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RESUMEN

En lesiones precancerosas del cérvix y en cancer cervicouterino (CaCU) se ha
identificado un estado de inmunosupresion, caracterizado por un aumento de la
expresion de las interleucinas tipo Il (IL-4, IL-10, supresoras de la respuesta
inmune celular) y una concomitante reduccién de las interleucinas tipo | (IL-2, INF-

Y), el cual favorece la persistencia de la infeccion por el VPH.

Recientemente nuestro grupo de investigacion publico la asociacion de
polimorfismos de la region promotora de citocinas Th2 y Th3 como factores de
riesgo para el desarrollo de CaCU. Esto ha permitido postular un perfil genético de
respuesta inmune (Th2-Th3), implicado en la susceptibilidad a CaCU. Sin
embargo, este perfil fue definido en estudio transversal y se requiere de un estudio
de cohorte para definir si este perfil genético favorece la persistencia viral. Asi, en
la presente investigacion se analiz6 la asociacion de polimorfismos de la region
reguladora de los genes -590C>T (IL-4), -573G>C (IL-6), -592C>A (IL-10),
-819C>T (IL-10), —1082A>G (IL-10), -509C>T (TGF-B1), —308G>A (TNF-a) y -
1615C>T (IFN-y) con el fenotipo de persistencia de VPH en cérvix en el primer afio

de seguimiento de una cohorte de mujeres VPH positivas.

Este estudio esta anidado al proyecto de investigacion titulado: “Las citocinas
inmunosupresoras Th2 y Th3 como predictores de persistencia viral y progresion a
lesién pre-maligna en cérvix en mujeres infectadas con VPH-AR: estudio de
cohorte”, en el cual se cuenta con un estudio basal donde se definieron grupos de
seguimiento por tres afios de mujeres VPH positivas y que fueron evaluadas a los
12 meses para determinar persistencia de infeccion por VPH. Dicho proyecto
cuenta con la aprobacion de las comisiones de ética en investigacion,
investigacién y bioseguridad del INSP y con financiamiento por parte del Fondo
Sectorial en Salud de CONACyT.



En la presente propuesta de investigacion se realizd la evaluacion de los
polimorfismos descritos a través de discriminacion alélica con sondas Tagman en
muestras de CMSP del banco de biol6gicos construido en la cohorte donde esta
anidado este estudio y se realizé analisis bivariado y de regresion logistica para
determinar la asociacion estadistica de estos polimorfismos con los fenotipos de
persistencia y eliminacion de VPH ajustando por posibles confusores, observando
que ser portador del polimorfismo -573G>C (IL-6), -380G>A (TNF-a) o 1615C>T
(IFN-y) es un factor de riesgo para persistencia de infeccion por el VPH, mientras
que ser portador del polimorfismo -590 C>T (IL-4) confiere proteccion contra
persistencia de infeccion de VPH. Las pacientes portadoras del polimorfismo
-509C>T (TGF-B1) mostraron proteccién contra la eliminacion del VPH y los
polimorfismos -592C>A, -819C>T y -1082A>G (IL-10) no mostraron significancia

estadistica para los fenotipos de persistencia o eliminacion de VPH.

Las asociaciones encontradas al primer afio de seguimiento para los
polimorfismos -573G>C (IL-6), -380G>A (TNF-a) o 1615C>T (IFN-y) sugieren que
estos tres SNPs son potenciales predictores de mayor riesgo para infeccion
persistente del VPH. Lo que podria formar parte de marcadores prondsticos de
persistencia del VPH que permita identificar a mujeres con potencial de infeccién
persistente y progresiéon a lesion premaligna con el objetivo de disminuir la
sobrecarga asistencial actual de diagndstico y tratamiento y mejorar la estrategia

de prevencion del CaCU.
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INTRODUCCION

La prevalencia a nivel mundial de infeccion por virus de papiloma humano (VPH)
en mujeres sin anomalias de cuello uterino es de 11 a 12%. Asimismo, se conoce
que existe una distribucion de VPH edad especifico con un pico en mujeres
menores de 25 afios y un rebote en mujeres mayores de los 45 afos. Los
principales genotipos de VPH en el mundo y México para infecciones persistentes
a nivel de cérvix son el 16 y 18, lo que explica la relacién de la carga de infeccion
por VPH y CaCU. (1,2)

El agente causal es el Virus de Papiloma Humano (VPH), el cual no esta envuelto
y cuya capside esta compuesta por 72 capsOmeros y presenta las proteinas
estructurales L1 y L2 que recubren su genoma, el cual se compone por una doble
cadena de ADN de 7200 a 8000 pares de bases. Se sabe que el genoma
comprende tres regiones de lectura encargadas de sintetizar proteinas necesarias
para su ciclo de replicacion. Actualmente se considera que las infecciones por
VPH tienden a revertir como consecuencia de una respuesta adecuada por parte
del sistema inmune; sin embargo, hay infecciones que no son eliminadas

totalmente lo que lleva a una persistencia viral. (3,4)

Existen diferentes factores de riesgo relacionados con la persistencia de la
infeccion por VPH dentro de los que destacan: las infecciones por genotipos
oncogénicos; el numero de parejas sexuales donde a mayor numero, mayor
exposicion a genotipos de VPH que facilitan la co-infeccion y pueden
desencadenar persistencia viral; la edad; el tabaquismo; el uso de anticonceptivos
orales y, finalmente, una respuesta inmune baja. Por su parte, en un estudio
reciente de nuestro grupo evaluando lesiones escamosas intraepiteliales (LEI) y
cancer cervicouterino (CaCU) se propus6 que existe un estado de
inmunosupresion a nivel del cérvix, caracterizada por el aumento de la expresiéon
de las citocinas tipo Il (IL-4, IL-10, etc.) y una reduccién de las citocinas tipo | (IL-2,

INF-y). Asimismo se sugiere que este perfil de expresion es regulada por
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polimorfismos de la regidbn promotora de los genes que codifican para estas
citocinas y que favorecen estados de persistencia viral, ademas de que
oncoproteinas del VPH pueden regular a su vez la expresion de ciertas citocinas
en el microambiente del cérvix, como IL-10 y TGF-B1. (4) Sin embargo, es
necesario validar si estos polimorfismos reportados como asociados en estudios
transversales para LEl y CaCU, pueden condicionar la persistencia del VPH en
estudios longitudinales y si la persistencia del VPH es causa o consecuencia de la

desregulacion inmune a nivel del cérvix.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La gran mayoria de las mujeres infectadas por algun tipo de HPV oncogénico a
nivel del cérvix nunca presentan CaCU, debido a que una respuesta inmune
adecuada es capaz de controlar la infeccion por el VPH (Virus del Papiloma
Humano) y evitar la progresion a lesion precancerosa. En lesiones precancerosas
del cérvix y en cancer cervicouterino (CaCU) se ha sugerido la presencia de un
estado de inmunosupresion local, caracterizado por un aumento de la expresion
de las interleucinas tipo Il (IL-4, IL-10, supresoras de la respuesta inmune celular)
y una concomitante reduccion de las interleucinas tipo | (IL-2, INF-y), el cual

favorece la persistencia de la infeccién por el VPH.

Investigaciones recientes sugieren la asociacion de polimorfismos de la region
promotora de citocinas Th2 y Th3 como factores de riesgo para el desarrollo de
CaCU. Esto ha permitido postular un perfil genético de respuesta inmune (Th2-
Th3), implicado en la susceptibilidad a CaCU. Sin embargo, se requiere de
estudios longitudinales para confirmar si polimorfismos de la region reguladora de
los genes -590C>T (IL-4), -573G>C (IL-6), —-592C>A (IL-10), -819C>T (IL-10),
-1082A>G (IL-10), -509C>T (TGF-B1), —308G>A (TNF-a) and -1615C>T (IFN-y)
se asocian como biomarcadores inmunoldgicos de persistencia de infeccion por el

VPH en cérvix.

¢Existe asociacion de la expresion del ARNm de IL-4, IL-6, IL-10, TGF-
B1, TNF-a e IFN-y a nivel de cérvix en fenotipos de persistencia y
eliminacion viral?

