 0 7
SL-VPH positivo 2(20) 4(40) 3(30) 0 1(10) 0 0 0 10
LEI 0 0 0 3(75) 0 0 0 1(25) 4
CaCuU 0 0 0 2(25) 0 1(12)  2(25) 3(37) 8
Total 6(21) 5(17) 3(10) 5(17) 2(7) 2(7) 2(7)  4(14) 29

CST | (dominado pokactobacillus crispatus CST Il (dominado pokactobacillus inery CST 11l (dominado por
Pseudomonas oleovorgn€ST IV (dominado poBneathia spp, CST V (dominado poGardnerella vaginaliy CST
VI (dominado poiStreptococcus agalactipeCST VII (dominado poFusobacterium necrophorgmCST VIII
(dominado pofFusobacterium spj

SL: Sin Lesién; LEI: Lesién Escamosa Intraepitel@CU: Cancer Cervicouterino

Comparacion de la diversidad de la microbiota de cé rvix en cada etapa de la

historia natural del CaCU

Diversidad Alfa

La diversidad alfa fue calculada con los indices de entropia Shannon y el de diversidad
filogenética PD whole tree. Las curvas de rarefaccion (Figura 10), representan los
valores que adquiere cada indice al tomar muestras aleatorias cada vez mayores. Al
evaluar las curvas de rarefaccion, se observo una diversidad mayor en los casos de LEI
y CaCU al compararlos con los casos SLEI VPH negativos. Aunque las curvas de
rarefaccion, para el indice de Shannon, mostraron una tendencia en la diversidad a
incrementar conforme incrementa el grado de malignidad en cérvix, la diversidad per
se, (sélo tomando en cuenta riqueza y abundancia relativa) no es suficiente para
determinar el estadio de la historia natural del CaCU en la que se encuentra. No
obstante, cuando se utilizan indices que toman en cuenta la composicion filogenética
como el PD whole tree, se encontraron diferencias estadisticamente significativas al
comparar las medias del PD whole tree de los grupos SLEI-VPH negativas vs. LEIl y
SLEI-VPH negativas vs. CaCU, (p=0.006 y p=0.036, respectivamente) (Cuadro 10). La
figura 11 muestra la distribucion de los indices de diversidad entre los grupos de

diagnostico histopatologico.
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Figura 10. Curvas de rarefaccion de la diversidad a  Ifa. A) Curvas de rarefaccion del indice de
Shannon. B) Curvas de rarefaccién del indice de diversidad filogenética PD whole tree.
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Figura 11 Distribucion de los indices de diversidad Shannon y PD whole tree por diagnostico

histopatol6gico. ** valor p<0.01, * valor p>0.05.

48



Cuadro 10. Andlisis de la diferencia de medias del indice de Shannon o el indice de diversidad
filogenética PD whole tree entre grupos con distint os diagnésticos histopatoldgicos de la historia

natural del CaCU.

Diagndstico Histopatoldgico indice de Shannon PD Wole Tree

Grupo 1 Grupo 2 Media (DE)1  Media (DE)2 Valorp & Media (DE)1 Media (DE)2 Valorp &
SL-VPHneg  SL-VPHpos 2.00 (0.63) 2.49 (0.70) 1 {®99) 249 (1.61) 1
SL-VPHneg LEI 2.00 (0.63) 3.14 (0.38) 0.18 1.599). 4.88 (1.13) 0.006
SL-VPHneg CaCuU 2.00 (0.63) 3.08 (1.28) 0.498 1699) 4.14 (1.49) 0.036
SL-VPHpos LEI 2.49 (0.70) 3.14 (0.38) 0.792 2.4%10) 4.88 (1.13) 0.174
SL-VPHpos CaCuU 2.49 (0.70) 3.08 (1.28) 1 249 (L.61 4.14 (1.49) 0.318

LEI CaCu 3.14 (0.38) 3.08 (1.28) 1 4.88 (1.13) 4149) 1

SL: Sin Lesion; LEI: Lesion Escamosa Intraepitel@CU:cancer cervicouterino

PD: Diversidad filogenétic
& valor de P, prueba estadisti-studen
El texto en negritas denota un valor p signifiaa{jp<0.05).

Al evaluar la asociacion entre el diagnostico histopatoldgico (sin LEI independiente-
mente de su estatus de VPH, LElI y CaCU) y los indices de Shannon y PD whole tree

por regresion logistica, no se encontré asociacion significativa (Cuadro 11).

Cuadro 11. Analisis de asociacion entre el diagnést  ico histopatoldgico y los indices de Shannon
y PD whole tree

Diagnéstico Indice de Shannon PD Whole Tree
Histopatolégico n RMa (95% IC) Valor p* RMa (95% IC) Valorp *
SL independiente del
estado de VPH 17 1 1
LEI/CaCU 12(4/8) 3.35(0.636-17.654) 0.15 3.30(0.756-14.485) 0.11

SL: sin lesion; LEI: lesidn escamosa intraepitelial; CaCU: cancer cervicouterino
a. Razén de momios ajustada por edad, método anticonceptivo y genotipo de VPH

Por otro lado, cuando se evalué la asociacion del indice de Shannon con el diagndstico
histopatologico por regresion lineal ajustando por edad, genotipo de VPH y método
anticonceptivo, se encontré una diferencia estimada de medias del indice de Shannon
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de 1.11 unidades bits mas en los casos de CaCU con respecto al grupo de referencia,
casos sin LEl VPH negativo (p= 0.04) (Cuadro 12).

Cuadro 12. Diferencia estimada de medias de unidade s bits (indice de Shannon) de la diversidad
bacteriana en cérvix entre el grupo SLEI (independ ientemente del estado de VPH) y LEI o CaCU

indice de Shannon

L. . . Ba (CI95%) Valor p*
Diagnostico histopatoldgico n
LEI 17 0.60(-0.579-1.794) 0.30
CaCu 12(4/8)  1.11(0.057-2.165) 0.04

Texto en negritas denota un valor p significatipe(.05).
& CoeficienteB ajustado por edad, método anticonceptivo y geastipH

El indice de Shannon esta expresado en unidades bit

Diversidad-

Se evaluo la diversidad-B (entre grupos) usando la matriz de distancias creada con el
algoritmo weighted UniFrac dentro de QIIME, misma que se utiliz6 para hacer el
analisis de coordenadas principales (PCoA) (Figura 12A). Los resultados del PCoA
mostraron consistentemente que la microbiota de cérvix fue notablemente distinta al
comparar las distintas etapas del CaCU. Los tres componentes principales (PC) que
explicaron la mayor proporcion de la variacion entre la composicion de la microbiota del
cérvix de las muestras fueron graficados en dos dimensiones. El PC1 explico el 33.34%
de la variacion entre muestras, el PC2 el 26.85% y el PC3 10.38%. La presencia de
Fusobacterium spp., Sneathia spp. y Megaspheara spp., fue relacionada al PC1. La
presencia de Bifidobacteria spp, y Pseudomonas spp., fue relacionada al PC2. La
ausencia de Fusobacterium spp Yy la presencia de géneros de Bifidobacteriaceae
fueron relacionados al PC3 de acuerdo a la matriz de carga calculada para este analisis
(Figura 12B).
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8 o3l - | | Lactobacillus spp. -0.14 -0.07 0.02
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Figura 12. A) Diversidad B de la composicién de la microbiota en cérvix por d iagnostico
histopatoldgico visualizada por PCoA. El PC1 explicé el 33.44% de la variacion de la composicion de
la microbiota de cérvix por la presencia de especies de Fusobacterias y Sneathia. El PC2 explico el
26.85% de la variacion de la composicion de la microbiota de cérvix por la presencia de Bifidobacterias y
Pseudomonas. EI PC3 explico el10.38% de la variacion de la composicion de la microbiota de cérvix por
la presencia de Lactobacillus y Streptococcus. B) Matriz de carga atribuible a cada bacteria dentro de
los componentes principales.
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Al graficar los PC1 vs PC2, se observdé como la mayoria de las muestras SLEI VPH
negativas, se agruparon juntas en el tercer cuadrante y ninguna fue observada en el
cuadrante IV, lo que quiere decir que carecen de Sneathia spp., Fusobacterium spp. y
Pseudomonas spp., al contrario de los casos con LEI y CaCU que se encontraron en el
primer y cuarto cuadrantes y por lo tanto cuentan con la presencia de las especies
bactreriana antes mencionadas. En la gréafica del PC1 vs PC3, se agruparon en el
segundo cuadrante todas las muestras SLEI-VPH negativas, mientras el 50% de los
casos de CaCU se agruparon en el cuarto caudrante, lo que significa que contienen
Sneathia spp. y Fusobacterium spp., pero carecen de los géneros Bifidobacteriaceae.
Todos los casos de LEI se agruparon en el primer cuadrante indicando que contienen
Sneathia spp., Fusobacterium spp. y cierta proporcioén de Bifidobacteriaceae.

La gréafica del PC2 vs el PC3, agrup6 al 50% de los casos de CaCU en el tercer
cuadrante, al 75% de los casos de LEI en el primer cuadrante y en el cuarto cuadrante
se agruparon todos los casos sin LEI-VPH negativo, mientras los casos sin LEI-VPH

positivos se encontraron dispersos entre los cuadrantes I, Il y IV.

Al evaluar la significancia de la diversidad B, se encontré6 que la distribucion de las
distancias ponderadas UniFrac tuvieron la mayor variacion dentro del grupo de casos
de CaCuU (Figura 13A, Kruskal-Wallis, p<0.0006), asi como la mayor distancia UniFrac
hacia el grupo de referencia SLEI-VPH negativo (Figura 13B, Kruskal Wallis,
p<0.00001).
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Variacion intra-grupo por diagnéstico histopatol6gico Ditancia UniFrac ponderada al grupo SL-HPV negativo
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Figural3. Diversidad B. (A). Variacion intragrupo por diagndstico histopa tolégico (Wheigthed
Unifrac). (B). Distancia Unifrac de los casos sin L  EI-VPH positivo, LElI y CaCU hacia el grupo de
referencia (sin LEI-VPH negativo).