¢Existe asociacion de los polimorfismos en la region reguladora de
los genes IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y con infeccidn

persistente por VPH?
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MARCO TEORICO

EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia mundial reportada para la infeccion por el Virus del Papiloma
Humano (VPH) en mujeres que no presentan patologia a nivel de cérvix es de 11
a 12%, se conoce que las tasas mas altas se presentan en el Africa subsahariana
con un 24%, seguido de Europa del este y América latina con 21% y 16%
respectivamente; sin embargo, esta prevalencia muestra un aumento en relacion
al grado de lesion a nivel de cérvix. Existe una prevalencia alta de variantes del
VPH 16 y 18 con potencial oncogénico lo que explica la prevalencia de la
infeccion por este agente y el cancer. Un estudio publicado en el afio 2014
menciona que la distribucion VPH edad especifico muestra un aumento en edades
jovenes en comparacion de edades avanzadas; asi mismo, se reporta que los
genotipos de VPH mas prevalentes son el VPH 16 (3.2%), VPH 18 (1.4%), VPH 52
(0.9%), VPH 31 (0.8%) y VPH 58 (0.7%). (1)

En México, un estudio publicado en 2015 reporta que la prevalencia de VPH tipo
especifico en mujeres con citologia normal es de 6.2% para VPH 16, 5.4% para
VPH 59, 2.6% para VPH 18 y 1.8% para VPH 31, esto es de gran importancia
debido a que el VPH 16 se encuentra en 57% de los casos de cancer
cervicouterino (CaCU). Un metaandlisis evalud la prevalencia de VPH en el centro,
norte, y sur de México a partir de 8706 casos. En esta revision se identificaron con
mayor frecuencia los genotipos 16, 58, 18 y 33 del VPH en el norte de México, en
el centro del pais se registran los genotipos 16, 18, 45 y 58 del VPH, mientras que
en la region sur los genotipos 16, 18, 31 y 58 del VPH. Estos datos son de gran
importancia para el disefio de politicas encaminadas a prevenir la infeccion por

VPH a nivel poblacional. (2)
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AGENTE INFECCIOSO

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae, mide 55nm, es un virus no
envuelto, presentan una capside compuesta por 72 capsémeros (de los cuales 60
son hexadmeros y 12 pentameros), en la cual se encuentran las proteinas
estructurales L1 y L2 que recubren al genoma del virus. EI genoma del VPH esta
compuesto por una doble cadena de ADN de 7200 a 8000 pares de bases, se
conocen mas de 10 marcos de lectura abiertos (ORFsS) y por lo general una de sus

hebras es transcripcionalmente activa. (3)

Genoma Viral

Diversos estudios describen el genoma del VPH dividido en tres regiones, la
primera de ellas conocida como region temprana (E: Early) encargada de codificar
para los genes E1-E8 que participan en la replicacién y mantenimiento del genoma
del virus; la segunda, conocida como region tardia (L: Late) que codifica para
proteinas estructurales de la capside L1 y L2 y la tercera, region larga de control
(LCR: Long Control Region) en la que se encuentran los sitios que regulan la
transcripcion y replicacion del genoma viral. Se conocen mas de 200 genotipos del
VPH de los cuales 18 son clasificados como “alto riesgo” por su gran potencial
oncogénico. Es bien conocido que los genotipos 16y 18 del VPH se relacionan con
mas del 75% de los casos de CaCU. (5)

Ciclo de replicacion

El virus ingresa por una micro lesion presente en las células basales del epitelio, a
Su ingreso se activa un mecanismo de endocitosis que utiliza clatrinas y heparan
sulfato reguladas por la proteina estructural L2. EI genoma del virus permanece
como un elemento extracromosomal llamado episoma, la replicacion de su
material genético se da en el interior de las células basales y parabasales con el

objetivo de mantener 50 a 100 copias de su genoma. Tanto la proteina E1 como
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E2 se expresan para conservar el genoma viral en forma episomal, lo que facilita
la adecuada segregacion del material genético durante la division celular. En el
proceso de division de las células infectadas, una de las células hijas permanece a
nivel basal y la otra inicia la diferenciacion dirigiendose a la parte superior del

epitelio. (5)

En un subgrupo de células pertenecientes a las capas superiores del epitelio se
lleva a cabo la amplificaciéon del genoma viral y es en esta etapa necesaria la
activacion del promotor dependiente de la diferenciacion, presente en el ORF de
E7, para poder aumentar los niveles de E1, E2, E4 y E5, proteinas virales
fundamentales para la replicacion. Finalmente, una vez que el genoma viral ha
sido amplificado, las proteinas de la capside L1 y L2 se acumulan en la superficie
del epitelio para poder realizar el ensamblaje. Al ser un virus no litico, las
particulas virales son liberadas hasta que alcanzan la superficie por medio de la
interaccién de E4 que se encarga de desestabilizar los flamentos de citoqueratina.

(5)

FASES DE INFECCION POR VPH

Las fases de la infeccion por VPH se presentan en la Figura 1.

Infeccidn activa: Es un reflejo de la expresion controlada y regulada de proteinas
virales en aquellas células que presentan integracion del genoma viral. Tanto la
amplificacion del genoma viral en las capas medias del epitelio, como la expresion
de las proteinas L1 y L2 en la superficie, facilitan el ensamblaje y su posterior
liberacion. Mientras las células basales mantienen el genoma viral en forma
episomal para generar un niumero de copias bajo y por lo tanto una expresion baja
del virus, las células de la superficie sin inhibicion de E6 y E7 entran en el ciclo
celular; los linfocitos T se encuentran en reposo Yy las células de Langerhans en la

parte inferior del epitelio permiten la infeccion. (1)
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Regresion inmune: Caracterizada por la presentacion del antigeno al sistema
inmunoldgico con la participacion de las células de Langerhans, seguida de
acumulacion de Linfocitos CD4+ y CD8+ en el interior y alrededor de la lesion.(1)

Latencia: En esta etapa se presenta una proliferaciéon de células basales que
contienen al genoma del virus, con expresion anormal de los genes virales y
diversos cambios en la expresion de los genes en las células basales,
responsables de un nimero de copias bajo del genoma a nivel de la lesion. Asi
mismo, la replicacion del VPH puede persistir largo tiempo debido al largo periodo

de vida de las células madre. (1)

Reactivacion de la latencia: Un mecanismo esencial para el mantenimiento del
genoma viral en estado latente es la respuesta adecuada del sistema inmune con
la presencia de linfocitos T circulantes en el epitelio, que evitan la expresion
extensa del genoma del VPH; por lo que un estado de inmunosupresién podria
generar un aumento en el nimero de copias relacionadas con lesiones a nivel de

cérvix. (1)

4. | Reactivacion de latencla ]

Capa de
células en
diferenciacion

Capa de
células
basales

Figura 1. Fases de infeccién por el VPH. Adaptada de Maglennon GA et al. Torres-Poveda KJ,
Cruz-Valdez A, Madrid-Marina V. Epidemiologia del cancer cervicouterino. Gac Mex Oncol.
2014;13(4):4-17.
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INFECCION PERSISTENTE POR EL VPH

Durante el periodo de latencia, el VPH puede evadir la respuesta inmune y
establecerse una infeccion persistente, en este contexto es esencial la ausencia
de viremia acompafada de niveles de expresion de proteinas virales bajos lo que
favorece la ausencia de inflamacion y resulta en inactivacion del sistema inmune;
sin embargo, en las situaciones en donde se presenta una respuesta inmune por
parte del hospedero esta es generalmente baja debido a que el virus se limita a las
células basales del epitelio, en donde la expresion de proteinas virales es
minima. Aunado a esto, al ser un virus no litico favorece una respuesta inmune
baja que permite la persistencia viral, por lo tanto la respuesta inmune se activara

Gnicamente en presencia de lesiones de grados superiores. (4,6)

FACTORES DE RIESGO PARA INFECCION PERSISTENTE POR EL VPH

Un articulo publicado en 2017 sobre los factores de riesgo para la infecciéon
persistente de VPH refiere que existen diversos factores asociados con este
estado, destacan el tabaquismo; uso de anticonceptivos orales debido a que
disminuye la viscosidad del moco a nivel del cérvix lo que favorece la persistencia
de la infeccion por este agente; el comportamiento sexual que tiene un papel
fundamental dado que a mayor nimero de parejas sexuales mayor exposicion al
virus y a su vez mayor riesgo de co-infeccién por multiples genotipos de VPH. Por
otro lado la edad es fundamental ante una infeccion persistente debido a que la
respuesta del sistema inmunolégico muestra mas eficacia en edades jovenes que
en edades avanzadas, por lo que es frecuente que una infeccién con un genotipo
oncogénico suela revertir en edades inferiores a 35 afos y persistir en edades

superiores a esta. (6,7) (Figura 2)

Sistema inmune: Generalmente el sistema inmune produce una respuesta
adecuada ante la infeccion por VPH, que controla e interrumpe su evolucién; sin

embargo, algunas infecciones no son eliminadas totalmente lo que lleva a
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persistencia viral y a un aumento del riesgo de lesiones intraepiteliales de bajo y
alto grado que pueden evolucionar a CaCU. Se estima que hasta el 90% de las
infecciones por el VPH a nivel del cérvix pueden eliminarse por una respuesta

inmune adecuada en mujeres jovenes. (7)

Estd documentado que la respuesta inmune es esencial ante la incidencia y
progresion de infecciones por el VPH, con un aumento en los casos en personas
inmunodeprimidas; no obstante, el ciclo de replicacién del propio virus es por si
mismo un mecanismo de evasion de la respuesta inmune ya que como se
menciong, la infeccién y multiplicacién del genoma viral se da principalmente en
los queratinocitos en forma episomal, con la expresién de proteinas estructurales
solo en capas superficiales del epitelio; asi mismo la muerte de los queratinocitos
se da en forma natural por lo que no se genera una sefial de alarma o de estrés
celular, sumado a esto el VPH no presenta efectos citopaticos por lo que las
sefales de inflamacion no son suficientes para generar una respuesta inmune

altamente eficaz. (8)

Aun y en ausencia de lisis celular o activacién de células del sistema inmune una
infeccion persistente por VPH, deberia de inducir la expresion de interferon (IFN)
tipo 1 y en consecuencia el bloqueo de la evolucion de la infeccion al inhibir la
sintesis de proteinas, la angiogénesis y la activacion de una respuesta especifica;
sin embargo, el VPH suprime la activacion del gen que codifica para el IFN tipo 1
al inhibir su expresion a través de las oncoproteinas E6 y E7, lo que permite el
establecimiento de una infeccion persistente con diversidad de efectos en las
células infectadas. Por otro lado, se ha documentado que asi como la respuesta
inmune innata juega un papel relevante como primera barrera en el control de una
infeccion por VPH, una respuesta inmune adaptativa eficiente caracterizada por la
expresion de moléculas de la respuesta inmune celular y humoral es fundamental

para evitar el establecimiento de la persistencia viral. (7,8)
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PERSISTENCIA DE INFECCION POR VPH
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favorecida por integracion Persistencia del virus
del genoma viral'y ) ] favorecida por
expresion de genes Persistencia de la inmunosupresion
transformantes infeccion

Figura 2. Factores etiélogicos para la infeccion persistente por el VPH. Adaptada de Torres-
Poveda KJ, Burguete A, Bermidez VH, Madrid-Marina V. La infeccion por el virus del Papiloma
humano y cancer cervicouterino: una perspectiva de salud publica. Revista de Investigacion Clinica
2008, 60 (5): 414-420.

EXPRESION DE CITOCINAS EN INFECCION POR VPH EN CERVIX

En lesiones precancerosas del cérvix y CaCU se ha identificado un estado de
inmunosupresion, caracterizado por un aumento de la expresion de las
interleucinas tipo Il (IL-4, IL-10) y una concomitante reduccion de las interleucinas
tipo | (IL-2, Interferon gamma (INF-y)) . Existe un cambio a un perfil de expresion
predominante de citocinas Th2 en la evolucién hacia CaCU, evidenciado por
aumento en la concentracion de citocinas Th2 en suero, a su vez existe una
disminucion en las cadenas CD3 zeta en linfocitos T infiltrantes de tumor a medida
que la lesion progresa, esto ha sido explicado por la reduccion de citocinas Thl en
etapas finales de la lesion y enfermedad. Asi mismo, hay estudios que demuestran
una respuesta inmune deteriorada inducida por IL-10 y TGF-B1 implicada en

persistencia de la infeccién por VPH y la evolucion a CaCU. (4) (Figura 3)
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Figura 3. Expresion de citocinas ante infeccion incidente por el VPH y en CaCU. Adaptada de
Torres-Poveda K. Role of IL-10 and TGF-B1 in local immunosuppression in HPV-associated
cervical neoplasia. World J Clin Oncol [Internet]. 2014;5(4):753. Available from:
http://lwww.wjgnet.com/2218-4333/full/v5/i4/753.htm.

Se ha documentado que desde el inicio de la infeccibn existe una expresion
aumentada de la citocina inmunosupresora IL-10 a nivel de cérvix, la cual va
aumentando a medida que la lesién es mayor, por lo que los niveles mas altos son
en estadios de cancer. En resumen, cada uno de los elementos mencionados son
fundamentales para una respuesta inmune deteriorada que permite la persistencia
de la infeccion por VPH, la integracion del genoma viral a las células sanas del

epitelio, evolucionando a una transformacion y finalmente a una inmortalizacion

celular. (4)
POLIMORFISMOS DE CITOCINAS EN INFECCION POR VPH

Un estudio publicado en 2016 reconoce la importancia del papel funcional de
ciertas citocinas como parte del sistema inmune en la fisiopatologia del CaCU, al

mismo tiempo que reporta la asociacion de diferentes polimorfismos en las
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regiones promotoras de genes que codifican para ciertas citocinas y que regulan
su expresion tanto a nivel local como sistémico. Los principales polimorfismos
evaluados son polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, por su sigla en inglés)
presentes en la region reguladora de los genes IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e

IFN-y que representan una carga alélica de riesgo para CaCU. (9)

En el estudio realizado por Torres Poveda y col., se reconoce que el SNP -
590C>T de IL-4 (rs2243250) influye en el riesgo de CaCU, dado que el alelo T del
SNP se asocia con aumento de la actividad transcripcional de este gen in vitro, asi
mismo se propone que debido a que el SNP se localiza dentro de la region 5'UTR
del gen, la presencia del SNP impacta en la transcripcion y estabilizacién del
ARNm. De manera especifica se conoce que el SNP -590C>T de IL-4 es una
transicion (C/T), reconocido como marcador genético en cancer oral, asi como se
ha reportado que el aumento de IL-4 desestabiliza la homeostasis del sistema
inmune ejerciendo efectos inhibidores sobre la expresién y liberacion de citocinas

proinflamatorias. (9)

Para IL-6, estudios previos reportan que el genotipo C/C del SNP -573G>C
(rs1800796) presente en la region promotora del gen de IL-6 se asocia con mayor
frecuencia con CaCU comparado con el genotipo heterocigoto G/C. Este SNP es
una transversion, un cambio de G por C reportado como factor de riesgo para
cancer de pulmén. En casos de CaCU la expresion alta de IL-6 por efectos
paracrinos y autocrinos se asocia de manera directa con crecimiento de células
tumorales, ademas de que IL-6 estimula la angiogénesis en tumores, por lo tanto
los niveles de expresion de IL-6 se consideran como un criterio de gravedad o mal

pronaostico en cancer. (9-11)

Por otro lado, IL-10 ha sido una de las citocinas mayormente estudiadas,
recientemente se han publicado estudios que demuestran diversos sitios
polimdrficos con relevancia funcional en la expresion de este gen. En la regién

promotora de IL-10 se reconocen tres SNP que han sido ampliamente estudiados,
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los SNPs -1082 A>G, -819 C>T y -592 C>A, que promueven la transcripcion del
ARNmM de IL-10 y la expresion in vitro de IL-10. EI SNP ubicado en la posicién de
la regién promotora -592 (rs1800872) es una transversion (un cambio de C/A), en
una regidn conocida como potenciadora negativa, lo que quiere decir que la
presencia del SNP (una mayor frecuencia del alelo A), estimula la transcripcion de

este gen y se relaciona con mayor riesgo de CaCU. (9,12,13)

En cuanto al SNP -819 que es un transicion C>T (rs1800871) en la region
promotora del gen de IL-10, se ha asociado con un riesgo reducido de cancer
gastrico en asiaticos; sin embargo, el mecanismo de influencia de este SNP en la
carcinogénesis no se conoce aun.(14) Finalmente el SNP -1082 (rs1800896) de
IL-10 se reconoce como una transicion (A/G) y es catalogado como el
polimorfismo de IL-10 mas estudiado, esta asociado a la alta o baja expresiéon de
IL-10 en donde la variante A aumenta dos veces mas la trascripcion de este gen
en comparacion con la variante G. Mientras en paises como Japon y Zimbabwe se
ha demostrado la asociacion de este polimorfismo con CaCU, en poblacién

mexicana no existe aun evidencia de esta asociacion. (9,14,15)

Asi mismo, el TGF-B1 ha sido otra de las citocinas estudiadas en CaCU que junto
a IL-10 ejercen una funcién inmunosupresora del sistema inmune, el SNP -509
(rs1800469) es una transicién (C/T). Este SNP a la fecha tiene dos reportes de
asociacion con CaCU, el genotipo TT de este SNP se ha asociado con la etapa |l
de este cancer y se ha reportado una interaccién con el status de fumador en el

incremento del riesgo de CaCU. (9,16)

Otro polimorfismo ampliamente estudiado es el SNP -308 (rs1800629) de TNF-a
el cual es una transicion (G/A). Torres Poveda y col., no encontraron asociacion
con el riesgo de CaCuU al igual que un estudio en poblacién africana y caucésica, a
pesar de que este SNP ha sido relacionado con cancer en diferentes meta-

analisis; por lo que el efecto controversial de este SNP en la susceptibilidad CaCU
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se debe con una probabilidad alta a diferencias raciales y del background genético

de las poblaciones estudiadas. (9)

Por ultimo, otro de los polimorfismos evaluados es el SNP (rs2069705) en la
posicion -1615 de la region promotora de IFN-y, la citocina mas importante en el
control de una infeccion viral, este SNP es un cambio de C> T asociado con
disminucién de riesgo para CaCU (efecto protector) y de riesgo aumentado para

cancer de mama y Lupus eritematoso sistémico. (10,18)
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JUSTIFICACION

La prevalencia a nivel mundial del VPH en mujeres con citologia normal es
aproximadamente de 10%, lo cual indica que es una de las ITS mas comunes. El
VPH 16 es el genotipo mas comun y contribuye con 50%-55% de los casos de
CaCU. En México la prevalencia de VPH 16 es de 6.2%, es el genotipo mas
comun y contribuye con 57% de los casos de CaCU.