Niveles de Expresion de citocinas IL-10, IL-6, IL-4 |, TNFa, IFNy y TGFB1a nivel del

Cervix

Por estadio: Al comparar los resultados de los niveles de expresion del ARNm de IL-10,
IL-6, IL-4, TNFa, IFNy y TGFB1 normalizados por el gen endégeno GAPDH, por
duplicado, entre los controles SLEI (independientemente del estado de VPH) vs. los
casos de LEI o CaCU, se encontro soélo diferencia significativa entre las medianas de
expresion del ARNm de IL-10 a nivel de cérvix en los casos de LEI y el grupo control,
con el estadistico de prueba U de Mann-Withney (p=0.04), (figura 14). Se encontré un
cambio leve del patron de expresion de IFN-y, TNF-a e IL-10 en los casos con LEl y
CaCuU vs SLEI; sin embargo, la diferencia no fue estadisticamente significativa. En los
casos de CaCU, solo fue detectable la expresion de IL-4 y TGF-B1, pero no fue

estadisticamente significativo.
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Figura 14. Niveles de expresion del ARNm de IL-10, IL-6, IL-4, TNFa, IFNy y TGFB1 normalizados
por G3PDH, en casos sin LEI vs. LEl y en casos sin  LEI vs. CaCU. (A) IL-4, (B) IL-6, (C) IL-10, (D)
TNFa, (E) IFN-y, (F) TGF-B1. * valor p del estaditico U de Mann-Withney (p=0 .04)
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Por CST: Al evaluar el nivel de expresion del ARNm de las citocinas IL-4, IL-6, IL-10,
TGF-B1, TNF-a e IFN-y entre los CST, se encontraron niveles elevados de la expresion
de IL-4 y TGF-31 relativos a GAPDH en el CST VIII dominado por Fusobacterium spp.,
con diferencias significativas (p=0.05 y p=0.04, respectivamente) (Figura 15).

Por otro lado, cuando se evalud la correlacion de los niveles de expresion de IL-10, IL-
6, IL-4, TNFa, IFNy y TGFB1 vs los indices de diversidad Shanonn y PD whole tree, no

se encontro correlacion esatdistica.
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Figura 15. Niveles de expresién del ARNm de IL-10,  IL-6, IL-4, TNFa, IFNy y TGFB1 normalizado por
G3PDH. A) IL-4, (B) IL-6, (C) IL-10, (D) TNFu, (E) IFN+, (F) TGF$. *valor p para Kruskall Wallis (0.05)

Discusioén

Muchos factores han sido implicados en el desarrollo de CaCU incluyendo una co-
infeccion bacteriana®. Los hallazgos principales de este trabajo muestran que la
microbiota del cérvix es notoriamente distinta entre los los estadios de la historia natural
del CaCU. Este estudio es el primero que investiga la composicién y diversidad de la
microbiota en cérvix de cada estadio de la historia natural del CaCU y su asociaciéon

con el nivel de expresion de IL-10, IL-6, IL-4, TNFa, IFNy y TGFB1 a nivel de cérvix.
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Sorprendentemente, a pesar de tener un niumero de muestra pequefio, se encontraron
niveles significativamente mayores de las medianas de expresion del ARNm de IL-4 y
TGF-B1 a nivel de cérvix, en el CST VIII dominado por Fusobacterium spp. Como era
esperado, se encontré una abundancia relativa alta de especies de Lactobacillus, en el
cérvix de mujeres sin LEI, siendo L. crispatus la especie mas abundante en los casos
VPH negativos y en el cérvix de mujeres SLEI VPH-positivas la especie L. iners. Dos
de los CST detectados en este estudio (CST | y Il, L. crispatus y L. iners), que solo se
encontraron en muestras sin LEI, fueron similares a los CST reportados por Ravel et
al.>® and Smith et al.”’. El CST V dominado por Gardnerella vaginalis, también fue
encontrado en mujeres sanas de origen hispano en el estudio de Smith et al.*. La
composicion bacteriana del grupo SLEI coincide con lo reportado a nivel de vagina de

mujeres sanas*®°8,

Asimismo, Huang et al. reportaron CSTs similares en la
microbiota de cérvix del grupo control de su estudio (mujeres coreanas no
embarazadas). Los resultados de este estudio concuerdan con los ultimos estudios de
microbioma vaginal en mujeres infectadas con VPH® . Reportes previos de estudios
de microbiota vaginal determinaron que la diversidad bacteriana en mujeres coreanas y

chinas VPH positivas es méas compleja que la de mujeres sanas 2%,

Estudios longitudinales en microbiota de vagina han demostrado que el Lactobacillus
crispatus es mas benéfico que L. iners, ya que se ha encontrado que L.crispatus, a
diferencia de este dltimo, tiene la capacidad de producir peréxido de hidrégeno.?* Lo
que puede explicar porque L. iners se encuentra en mayor proporciéon en mujeres VPH
positivas y en estados de disbiosis por VIH y VHS mas que L. crispatus®, mientras que
la produccién de peréxido de hidrogeno ha sido asociada a una microbiota vaginal

sana®®.