Los métodos moleculares para el diagnostico de infeccion por VPH son una
herramienta clave para una deteccion temprana de la infeccién por este agente y
prevencion de CaCU. El estudio de polimorfismos que regulan la expresion de
citocinas propuestas como biomarcadores inmunoldgicos asociados a CaCU, con
un abordaje longitudinal en un estudio de cohorte de persistencia de infeccion por
VPH en cérvix, permitira disponer de marcadores prondstico de persistencia y
eliminaciéon de infeccion por VPH, que puedan utilizarse para seleccionar mujeres
con potencial de persistencia viral y progresion a lesion premaligna en cérvix y asi
evitar la sobrecarga asistencial actual de su diagndstico o tratamiento y mejorar la

estrategia de prevencion del CaCU.
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HIPOTESIS

Existe asociacion de los polimorfismos de la region reguladora de los genes de
citocinas Th2 y Th3 con infeccion persistente por VPH a nivel del cérvix en

mujeres mexicanas.

OBJETIVOS (general y especificos)

Objetivo general:

Evaluar la asociacion de los niveles de expresion y los polimorfismos de la region
reguladora de los genes IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y con la infeccién

persistente por VPH a nivel del cérvix en mujeres mexicanas.

Objetivos especificos:

1. Evaluar la expresion del ARNm de IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y
a nivel de cérvix en casos de persistencia y eliminacion viral.

2. Establecer la asociacion de la expresiéon del ARNm de IL-4, IL-6, IL-10,
TGF-B1, TNF-a e IFN-y a nivel de cérvix con persistencia y eliminacion
viral.

3. Evaluar las frecuencias alélicas y genotipicas de polimorfismos de la region
reguladora de IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y en casos de
persistencia y eliminacion viral.

4. Establecer la asociacion de polimorfismos de la regidon reguladora de IL-4,

IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y con persistencia y eliminacion viral.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio

Se trata de un estudio de cohorte dinamica en mujeres VPH positivas sin lesion
premaligna en ceérvix. La poblacion de la cohorte fueron mujeres mayores de 30
afos que acudieron al Centro de Atencion para la Salud de la Mujer-CAPASAM de
los Servicios de Salud del Estado de Morelos para revision ginecologica y que se
encontraban incluidas en el proyecto de investigacion titulado: “Las citocinas
inmunosupresoras Th2 y Th3 como predictores de persistencia viral y progresion a
lesién pre-maligna en cérvix en mujeres infectadas con VPH-AR: estudio de

cohorte”.

a. Criterios de inclusion que se tuvieron en cuenta para el estudio basal,
generacion de grupos de riesgo e inicio de cohorte
* Mujer mayor de 30 afios
* Residencia permanente en Morelos por mas de cinco afios
* Autorizacion de participacion en el estudio mediante firma consentimiento
informado
* Cuestionario completo

» Donacion de muestra basal sanguinea y de exudado de cérvix

b. Criterio de exclusién que se tuvieron en cuenta para el estudio basal,
generacion de grupos de riesgo e inicio de cohorte

* Prueba de embarazo positiva

c. Criterio de eliminacion que se tuvieron en cuenta para el estudio basal,
generacion de grupos de riesgo e inicio de cohorte
* Mujer a quién le sea diagnosticado algun cuadro de inflamacién crénica o
enfermedad autoinmune al inicio y durante el seguimiento

* Mujer que haya sido vacunada
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* Mujer que haya recibido tratamiento inmunosupresor en los seis meses

previos

Aquellas mujeres que cumplieron los criterios de inclusion, se invitaron a participar

en el estudio en los primeros seis meses de la primera etapa del proyecto.

Los casos que aceptaron participar en el estudio firmaron carta de consentimiento
(Anexo 1) y se les solicitdé responder al cuestionario aplicado por el profesional
encargado de la toma de muestras, de igual manera el profesional especializado
del CAPASAM tom6 una muestra sanguinea y finalmente se solicit6 una muestra
de exudado de cérvix tomada por el ginecdlogo colposcopista.

Poblacién de estudio y tamafio de muestra del presente proyecto de tesis

Con un poder estadistico de 90% y un nivel de confianza del 95%, el tamafio de
muestra de los grupos de riesgo seguidos en la cohorte con una pérdida estimada
de 20% durante seguimiento, se calculdé teniendo en cuenta el valor sérico
promedio (pg/ml) con su respectiva desviacion estandar de cada una de las
citocinas a evaluar como marcadores inmunoldgicos, obtenidos en un estudio
transversal previo en pacientes sin lesién en cérvix VPH positivas y mujeres con

lesion premaligna VPH positivas.

Para la realizar este proyecto de tesis se contdé con muestras de 267 mujeres
incluidas en el estudio basal donde se definieron los grupos de seguimiento de
mujeres VPH positivas y con la primera toma de seguimiento de la cohorte a los

12 meses posterior a la toma basal.
Las pacientes fueron localizadas por teléfono y se invitaron a acudir al CAPASAM

para cada una de las tomas de muestras sanguineas y de cérvix programadas. Se

registr6 el status de las variables de antecedentes ginecoobstétricos y de
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comportamiento sexual que pudieran haber cambiado en el tiempo como estatus

marital, nUmero de parejas sexuales, entre otras.

En la primera toma de seguimiento se realiz0 colposcopia, citologia, prueba
molecular de VPH y medicion de biomarcadores a nivel sistémico y en cérvix (IL-4,
IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y).

Los desenlaces a evaluar en este proyecto de tesis fueron infeccion incidente por
VPH-tipo especifico asi como persistencia y eliminacion viral en el primer afio de

seguimiento de la cohorte, con los siguientes criterios:

Criterios para el presente proyecto de tesis

Criterios de inclusién
* Mujer con muestras de cérvix y sanguineas en estudio basal y muestreo de
seguimiento a los 12 meses.

* Muestras de cérvix y sanguineas que tengan ADN integro.

Criterios de exclusién

» Datos y cuestionarios incompletos.

Criterios eliminacion
+ Pérdida de seguimiento a los 12 meses.

* Falta de segunda muestra.

Llenado de cuestionario y captura de datos en el estudio basal de la cohorte

El profesional encargado de toma de muestra luego de tener el consentimiento
firmado por el participante, realiz6 un cuestionario de 42 preguntas sobre
caracteristicas demogréficas e historia reproductiva en un tiempo aproximado de

15 minutos (Anexo 2). La informacion descrita en el cuestionario fue capturada por
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el investigador encargado y se generé la base de datos del estudio. El software
utilizado fue Stata 14.

Procedimiento toma de muestra en el estudio basal y primera toma de

seguimiento

A cada participante que haya firmado consentimiento informado y se le haya
realizado el cuestionario, se le tomé muestra sanguinea por parte del profesional
especializado encargado, un tubo de 7ml tapa roja (sin anticoagulante) y se extrajo
el suero. El ginecdlogo colposcopista de CAPASAM tomé muestra de exudado del
canal endocervical con un cepillo (citobrush) en un tiempo aproximado de 10
minutos y se coloc6é en un tubo con medio de conservacion. Adicionalmente el
ginecologo hizo el diagndstico colposcépico al momento de la consulta, tomé
muestra para citologia o Papanicolaou y fue enviada para su analisis patolégico
por la Unidad de Patologia del Centro de Atencién para la Salud de la Mujer de los
Servicios de Salud de Morelos. Los riesgos y molestias potenciales durante la

toma de muestra se describen en el consentimiento informado.

Procedimiento de transporte y almacenamiento de muestras en el estudio

basal y primeratoma de seguimiento

Las muestras rotuladas correctamente fueron transportadas a -4°C al laboratorio 4
planta baja del Centro de Investigacion de Enfermedades Infecciosas (CISEI) del
Instituto Nacional de Salud Publica. Las muestras sanguineas fueron procesadas
el mismo dia de la toma. A partir de la muestra sin anticoagulante se realizé la
extraccion de suero. Se almacenaron dos alicuotas de suero a -70°C. Las
muestras de exudado de cérvix se almacenaron a -70 °C hasta su procesamiento.
Los bancos de muestras se ubicaron en refrigeradores de propiedad del
laboratorio 4 planta baja del CISEI. El manejo de los bancos de muestras fue

responsabilidad de los investigadores del proyecto.
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Operacionalizacion de las variables del presente estudio

La operacionalizacion de las variables se describe en el cuadro 1.

Variables dependientes o desenlace: persistencia viral y eliminacién viral.

Variables independientes: Edad, nUmero de parejas sexuales, edad menarca,
edad inicio vida sexual, nivel socioeconomico, paridad, tabaquismo y genotipo

viral.
Variables exposicion: Genotipos de polimorfismos de IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1,
TNF-a e IFN-y y niveles de expresion en cérvix de los biomarcadores

inmunologicos IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y.