Sneathia spp, Megasphaera elsdenii y Shuttleworhia satelles fueron las bacterias mas
representativas en los casos de LEI y Fusobacterium spp. y Sneathia spp. en los casos
de CaCU. La especie Fusobacterium necrophorum solo fue encontrada en los casos de
cancer. Fusobacterium spp., forma parte de la microbiota comensal del microbioma

intestinal y oral presentes en poblacién humana sana®’; en contraste, también ha sido
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fuertemente asociado a carcinogénesis colorectal®®®. Consistente con los resultados
de este estudio, Fusobacteria spp, incluyendo el género Sneathia, han sido
identificadas como posibles marcadores asociados a infeccion por VPH en una cohorte

de gemelas coreanas®®.

Asimismo, Fusobacterium y Atopobium vaginae fueron previamente predominantes en
la microbiota vaginal de mujeres coreanas con neoplasia cervical intraepitelial (CIN)®.
Bacterias del género Sneathia estan emergiendo como patégenos potenciales del
tracto reproductivo femenino. Sneathia spp, antes llamada Leptotrichia amnionii puede
formar parte de la microbiota normal del tracto genito-urinario de hombres y mujeres.
Se ha documentado una correlacion positiva entre la colonizacién con Sneathia
amnionii y CaCU en muijeres VPH positivas®. En el presente estudio se encontrd el
genero Sneathia spp principalmente en pacientes con LEI y en menor abundancia en
las pacientes con CaCU. Estos resultados sugieren proponer a Sneathia spp como un

rasgo caracteristico de los casos de LEI VPH positivos.

Notoriamente, en el presente estudio, los resultados indican que en estados tardios de
la enfermedad Fusobacterium spp., es mas abundante significativamente que en
estadios tempranos de la historia natural del CaCU. Las especies de Fusobacterium,
son bacterias Gram negativas anaerobicas que son parte de la microbiota normal oral e
intestinal, algunas han sido reconocidas como patdégenos oportunistas en
enfermedades inflamatorias como periodontitis e inflamacion intestinal crénica e incluso
ha sido vinculada a cancer colorrectal®®®. Algunos estudios han mostrado el
mecanismo molecular por el cual especies de Fusobacterium producen efectos
patogénicos. F. nucleatum promueve la carcinogénesis colorrectal al modular la
sefalizacion E-cadherina/pB-catenina via la adhesion de FadA y la inmunidad en el
microambiente tumoral. Estudios epidemioldgicos confirman los resultados obtenidos e

identifican genes de la microbiota como virulentos®*%>%.

Por otra parte, otro estudio realizado previamente por Garcia Carranca y

colaboradores, reportan una distribucion anormal del supresor de tumor E-cadherina,
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que funciona como beta-catenina, en distintos tipos de cortes histolégicos del CaCU®’.
A pesar de que las oncoproteinas del VPH inducen cambios moleculares en el epitelio
cervical, no se ha descrito ningun efecto de los VPH de alto riesgo sobre E-cadherinas
y beta-cateninas.’® En contraste, la bacteria Chlamydia trachomatis altera las uniones
celulares dependientes de N-cadherinas y secuestra a beta-catenina en el epitelio
cervical de mujeres®®; también por medio de factores Chlamidicos con actividad tipo
proteasa que degradan a Nectina-1 (molécula de adherencia en uniones adherentes)
en células epiteliales transformadas por VPH'®. Por lo tanto, si componentes de la
microbiota del cérvix son capaces de inducir cambios en el epitelio, la presencia en
abundancia de bacterias patdgenas, como Fusobacterium spp., puede tener un papel
relevante en la patogénesis del CaCU, aunque se requiere de otros estudios para

confirmar esta hipotesis.

Notablemente, Megasphaera elsdenii y Shuttleworthia satelles no han sido previamente
reportadas en mujeres con LEl. No obstante, ambas especies bacterianas han sido
consideradas buenos predictores de vaginosis bacteriana'®, que es una disbiosis
asociada a anormalidades en exudados de cérvix'®?>. Se conoce poco a cerca de
Shuttleworthia satelles, lo Unico reportado hasta el momento, es que ha sido aislada de

la cavidad oral y de una valvula protésica de un paciente con endocarditis'®*,

Regresando a uno de los objetivos del presente trabajo, descubrir si existia una
relacion entre la microbiota del cérvix con un perfil especifico de citocinas a nivel del
cérvix, en casos con los distintos estadios de la historia natural del CaCU, se
encontraron niveles mayores de las medianas de expresion de IL-4 y TGF-B1 relativos
al gen enddgeno GAPDH a nivel de cérvix, en el CST VIII dominado por Fusobacterium
spp. La falla en la respuesta inmune es un evento clave en el desarrollo de CaCU; y
esta claro que un patron de citocinas tipo Th2 esta implicado en el microambiente
tumoral*®®. Igualmente, varios estudios apoyan la idea de que la respuesta inmune tipo
Th2 favorece la persistencia del VPH y consecuentemente el desarrollo de lesiones
premalignas®®® ®. Recientemente, en un estudio transversal y en un estudio de casos y