Cuadro 1. Operacionalizacién de las variables

Variable Definicion Definicion Tipo Unidad Escala de
conceptual operativa de medicién
Medicién
Presencia  del | Deteccion del
mismo genotipo | mismo  genotipo
Persistencia |viral en una |viral en dos o Cualitativa Nominal
viral infeccibn  para | mas intervalos Genotipo dicotémica
un periodo de | consecutivos. de VPH
seguimiento.
Deteccion
Ausencia del | negativa del
Eliminacion | genotipo  viral | mismo genotipo Cualitativa Genotipo Nominal
viral. presente en una | en un intervalo de VPH dicotomica

infeccién previa. | consecutivo, que
siga una toma
positiva  (primer
resultado

negativo de PCR
después de una

infeccion
incidente).
Primer resultado
Primera positivo de VPH
Infeccion infeccion a nivel | tipo especifica
incidente por | de cérvix por un | después de un
VPH-tipo genotipo de | resultado Cualitativa Genotipo Nominal
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especifico | VPH diferente al | negativo para el de VPH dicotémica
detectado en el | mismo tipo de
estudio basal. VPH en el estudio
basal.
Tiempo que ha | Mujeres mayores Cuantitativa
Edad vivido una | de 30 afios Continua Afos De razén
persona.
Numero de | Numero de
NUumero de | personas con | parejas sexuales Cuantitativa Numero De razén
parejas las que se ha | que ha tenido la Discreta de parejas
sexuales tenido actividad | paciente.
sexual.
Afo de vida en la
Edad de primera | que se present6
Edad menstruacion en | la primera Cuantitativa Afos De razon
menarca una mujer menstruacién en Continua
las pacientes del
estudio.
Edad en la que | Afio de lavida en
Edad de se tiene | la que se tiene Cuantitativa Afos De razén
inicio vida | sexualmente primera relacion Continua
sexual activa sexual.
Medida total
econémica y
socioldgica
combinada con
su preparacion
laboral, y la
Nivel posicion Estrato Cualitativa Alto Ordinal
socioecon6- | econémica y | socioeconémico ordinal Medio
mico social individual | al que pertenecen Bajo
o familiar en | las pacientes.
relacion a otras
personas,
basada en sus
ingresos,
educacion, y
empleo.
Clasificacion de
una mujer por el
namero de | Namero total
Paridad nifios  nacidos | de embarazos de Cuantitativa NUmero De razén
vivos y de | las pacientes del discreta de hijos
nacidos muertos | estudio.
con mas de 28
semanas de
gestacion.
Antecedentes de Cualitativa Ausente
tabaquismo: Dicotémica Presente Nominal
evaluado en las
pacientes del
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estudio Cuantitativa Afos de Ordinal
considerando discreta consumo
anos previos de
consumo de
tabaco y numero Cuantitativa Numero Ordinal
de cigarrillos al discreta de
Adiccién al | dia cigarros al
tabaco, dia
Tabaquismo | provocada
principalmente
por nicotina.
Tabaquismo
actual: Héabito de Cualitativa Ausente Nominal
fumar actual Dicotémica Presente
evaluado en las
pacientes del
estudio Cuantitativa NUmero Ordinal
considerando discreta de
namero de cigarros al
cigarrillos al dia dia
Los métodos
hormonales o
anticonceptivos
hormonalesson |Uso o no de
Anticoncep- | varios métodos | tratamiento
cion que liberan | hormonal en las Cualitativa Tipo de Nominal
hormonal hormonas pacientes que Politbmica método
habitualmente participan en el
estrgeno y | estudio.
progesterona
impidiendo que
se produzca el
embarazo.
Informacion Tipo de VPH
Genotipo genética gue | presente en las Cualitativa Genotipo
viral diferencia a los | infecciones de VPH Nominal
tipos virales de | persistentes.
la familia de
VPH.
Cuantificacién
de la infeccién
por virus que se | Namero de
Carga viral | calcula por | particulas virales Cuantitativa Numero Ordinal
en Ccérvix estimacion de la | de VPH a nivel de continua de copias
cantidad de | cérvix. virales
particulas
virales en
CErViX.
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Cuatitativa
Discreta
Genotipos de
Genotipos de polimorfismos de | O=heterocigoto
polimorfi- IL-4, IL-6, IL-10, alelo 1 (Aa) Nominal Genotipo de
mos de TGF-B1, TNF-a e | 1=homocigoto polimorfismo
citosinas IFN-y. alelo 1(AA)
2=homocigoto
alelo 2 (aa)
Expresion en
Niveles de cérvix de los URE Numero de
expresion en biomarcadores Cuantitativa (Unidades | unidades relativas
cérvix de los inmunolégicos IL- ordinal relativas de expresion con
biomarca- 4, IL-6, IL-10, de respecto al gen
dores. TGF-B1, TNF-a e expresion) | endégeno HPRT1
IFN-y.

Metodologia experimental

Para el objetivo numero 1:
e Evaluar la expresion del ARNm de IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y

a nivel de cérvix en casos de persistencia y eliminacion viral.

Para determinar los casos de persistencia y eliminacién viral se hizo la deteccién
molecular de VPH, para ello a partir de la muestra de exudado de cérvix tomada
en un vial ThinPrep se realiz6 la deteccion de VPH por la metodologia de

Seegene.

Deteccién de VPH por Seegene

La deteccion de HPV28 de Anyplex™ II es un ensayo de PCR en tiempo real
multiplex que permite la amplificacidn, deteccién y diferenciacion simultaneas de
acidos nucleicos diana de 19 tipos de VPH de alto riesgo (16, 18, 26, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 73, 82) y 9 tipos de VPH de bajo riesgo
(6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70) como Control Interno (IC).
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Definicion de casos de persistencia y eliminacion viral

Una vez detectado e identificado el genotipo de VPH en las muestras de exudado
de cérvix tomadas en la primera etapa de seguimiento, se comparé con el
genotipo identificado en la muestra basal correspondiente, estableciendo como
persistencia de infeccion a la presencia del mismo genotipo en la toma basal y en
la primera toma de seguimiento, y como eliminacion viral cuando el genotipo
detectado en la toma basal, no se haya detectado en la tipificacion de VPH de la
primera toma de seguimiento o el genotipo presente en la primera toma de

seguimiento haya sido distinto al detectado en la toma basal.

Extraccion de ARN de exudado de cérvix

Del citobrush en vial con buffer se realiz6 extraccion del ARN por la metodologia
de trizol. Por cada seis millones de células o de 50 a 100 mg de muestra, se
agrego 1ml de Trizol. Se homogeneiz6 la muestra y se incubd por cinco minutos a
temperatura ambiente. Se agregd 200ul de cloroformo por cada mililitro de Trizol,
se mezclé e incubd de 2 a 3 minutos a temperatura ambiente. Se centrifug6 a
12,000 rpm, 15 minutos a 8°C o 10 minutos a 4°C. La fase superior
correspondiente a ARN se transfiri6 a un tubo donde se afiadi6 500 ul de
isopropanol, se mezcld e incubd a -20°C por 15 minutos, se centrifugd a 12,000
rpm, 10 minutos a 4°C, se elimino el sobrenadante, se lavé el paquete de ARN con
1ml de etanol al 75%, se mezcl6 y centrifugd a 10,000 rpm, siete minutos a 4°C,
se elimino el sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 20ul de agua libre de
RNasas y DNasas. Se calentd a 65°C por 10 minutos, se cuantificé el ARN y se
almacend a -80°C hasta su uso en los ensayos de RT-PCR tiempo real para el
analisis de expresion del ARNm de las citocinas IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e
IFN-y.
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Cuantificacion de ARN de exudado de cérvix

La cuantificacion y evaluacion de la pureza del ARNm extraido fue evaluado en un
espectrofotometro Thermo Scientific NanoDropTM 1000. Se prepar6 una dilucion
del ARN 1:100 en un volumen total de 100ul y se analizé a una longitud de onda
de 260 nm. La concentracion de ARN se calculo utilizando la formula: ARN = (260)
(40) (Dil.). Se realizé una reaccion de PCR para el gen constitutivo (GAPDH), para
evaluar la integridad del ARN en un gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de

etidio y visualizado en luz UV.

Sintesis de Acido Desoxirribonucleico complementario (cDNA)

La sintesis de cDNA se llevo a cabo con 1 pug de ARN junto con los siguientes
reactivos. El ARN se mezcld con 1 ul de oligo dT (0.5ug), esta mezcla se llevo a
un volumen final de 9.5 pul. Posteriormente los reactivos se incubaron 10 minutos a
70°C. Pasado el tiempo de incubacion se retiraron y se incubaron en hielo,
posteriormente se mezclaron con una segunda mezcla de reactivos: buffer 5X
(invitro gen), dNTPs 2.5mM, Inhibidores de RNasas 20u/ul (invitro gen) y la enzima
reversa transcriptasa 200u/ul, (volumen total de la reaccién 20 pl). Esta mezcla se

incubé a 37 °C por una hora.

La reaccion de PCR se llevé a cabo para un volumen de reaccion de 25ul
conteniendo 1lul de cDNA, 0.2 mM de dNTPs, 15 pmol de cada oligonucleétido,
2.5ul de buffer de reaccion y 1U de Taq DNA polimerasa recombinante. El gen
constitutivo de GAPDH (250pb), fue usado para verificar la integridad del ADN. La
reaccion de PCR se realiz6 en un termociclador Mastercycler PCR gradient
(Eppendorf, Germany) bajo las siguientes condiciones: 5 minutos a 94°C, 35 ciclos
de un minuto a 94°C, un minuto a 60°C y un minuto a 72°C, con una extension
final de 10 minutos a 72°C. Los productos de amplificacion se corrieron por
electroforesis en un gel de policrilamida al 6% y se visualizaron con luz ultravioleta

luego de teiir el gel con bromuro de etidio.
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Las sondas de expresion para el andlisis de expresion de las citocinas IL-4, IL-6,
IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y a nivel del cérvix, se obtuvieron de Applied
Biosystems para el andlisis por PCR tiempo real. EIl gen HPRT1 (hipoxantina
fosforibosil transferasa) se uso para normalizar la cantidad de ARNm presente en
cada muestra para el analisis de las citocinas IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e
IFN-y. La reaccién de PCR por tiempo real se realiz6 adicionando 2ul de cada
cDNA a un volumen final de reaccion de 10ul, conteniendo 5ul de Master Mix para
expresion, 0.4ul de sonda y 2.6ul de agua libre de DNasas grado molecular. Los
ciclos de amplificacion se realizaron en el equipo VIA-VII de Applied Biosystems,
Foster City, bajo las siguientes condiciones: 10 minutos a 94°C, 40 ciclos de un
minuto a 94°C, un minuto a 54°C y un minuto y 30 segundos a 72°C, con una

extension final de 15 minutos a 72°C.

Andlisis de la expresién del ARNm para cada una de las citocinas a nivel del

cérvix

El nivel de expresion de ARNm para los genes estudiados en los casos con
persistencia viral, se calculé mediante cuantificacién relativa con el método Ct
comparativo (2-24¢t) 69 y se grafic6 como unidades relativas de expresién (URE)
de cada gen respecto al gen enddgeno (actina). Las muestras se analizaron por

duplicado.

La evaluacion de la expresion del ARNm de cada una de las citocinas a nivel de
cérvix en mujeres con persistencia viral vs eliminacién viral se realiz6 usando la
prueba de Wilcoxon Mann-Whitney. Todos los andlisis se llevaron a cabo
mediante el programa STATA version 14 (StataCorp, Collage Station, TX, EUA)
para Windows.
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Para el objetivo numero 2

e Establecer la asociacion de la expresion del ARNm de IL-4, IL-6, IL-10,
TGF-B1, TNF-a e IFN-y a nivel de cérvix en casos de persistencia y

eliminacién viral.

Se realiz6 un analisis descriptivo de las caracteristicas sociodemograficas de la
poblacién de estudio, antecedentes gineco-obstétricos y variables relacionadas
con el estilo de vida de la poblacion de estudio. Se compararon las variables
relevantes entre mujeres con persistencia y eliminacion viral, usando la prueba de

x? o Kruskall Wallis para las variables categoéricas y continuas, respectivamente.
Para establecer la asociacion de la expresion del ARNm en los casos de
persistencia y eliminacion viral se utilizé regresion lineal ajustada por las variables

estadisticamente significativas y el CT de la toma basal expresada en URE.

Para el objetivo niumero 3:

e Evaluar las frecuencias alélicas y genotipicas de polimorfismos de la region
reguladora de IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y en casos de

persistencia y eliminacion viral.

Purificacidén de células mononucleares de sangre periférica

Se realiz6 a partir de muestra de sangre total anticoagulada, la cual se diluyd 1:1
en PBS previamente estéril. Por cada 4 ml de sangre diluida en PBS se adicion6 3
ml de ficoll. La sangre diluida con PBS se verti6 cuidadosamente al tubo que
contenia ficoll para formar el gradiente. Se centrifugd a 2000 rpm durante 30
minutos a temperatura ambiente y se recuperé la capa de células mononucleares
de sangre periférica (CMSP). Se realiz6 un lavado de las CMSP con PBS estéril,
se centrifug6é a 2000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente y la pastilla
de CMSP resultante se dividié en dos alicuotas (tubos 1.5ml): una se resuspendi6

en PBS (300ul) y la otra en Tri-pure (1000ul). Ambas alicuotas se almacenaron a -
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20°C. Por cada militro de sangre se obtuvo aproximadamente 800 mil a 1 millén de
CMSP.

Extraccion de ADN de CMSP

200yl de muestra (CMSP resuspendidas en PBS) se mezclaron con 400ml de
solucién de lisis y se incubaron a 65°C por cinco minutos. Se adicionaron 600ml
de cloroformo, se mezclo por inversion (3 a 5 veces) y se centrifugé la muestra a
10,000 rpm por dos minutos. Se transfirié la fase acuosa a otro tubo y se agregé la
solucion de precipitacion (720ml de H20 con 80ml de solucion concentrada). Se
mezcld por inversion a temperatura ambiente por 1 a 2 minutos y se centrifugd a
10,000 rpm por dos minutos. La pastilla de ADN resultante se resuspendié en
100ml de NaCl al 1.2M y se homogeniz6 en vortex. Se adiciono 300 ml de etanol
frio y se precipito 10 minutos a -20 °C. Se centrifugd por 3 a 4 minutos a 10,000
rpm, se eliminé el sobrenadante y se lavo la pastilla con etanol al 70%. Se
centrifugd a 10,000 por tres minutos y se secO la pastilla. La pastilla fue

resuspendida en 100ml de agua estéril.

Cuantificacion del ADN extraido de CMSP

La cuantificacién y evaluacion de la pureza del ADN extraido fue evaluada en un
espectrofotometro Thermo Scientific NanoDropTM 1000. Se preparé una dilucion
del ADN 1:100 en un volumen total de 100ml y se analiz6 a una longitud de onda
de 260 nm. La concentracion de ADN se calcul6 utilizando la formula: ADN = (260)
(40) (Dil.) Se realizdé una reaccién de PCR para el gen constitutivo (GAPDH), para
evaluar la integridad del ADN y la cual fue evaluada en un gel de agarosa al 0.8%
tefiido con bromuro de etidio y visualizado en luz UV.
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Criterios para la seleccién de SNPs a evaluar

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) fueron seleccionados con los
siguientes criterios: 1) SNP's validados por frecuencia o por el proyecto HAPmap.
2) SNP's en region promotora para los cuales se ha publicado alguna evidencia
cientifica de su papel potencial en la regulacion transcripcional de IL-4, IL-6, IL-10,
TGF-B1, TNF-a e IFN-y. Para la seleccion se uso el programa Ensembl disponible
en la pagina electronica http://www.ensembl.org/index.html. 3) SNP's en el
promotor de los genes que codifican para IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y
localizados en sitios de unidn de factores de transcripcion que puedan influenciar
potencialmente en la actividad transcripcional de dichas citocinas y reportados en
la base de datos SNPper, disponible en URL: http//snpper.chip.org. Las sondas
Tagman que se usarOon para la genotipificacion fueron: (-590C>T (IL-4)
rs2243250, -573G>C (IL-6) rs1800796, —592C>A (IL-10) rs1800872, -819C>T (IL-
10) rs1800871, -1082A>G (IL-10) rs1800896, -509C>T (TGF-B1) rs1800469,
-308G>A (TNF-a) rs1800629 y -1615 C>T (IFN-y) rs2069705).

Discriminacion Alélica

Ocho SNP’s (-590C>T (IL-4), -573G>C (IL-6), -592C>A (IL-10), -819C>T (IL-10),
-1082A>G (IL-10), -509C>T (TGF-B1), —308G>A (TNF-a) y -1615 C>T (IFN-y)
presentes en la region promotora de sus respectivos genes, fueron genotipificados
por discriminacion alélica basada en el ensayo 5 -nucleasa, con la tecnologia de
PCR en combinacién con sondas Tagman fluorogénicas en el equipo de PCR en
tiempo real VIA VII de Applied Biosystems. Las reacciones fueron realizadas en un
volumen de 5ul conteniendo 25ng de ADN, 1X de Master Mix para genotipificacion
(Applied Biosystems, Foster City, CA) y 900nM de cada sonda. Las condiciones de
amplificacion fueron: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C seguido por 40 ciclos
de 15 segundos a 92°C y un minuto a 60°C. Se realizé una pre-lectura de la
fluorescencia basal y la fluorescencia final medida inmediatamente después de la

reaccion de PCR. Todos los ensayos fueron hechos por duplicado y los alelos
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fueron asignados usando el software SDS 2.1 (Applied Biosystems). El control de
calidad para los resultados de genotipificacion se realizd con controles sin muestra
problema y controles del homocigoto comun y el menos frecuente, en adicion, se

re-analizaron las muestras con resultados indeterminados.

Para el objetivo nimero 4

» Establecer la asociacion de polimorfismos de la region reguladora de IL-4,
IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y en casos de persistencia y eliminacion

viral.

El andlisis estadistico de los datos de genotipificacion de los polimorfismos a
evaluar para cada citocina, se llevé a cabo mediante el estudio de la distribucion
de las frecuencias, tanto genotipicas como alélicas para cada uno de los
polimorfismos. La distribucion observada para cada SNP's en toda la poblacién de
estudio se compard con la esperada por medio de la prueba de equilibrio de
Hardy-Weinberg en el grupo de controles (mujeres con eliminacion viral). Tanto
para el andlisis entre mujeres con persistencia y eliminacion viral, se realiz6 un
andlisis bivariado y de regresion logistica considerando el modo de heredabilidad
(codominante, recesivo y dominante), ORs fueron obtenidos con sus respectivos
intervalos de confianza (IC) 95% para cada una de las variantes genotipicas
posibles. La variante de referencia fue el homocigoto de la variante mas comun.
Potenciales confusores para persistencia viral fueron incluidos en el modelo
multivariado. Todos los analisis se llevaron a cabo mediante el programa STATA
version 14 (StataCorp, Collage Station, TX, EUA) para Windows.