controles, ha sido demostrado que varias citocinas tipo Th2 son altamente expresadas
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en pacientes con LEI y CaCU, respectivamente °°. Por otra parte, algunas bacterias
han sido implicadas en el desarrollo de la respuesta inmune tipo Th2 de manera
directa, como Lactobacillus rhamnosus GG y Streptococcus thermophilus que inducen
la produccién de IL-10°. Especificamente Chlamydia trachomatis induce la produccién
de IL-10 en el tracto genital femenino inferior*®. Los resultados obtenidos en este
trabajo, sugieren que las Fusobacterias predominantes en los grupos con LElI y CaCU
podrian estar relacionadas con la produccion a nivel del cérvix de citocinas tipo Th2 y
Th3, especificamente IL-4 y TGF-B1. No obstabte, no se puede asegurar que sean las
responsables de tal efecto hasta la realizacion de otros estudios longitudinales. En
modelos de céancer colorrectal se ha reportado la presencia de Fusobacterium
nucleatum, y contrario a lo que sucede en otros tipos de cancer relacionados a
bacterias como cancer gastrico, esta bacteria no exacerba colitis, ni enteritis 0 una
carcinogénesis inflamatoria®. Lo que podria ser explicado por la produccién de
citocinas antiinflamatorias. El papel de Fusobacterium nucleatum en la generacion de

citocinas tipo Th2 requiere ser demostrado.

Por otro lado, en un estudio reciente se demostr0 que la microbiota regula la
inmunidad tipo 2 a través de la induccion de Tregs RORyt+ y TH17, actuando como
elemento clave en el balance de la respuesta inmune en células epiteliales’. La
infiltracién de linfocitos T en la mucosa del cérvix aumenta de acuerdo al grado de
malignidad del CaCU y se correlaciona con el infiltrado de linfocitos Foxp3+ en estados
tardios de la enfermedad. Estos linfocitos CD4+CD25+Foxp3+ Tregs juegan un papel
importante en la patogénesis del carcinoma de cérvix'®®. Por lo que la presencia de
algunos miembros de la microbiota del cérvix, como Fusobacterium spp., podria inducir
la respuesta inmune tipo Th2 a través de Tregs RORyt+, células Thl7, presentes en el
epitelio del cérvix'®®. Lo anterior genera la pregunta de si las células Th17 se pueden
diferenciar a Th3. La transdiferenciacion de células Th17 fue ilustrada recientemente;
esto se demostro por cambios en su perfil trancripcional y la adquisicion de una
capacidad regulatoria potente. Distintos perfiles transcripcionales de pre y post-
conversién han revelado un papel canénico del sefialamiento de TGF-B1'*°. Varios

estudios, incluyendo algunos de Madrid-Marina y cols, han demostrado niveles de
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expresion altos del ARNm de TGF-31, IL-4, e IL-10 en biopsias de pacientes con LEI y
CaCU*. Similarmente, se han reportado niveles séricos altos de estas citocinas en
pacientes con CaCU®. En este trabajo se encontr6 una asociacién de las CST
dominadas por Fusobacterium spp. con altos niveles de expresion del ARNm de IL-4 y
TGF-B1. Ademas de estos pacientes, se ha reportado que infecciones orales por
Fusobacterium spp., potencian la expresion de IL-4 sistémica. Por lo que existe, se
puede inferir una fuerte evidencia de que Fusobacterium spp. juega un papel
importante en el desarrollo de la inmunosupresion en el microambiente caracterizado
por citocinas anti-inflamatorias, como IL-4 y TGF-B1 en células transformadas por VPH
del cérvix; no obstante, se requieren estudios epidemioldgicos longitudinales extensivos

para confirmar esta hipotesis.

Otra citocina Th2 implicada en la inmunosupresién en pacientes con CaCU es IL-10*. A
pesar de haber encontrado niveles altos del ARNm de IL-10 en pacientes con LEI, no
se encontrg asociacion con un perfil de microbiota especifico. La fuente de produccion
de IL-10 puede explicarse por células tumorales, queratinocitos, macrofagos y células
de Langerhans en el cérvix de mujeres con LEI y CaCU, donde su presencia ha sido
demostrada por andlisis inmunohistoquimico®***. Mudiltiples factores contribuyen a la
produccién de IL-10 y TGF- Bl en el cérvix de células transformadas por VPH,
incluyendo proteinas del VPH, como E2 y las oncoproteinas E6/E7, que inducen un

aumento en la expresién de IL-10 y TGF- p1°”.