41



Diagrama consort

Se muestra la dindmica del tamafo de la muestra observada tanto en la toma

basal como al afio de seguimiento. (Figura 4)

Sujetos reclutados que

Estudio cumplieron criterios de
Basal n=267 P . .
inclusion
Perdidas por / \A
criterios de VPH (+) 203 VPH (-) 64
exclusién / \
Afo de
seguimiento VPH (+) VPH (-) VPH (+) VPH (-)
n=118 63 29 12 14

Figura 4. Diagrama consort

41%
Coinfecciones

21.2%
Coinfecciones
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RESULTADOS

I. Caracteristicas generales de la poblacion

Las caracteristicas sociodemograficas y antecedentes ginecoobstetricos de la

poblacion de estudio se presentan en la Cuadro 2. Los casos de mujeres positivas

al VPH reportaron una edad menor que las mujeres negativas al VPH (37 afios

contra 40 afios), mayor exposicion actual al tabaco (16.75% contra 4.69%), mayor

uso de métodos anticonceptivos y mayor carga viral (35517.25 copias contra O

copias). Hubo diferencias significativas entre los grupos para las variables

tabaquismo actual, consumo menor de cuatro cigarros/dia, uso de DIU y uso de

inyecciones hormonales (p<0.05)

Cuadro 2. Caracteristicas generales de la poblacién de estudio (n=267)

Caracteristica VPH positiva (n=203) | VPH negativa (n=64) | pValue&
Edad* 0.069
Media 37 40
Nivel socioeconémico +
Bajo 40.39 50 0.176
Medio Bajo 24.63 21.88 0.653
Medio 34.48 28.13 0.345
Medio Alto 0.49 0 0.574
Alto 0 0
Tabaquismo +
Antecedente 19.70 10.94 0.108
Actual 16.75 4.69 0.015
< 4 cigarros/dia 15.27 4.69 0.027
>5 cigarros/dia 1.97 0 0.258
Edad menarca* 0.529
Media 12 12
IVSA* 0.860
Media 17 17
No. Parejas sexuales + 0.258
l1a3 80.79 90.63
4a6 16.26 9.38
7a9 0.99 0
>10 1.97 0
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Cuadro 2. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio (continuacién) (n=267)

Caracteristica VPH positiva (n=203) | VPH negativa (n=64) | pValue&
Paridad + 0.344
0 9.85 4.69
1a3 47.78 53.13
4a6 335 39.06
7a9 7.88 3.13
Anticoncepcion hormonal+
Ninguno 25.62 31.25 0.376
Oclusién tubarica bilateral 34.98 42.19 0.297
DIU cobre/hormonal 21.18 9.38 0.033
Implante 5.91 1.56 0.159
Hormonales orales 0.49 1.56 0.387
Inyecciones hormonales 3.45 9.38 0.055
Parche 0 1.56 0.074
Condédn 8.37 3.13 0.154
Vasectomia 0.99 0 0.425
Tratamiento previo + 0.595

63.38 56.25
Tipo de tratamiento + 0.840
Ninguno 36.62 43.75
Electrocirugia 18.31 18.75
Crioterapia 45.07 37.5

*Variables continuas: se muestra la media. (U Mann whitney)
+Variables categdricas: expresadas en porcentajes. (X2)
VPH positiva versus VPH negativa. & p value <0.05
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II. Genotipificacion

En la genotipicacion se utilizé la metodologia de Seegene Anyplex ™ || HPV28
que detecta simultdneamente 19 HPV de alto riesgo y 9 HPV de bajo riesgo
utilizando la tecnologia DPO ™ y el método de analisis de curva de fusion de la
tecnologia TOCE ™,

Las muestras se clasificaron con base al riesgo del VPH, considerando como
negativas; aquellas muestras sin presencia de VPH, bajo riesgo; aquellas
muestras con VPH de bajo riesgo y de alto riesgo; muestras con VPH de alto

riesgo.

En la toma basal se observé que el 23.97% de las muestras fueron negativas a la
presencia de VPH, mientras que el 9.73% presento VPH de Bajo Riesgo y el
65.91% de estas fueron detectadas con VPH de alto riesgo, siendo este grupo el

de mayor prevalencia (Figura 5).

Distribucion de genotipos de VPH por riesgo en
toma basal

Porcentaje 100%
de

muestras
50 %

, n: 267
0%

W Negativo Bajo Riesgo M Alto Riesgo

Figura 5. Distribucion de genotipos de VPH por riesgo en toma basal

En la toma del primer afio de seguimiento el 34.51% de los casos fueron negativos
a la presencia de VPH, mientras que el 12.38% presenté VPH de Bajo Riesgo y el
53.59% VPH de alto riesgo, siendo nuevamente este el genotipo de mayor

prevalencia (Figura 6).
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Distribucion de genotipos de VPH por riesgo en primer
afio de seguimiento

Porcentaje 60 %
de o
muestras 407
20%

09 n: 118

B Negativas ™ Bajoriesgo M Alto riesgo

Figura 6. Distribucion de genotipos de VPH por riesgo en primer aiio de seguimiento

El el estudio basal, posterior al andlisis por genotipo de riesgo, se evalud la
frecuencia en los casos positivos por genotipo viral en donde se pudo observar
que el VPH 53 tuvo la mayor prevalencia con 14%, seguida del VPH 31 y VPH 58
con un 12% respectivamente, siendo estos los mas prevalentes y de gran

importancia debido a su clasificacibn como genotipos de alto riesgo (Figura 7).

Prevalencia de VPH por genotipo en toma basal
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Figura 7. Prevalencia de VPH por genotipo en toma basal

En el primer afio de seguimiento, el genotipo de VPH 58 muestra la mayor
prevalencia con un 17.73%, seguido del genotipo 66 con el 10.4% y el genotipo 39
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y 16 con 9.40%. En comparacion con el estudio basal el genotipo 58 sigue siendo

uno de los tipos virales mas prevalentes para ambos periodos (Figura 8).
Prevalencia de VPH por genotipo en primer aiio de

seguimiento n: 96
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Figura 8. Prevalencia de VPH por genotipo en primer afio de seguimiento

VPH 39 —
VPH 31 s
VPH 56
VPH 559 D
VPH 51

VPH 33 e
VPH 18 e
VPH 45
VPH GE .
VPHES m
VPH 26

VPH 35

VPH 53

VPH 73

VPH 82

47



Ill. Persistencia de VPH

Para la estimacion de la persistencia por tipo viral (presencia del mismo genotipo
viral en dos tomas consecutivas) dentro del estudio, se tomé como referencia los
96 genotipos de VPH detectados en las 118 muestras tomadas en el primer afio
de seguimiento comparandolos con los genotipos de las mismas muestras en la
estudio basal, obteniendo que el genotipo de VPH 58 presentd la mayor
persistencia con un 5%, seguido de los genotipos virales 16, 31, 66, 56 con una

persistencia del 3% (Figura 9).

Persistencia genotipo especifico de VPH al primer afio de
seguimiento de la cohorte
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Figura 9. Persistencia genotipo especifico de VPH al primer afio de seguimiento de la cohorte

Para la estimacion de la prevalencia de eliminacion por genotipo de VPH al afio de
seguimiento, se observé que el genotipo de VPH 53 tuvo la prevalencia mayor de
eliminacién con un 20%, seguido del VPH 58 con 14% y el 31 con 10% (Figura
10).
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Eliminacion genotipo especifico de VPH al primer aiio de

seguimiento de la cohorte n: 96
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Figura 10. Eliminacién genotipo especifico de VPH al primer afio de seguimiento de la cohorte
Finalmente, se evalud la incidencia por genotipo de VPH al afio de seguimiento,
encontrandose que el genotipo 58 fue uno de mas incidentes con un 21.12%,
mientras que el genotipo de VPH 39 y 52 mostraron una incidencia del 11. 26%
(Figura 11).
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Figura 11. Incidencia genotipo especifico de VPH en primer aiio de seguimiento

Posterior al analisis de persistencia por genotipo de VPH, se evalud la persistencia
general (por mujer en seguimiento en la cohorte), considerando como caso
persistente a aquella paciente con por lo menos un mismo genotipo viral en la
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toma del estudio basal y en la toma del primer afio de seguimiento. La persistencia
de VPH general en la poblacion fue del 18.65 % mientras que el 81.36 % de la
poblacion no mostré persistencia viral (Figura 12).