Conclusion

Con este estudio se comprobaron las hipétesis siguientes: La diversidad de la
microbiota en estadios avanzados del CaCU es mayor que la encontrada en mujeres
sin lesion de cérvix VPH+ y VPH-. Existen especies bacterianas especificas para cada
estadio del cancer cervicouterino. Existe una diferencia significativa en los niveles de
expresion de las citocinas IL-4, TGF-B1, a nivel del cérvix, al agrupar por CST. Los
niveles de expresion de las citocinas Th2 (IL-10) a nivel del cérvix fueron mayores en

LEI, al compararlos con los encontrados en mujeres sin lesion de cérvix VPH+ y VPH-.
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La diversidad de la microbiota del cérvix es mayor en estadios avanzados del CaCU
como fue hipotetizado inicialmente, en el presente estudio. Se demostr6 una
predominancia, en los casos SLEI, de especies de Lactobacillus: la especie L. crispatus
(prevalente en mujeres VPH-) y L. iners (prevalente en mujeres VPH+), a excepcion de
dos muestras que tuvieron mayor nimero de Gardernella vaginalis y Streptoccocus
agalactiae. En los casos de LElI y CaCU estuvo mayormente representada
Megasphaera Fusobacterium spp, que incluyen Sneathia spp. En los casos de CaCU
se reporto exclusivamente Fusobacterium nechrophorum. No obstante, se requieren de
estudios longitudinales futuros para validar si estas bacterias tienen un papel
patogénico en CaCU y proponer estas bacterias como biomarcadores microbiolégicos a

evaluar en las fases tempranas del CaCU.

En conclusién, este trabajo de tesis sugiere la asociacion de ciertos miembros de la
microbiota del cérvix, como un posible modificador del perfil de citocinas del
microambiente local que condicionen el desarrollo de LEl y CaCU. Con este trabajo se
abren nuevas perspectivas para el estudio del género Fusobacterium y su posible papel
en la carcinogénesis del cérvix, ya sea modificando la respuesta inmune tipo Thl7 a
Th2 o por un efecto directo sobre la via de sefalizacion E-cadherina/B-catenina en
células transformadas por VPH. El conocimiento generado en este estudio podra
permitir el desarrollo de nuevas estrategias diagndsticas, con marcadores
microbiologicos para identificar pacientes en estadios tempranos con potencial para el

desarrollo de CaCU.

Perspectivas

Como perspectivas se espera identificar a través de estudios de metagendmica,
biomarcadores bacterianos de las especies mayormente representadas en cada fase
de la historia natural del CaCU, que sean utiles como herramientas diagnosticas para

detectar mujeres infectadas con el VPH y mediante un estudio poblacional, identificar la
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frecuencia de la presencia de biomarcadores bacterianos en mujeres infectadas con el
VPH.

Limitaciones del estudio

Dado el disefio del estudio, no se puede establecer causalidad, entre la diversidad y
composicion de la microbiota del cérvix como un factor de riesgo para el desarrollo de
lesion premaligna en cérvix y CaCU. La calidad y cantidad de ARN extraido de las
muestras de cérvix de los casos evaluados, fue una limitante para el analisis de

expresion de citocinas a nivel local.

Consideraciones éticas y de bioseguridad

El estudio transversal al que esta anidado este proyecto conto con la aprobacion de las
comisiones de Investigacion, Bioseguridad y de Etica en Investigacion del Instituto
Nacional de Salud Publica y del Instituto Nacional de Cancerologia. En el
consentimiento informado las participantes autorizaron al grupo de investigacion usar
las muestras del banco para otras investigaciones (el formato de este documento
puede ser consultado en el anexo 1). Los formatos de los consentimientos informados,
de la carta de aprobacion de la comisién de ética en investigacion y de bioseguridad del
proyecto madre al que estuvo anidado este estudio pueden ser consultados en el

Anexo 2.

Recursos materiales y financiamiento

El proyecto contd con apoyo para su realizacion de CONACYyYT, a traves del proyecto
SEP CB-2011-01-169552 bajo el titulo “Microbioma de cérvix en los diferentes estadios
que llevan al desarrollo de cancer cervicouterino”. Se conto con la beca mixta otorgada

a los alumnos de los posgrados de calidad numero 2976418945.
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Anexo 1.

Consentimiento informado

Instituto Nacional

G Hulj:\' ) ]II*‘WI AP wmm&uﬂﬁ“}m
de Salud Publica "B Moo m

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION DE MUESTRASANGUINEA Y PARA TOMA DE
MUESTRA DE EXUDADO CERVICAL

FECHA:/ /) 111 111717

Dia mes afo

En México mueren muchas mujeres por Cancer cérvicouterino y cada afio se reportan masde 11,000 nuevos
casos; lo cual sugiere que existe un factor genético en la poblacién que la haga susceptible a esta enfermedad. El
Instituto Nacional de Salud Publica esta realizando un estudio titulado “Polimorfismos de la regién reguladora del
gen de Interleucina 10 y su asociacion con la infeccion del virus del papiloma humano y el cancer cérvicouterino”
con el fin de identificar factores genéticos de susceptibilidad en la poblacion mexicana.

En este estudio se esta invitando a mujeres que acuden a consulta en el Centro de Atencion de la Mujer referidas
de centros de atencidon primaria con un diagndstico presuntivo que sera confirmado 6 descartado por el
ginecologo colposcopista. En caso de aceptar participar en el estudio mediante la firma de esta carta de
consentimiento se le pedira lo siguiente:

a) Responder a un cuestionario de 42 preguntas sobre caracteristicas demograficas e historia reproductiva
que le hara el profesional encargado de toma de muestra en un tiempo aproximado de 15minutos. La
informacién que usted dé sera estrictamente confidencial y de suma importancia para el logro de los
objetivos del presente estudio. Cuando esta informacion se emplee en reportes cientificos, fueron

resumidos de tal forma, que no aparezca algin nombre o forma alternativa de identificacion.
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b)  Permitir la toma de muestra sanguinea (2 tubos de 7 ml = dos cucharaditas) por el profesional
especializado encargado, con la que nos permitira extraer el ADN para analizarlos polimorfismos del gen
deIL-10, el ARN para analizar la expresion del ARNm delL-10y suero para medir el nivel de proteina
deIL-10"y establecer relaciones con el diagndstico que el ginecdlogo colposcopista le realice. Por otro
lado, esta muestra servird para la creacion de un banco de ADN, ARN y suero que nos permitira en un
futuro realizar otras investigaciones de importancia para la salud de la poblacién en general. La toma de
sangre sera tomada con material nuevo y estéril y se llevard a cabo en el consultorio del Centro de

Atencion para la Salud de la Mujer, asi como la aplicacion del cuestionario.

c) Permitirlatoma demuestra de exudado de cérvix por el ginecdlogo colposcopista en un tiempo
aproximado de 10 minutos. En este procedimiento le tomaran muestra del canal endocervical con un
cepillo (citobrush) y la colocaran en un tubo con medio de conservacion para realizar posteriormente la
prueba de deteccion del Virus del Papiloma Humano por PCR y la extraccion de ARN para el analisis de
expresion de IL-10 en cérvix. Adicionalmente el ginecdlogo le tomara muestra de esta zona para realizar
un frotis o extendido en ldmina para la citologia o Papanicolau y le hard una colposcopia adicionandole
acido acético para detectar tempranamente cualquier tipo de lesidn que tenga que ser tratada. El
diagnostico colposcopico lo realizara el ginecdlogo colposcopista al momento de la consulta, la citologia

sera enviada para su analisis patoldgico.

RIESGOSYMOLESTIASPOTENCIALES:

La toma de muestra de exudado cervical es algo incdmodo, pero el doctor(a) que realiza este procedimiento, lo

hace muy rapido, limitdndole las posibles molestias, en beneficio de su salud.

La toma de muestra de sangre puede ser un poco dolorosa y en ocasiones puede dejar un moreton alrededor del
sitio de la toma. Sin embargo, la persona encargada de tomarle la muestra es un profesional con experiencia y

tratara de que esto no suceda.

En caso de cualquier problema relacionado con la toma de las muestras, personal del Centro de Atencion para la

Salud de la Mujer de los Servicios de Salud del Estado de Morelos, le atendera sin costo alguno.

BENEFICIOSPOTENCIALES:
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Los resultados de este estudio permitiran conocer si usted tiene una infeccién por el Virus del Papiloma Humano o

algun tipo de lesion del cuello uterino que requiera de tratamiento oportuno.

En la siguiente cita de control luego de la toma de muestra, el ginecdlogo colposcopista del Centro de Atencidn
para la Salud de la Mujer, le dard a cada uno de las pacientes el diagnostico colposcopico. El resultado de la
prueba de PCR para VPH y de la citologia, se dara al paciente un mes después de la toma de muestra en una de
las citas de control. Los resultados se daran por escrito, con copia en la historia clinica de cada uno de las
pacientes. En caso de que los resultados muestren que usted tiene alguna lesidon, el personal médico
especializado del Centro de Atencion para la Salud de la Mujer donde usted es atendida, la orientara y le brindara
el mejor esquema para su tratamiento.

PARTICIPACION:

Su participacion es VOLUNTARIA y porlotanto, puede dejar de contestar alguna pregunta, suspenderla entrevista
o retirarse del estudio en cualquier momento. Las muestras de sangre y de exudado de cérvix que usted esta
donando fueron procesadas para obtener ADN, ARN y suero. Cada una de las muestras sera etiquetada con un
cddigo cuya identidades confidencial y fueron almacenadas en los bancos del laboratorio 4 planta baja del Centro
de investigaciones sobre Enfermedades Infecciosas del Instituto Nacional de Salud Publica. En caso de que usted
decida retirarse del estudio, esto no afectara de ninguna manera la calidad y cantidad de atencion médica que
recibe de parte del Centro de Atencidn para la Salud de la Mujer de los Servicios de Salud del Estado de Morelos”.
No es posible en caso de retiro del estudio, devolver la muestra que usted dond, dado que la muestra ya pudo

haber sido procesada, sélo que no se incluird en el estudio sin su autorizacion.

Todos los gastos que se generen en la presente investigacion fueron cubiertos por el Instituto Nacional de
Salud Publica y los Servicios de Salud de Morelos y se le garantiza confidencialidad de la informacién que usted
muy amablemente nos brinde.

Para cualquier aclaracion o duda respecto a este estudio favor de llamar por cobrar al teléfono
(777)3293056¢0n el Dr. Vicente Madrid, responsable de la investigacion en el Instituto Nacional de Salud
Publica en la ciudad de Cuernavaca.

Para cualquier duda derivada de la toma de muestra, favor de llamar por cobrar al teléfono (777)3101438 con
el Dr. Javier Salgado, responsable de la investigacidn en el Centro de Atencion para la Salud de la Mujer de los
Servicios de Salud del Estado de Morelos en la ciudad de Cuernavaca.

Para cualquier aclaracion o duda sobre sus derechos como participante en este estudio de investigacion, puede

comunicarse con la Dra. Julieta Ivone Castro, Presidenta de la Comision de Etica del Instituto Nacional de
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Salud Publica al teléfono (777)329-30-00 Extension 7424, de lunes a viernes de 9:00a17:00hrs.

AUTORIZACION

Leido lo anterior, acepto participar en el estudio descrito y a que los propdsitos de este han sido explica dos a
mi satisfaccion. Queda copia de esta forma de consentimiento, registrada en la Historia Clinica del apaciente

del Centro de Atencion para la Salud de la Mujer de los Servicios de Salud del Estado de Morelos.

Nombre: Firma:
Entrevistador: Firma:
Testigol Firma:
Direccion: Fecha:
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Parentesco con el paciente:

Testigo2

Firma:

Direccion:

Fecha:

Parentesco con el paciente:

Ademas, autorizo que mi muestra de sangre sea guardada en un banco de muestras en el Instituto Nacional de

Salud Publica, bajo la responsabilidad del Investigador Responsable del proyecto, el Dr. Vicente Madrid Marina y sea

utilizada en otros proyectos de investigacion diferentes a este”.

]
L]

No acepto

Si acepto

Comisioén de Etica
Instituto Nacional de Salud Publica

Versién Aprobada:
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Anexo 2. Cartas de aprobacion de las Comisiones de

Bioseguridad, Etica

en Investigacion e Investigacion del Proyecto Madre al que estuvo anidado

el presente estudio

Carta Comision de Bioseguridad

CB10-041.

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

CB: 806 -CI: 814

Dr. Vicente Madrid Marina

Responsable de Proyecto
CISEI-INSP
Presente

Por medio del pressnle informo a usted que & dclamen de lo Comsdn de
Biocseguridod para la incorporacidn de dos co-investigadores, los M. en C. Margarita
Bahena Roman y Aliredo Lagunas Marlinazen en & proyecho de invesfigocion filulado:
"Polimorfismos de la Regién Reguladora del Gen de Inferdeucina-10 y v asoclacién
con el rlesgo de desarrollar cancer cervical en mujeres procedentes del Eslado de

Guerrero” es: EXENTO DE REVISION.

Dr. F. Villalpando Hermdndez
Presidenis de la Comisién
de Bloseguridad-INSP

ccp Dr. Exturycn Lammons Pance.- Frescencts che ke Cormann de o 6 Aeere.
Cva Jbatalvonne Corvo Rarvena - Preddentn de ko Cortian @ Fica Preems

Col Sarmio Moo Aruccokian TolFam] (777) 2000 x) T304
S208 CuemoVoon. Mosskot Secroncea TN
Nadco

o el oAl e
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Carta Comisién de Etica

INSTITUTO NACIONAL DE COMISION DE ETICA
SALUD PUBLICA Dra. Julieta lvone Castro Romero
Avenda Universidad 655, Presidenta

Colonia Santa Maria Ahuacalitlian
62100 Cuemavaca, Morelcs. Moxico

Telefona: +52 (777) 329 30 00 Ext.2455
Email: jcastro@insp.mx
web: www.insp.mx

@

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 Regién
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 precedimientos 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 del
sistema SIID. Si Usted tiene dudas sobre el registro de modificaciones menores,
favor de comunicarse con esta Comision para su consideracion.

Atentamente

g

akiaitil




Carta Comision de Investigacion

Instituto Nacional de Salud Puablica

Comisién de Investigacion — o
— ————

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 registrd la aprobacion de la Comisién de
Bioseguridad del proyecto de investigacion titulado: “Polimorfismos de la Region
Reguiadora 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 ocasion para enviarle un saludo cordiai.

Atentament

Dr. Eduardo C. Lazcano Ponce
Presidente de la Comision
de Investigacion-INSP
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Anexo 3. Rangos dinamicos para el analisis de expre

nivel del cérvix
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Standard Plot
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