Persistencia general de VPH en la poblacion
de estudio

Porcentaje 100
de
muestras e
S0 y

Persistencia Sin persistencia

n: 118

Figura 12. Persistencia general de VPH en la poblacion de estudio

Al realizar un analisis bivariado entre la variable persistencia de VPH y genotipo de

VPH por riesgo se encontrd significancia estadistica con un valor de p<0.008
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Andlisis entre persistencia del VPH y genotipo de VPH
por riesgo (n=118)
Persistencia Sin persistencia
Caracteristica (n=22) (n=96) pValue&
Genotipo de
VPH por riesgo+ 0.008
VPH bajo riesgo 0 25.93
VPH alto riesgo 100 74.07

+Variable categorica (X2), & p value <0.05
Los valores estan expresados en porcentajes

Al estimar la eliminacion de VPH general en la poblacion se observé que el 72%
de la poblacion eliminé al menos un genotipo de VPH detectado en la toma del
estudio basal al afio de seguimiento, mientras que en el 27.9% de la poblacion con

toma de seguimiento, no hubo eliminacion viral (Figura 13).

50



Eliminacion general de VPH en la
poblacion de estudio

Porcentaje 100

de
muestras 50
0

B Eliminacion

Figura 13. Eliminacion general de VPH en la poblacién de estudio

n: 118
Sin eliminacion

Al realizar un analisis bivariado relacionando la eliminacion de VPH al afio de

seguimiento con la variable genotipo de VPH por riesgo no se encontrd

significancia estadistica. (Cuadro 4).

por riesgo (n=118)

Cuadro 4. Analisis entre eliminacion del VPH y genotipo de VPH

Persistencia

Sin persistencia

Caracteristica (n=22) (n=96) pValue&
Genotipo de
VPH por riesgo + 0.826
VPH bajo riesgo 18.97 16.67
VPH alto riesgo 81.03 83.33

+Variable categodrica (X2), & p value <0.05
Los valores estan expresados en porcentajes
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IV. Niveles de expresion del ARNm de citocinas a nivel de cérvix en casos

de persistencia y eliminacion del VPH

Los niveles de expresion del ARNm de IL- 4, IL-6, IL- 10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y
normalizados con actina a nivel de cérvix, expresados en unidades relativas de
expresion (URE) en casos con persistencia y sin persistencia de VPH se muestran
en la figura 13. Los niveles promedio de expresion del ARNm de IL- 4, IL-6, TNF-a
e IFN-y relativo a actina fueron mas altos en los casos de persistencia de VPH
(12.8, 10.72, 9.66 y 12.48 respectivamente), mientras que los niveles promedio de
expresion del ARNm de IL- 10 y TGF-B1 relativo a actina fueron mayores en los
casos sin persistencia de VPH (10.83 y 5.95). Sin embargo, al evaluar la diferencia
de medianas de los A de expresion de cada citocina en cérvix de los casos con
toma de muestra al afilo de seguimiento que presentaron o no persistencia del
VPH mediante la prueba U Mann whitney, sin encontrar diferencias

significativamente significativas para ninguna de las citocinas (Figura 14).

Expresion de citocinas en casos de persistencia de VPH

14 p 0.859
p 0.878
12 P 0.734
p 0.594 p 0.651
Mediana 0
A 8
Primera p 0.808
Toma 6
4
2
0
URE IL-& URE IL-& URE IL-10 URE TGF-B1 URE TMF-a  URE IFN-y
B Persistencia Sin persistencia n: 118

Figura 14. Expresion de citocinas en casos de persistencia de VPH

Los niveles de expresion del ARNm de IL- 4, IL-6, IL- 10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y
normalizados con actina a nivel de cérvix expresados en unidades relativas de
expresion (URE) en casos con eliminacion y sin eliminacion del VPH al afo de

seguimiento se muestran en la Figura 14. Los niveles promedio de expresion del
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ARNm de IL-6, IL- 10, TGF-B1 y TNF-a relativo a actina fueron mas altos en los
casos con eliminacion del VPH (10.95, 11.16, 6.71 y 9.71 respectivamente),
mientras que los niveles promedio de expresion del ARNm de IL-4 e IFN-y relativo

a actina fueron mayores en los casos sin eliminacion del VPH (12.5y 11.62).

Nuevamente se utilizo la prueba de U Mann whitney para evaluar la diferencia de
medianas de los A de expresion de cada citocina en cérvix de los casos con toma
de muestra al afio de seguimiento que presentaron o no eliminacion del VPH, sin

encontrar significancia estadistica. (Figura 15).

Expresion de citocinas en casos de eliminacion de VPH
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URE IL-4 URE IL-B URE IL-10 URE TGF-B1 URE TMF-a URE IFN-y

B Eliminacian Sin eliminacién n: 118

Figura 15. Expresion de citocinas en casos de eliminacion de VPH

Al evaluar la asociacion entre el nivel de expresion del ARNm de IL-4 a nivel de
cérvix con persistencia del VPH, la diferencia estimada de medias de URE entre
las mujeres con persistencia de VPH vy sin persistencia fue de 0.35 URE mas en
los casos con persistencia de VPH, mientras que para los casos con eliminacion
del VPH la diferencia estimada de medias de URE entre el grupo con eliminacion y
sin eliminacion fue de 1.13 URE mas en los casos con eliminacion de VPH a nivel
de cérvix. Para el caso de IL-10, la diferencia estimada de medias de URE entre el
grupo con persistencia del VPH fue de -0.25 URE a nivel de cérvix con respecto a

los casos sin persistencia del VPH, mientras que para los grupos con eliminacion
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del VPH fue de 0.73 URE mas con respecto al grupo sin eliminacién del VPH.
Para TGF-B1, la diferencia estimada de medias de URE entre el grupo con
persistencia del VPH fue de -0.37 a nivel de cérvix y para el grupo con eliminacion
del VPH fue de 0.23 URE mas con respecto al grupo sin eliminacion viral. Al
evaluar TNF-a la diferencia estimada de medias de URE entre el grupo con
persistencia del VPH fue de 0.25 URE a nivel de cérvix, mientras que para el
grupo con eliminacion del VPH fue de 0.41 URE con respecto al grupo de no
eliminaciéon. Finalmente al evaluar los niveles de IFN-y la diferencia estimada de
medias de URE entre el grupo con persistencia fue de 0.32 unidades a nivel de
cérvix mas y para de 1 URE para los casos con eliminacién del VPH respecto a los

casos sin eliminacion al afio de seguimiento.

IL-6 presentd una diferencia estimada de medias de URE entre el grupo con
persistencia del VPH de 0.15 unidades a nivel de cérvix con respecto al grupo sin
persistencia, mientras que para el grupo con eliminacion del VPH fue de 1.16 URE
(IC 95% 0.149-2.183 p<0.025), estos ultimos datos fueron estadisticamente
significativos e indican que las pacientes que tuvieron eliminacion del VPH al afio
de seguimiento expresaron 1.16 mas unidades relativas de expresion de IL-6 en

comparacion con las mujeres que no tuvieron eliminacion de VPH (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Diferencia estimada de medias URE de IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y

en persistencia y eliminacidon de VPH al aiio de seguimiento de la cohorte

URE Grupo Coeficiente B** (IC95%) | pValue&

IL-4%* Persistencia 0.35(-1.090-1.791) 0.630
Eliminacién 1.13 (-.101-2.379) 0.072

IL-6* Persistencia 0.15(-1.040-1.345) 0.801
Eliminacion 1.16(0.149-2.183) 0.025

IL-10* Persistencia -0.25(-1.122-1.071) 0.963
Eliminacién 0.73(-0.215-1.679) 0.129

TGF-B1* Persistencia -0.37(-1.559-0.816) 0.536
Eliminacidn 0.23(-0.785-1.292) 0.630

TNF-a* Persistencia 0.25(-0.954-1.471) 0.673
Eliminacion 0.41(-0.642-1.472) 0.438

IFN-y* Persistencia 0.32(-1.019-1.664) 0.635
Eliminacion 1.00(-0.152-2.158) 0.089

*Variables continuas: se muestra, coeficientes B de regresion lineal, ICy & p value <0.05
**Coeficientes B de regresidn lineal ajustado por edad y método de anticoncepcion por inyecciones

hormonales

URE: Unidades relativas de expresion
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V. Andlisis de los polimorfismos en region promotora -590 IL-4, -573 IL-6,
-592,-819,-1082 IL-10, -509 TGF-B1, -380 TNF-a y -1615 IFN-y

Las frecuencias genotipicas y alélicas para los SNP’s de la region reguladora de
los genes -590C>T (IL-4), -573G>C (IL-6), —-592C>A (IL-10), -819C>T (IL-10),
-1082A>G (IL-10), -509C>T (TGF-B1), —308G>A (TNF-a) y -1615C>T (IFN-y) en
los casos con persistencia del VPH versus sin persistencia se presentan en el
Cuadro 6.

Al evaluar la asociacion de los polimorfismos analizados con el riesgo de
persistencia del VPH, razones de momios (Odd Ratios) fueron estimadas a través
de regresion logistica ajustada por edad y uso de inyecciones hormonales. Se
observé que el inico SNP que mostro significancia estadistica con persistencia del
VPH fue el polimorfismo -590 (IL-4), el genotipo heterocigoto C>T tuvo un OR de
0.22 (IC 95% 0.062- 0.838 p<0.026) y el genotipo homocigoto T>T tuvo un OR de
0.16 (IC 95% 0.044-0.651 p<0.010), al evaluar el modelo codominante. Sin
embargo, la razon de momios refiri6 proteccion ante la persistencia de VPH. Al
evaluar el modelo dominante se encontr6 un OR de 0.19 (IC 95% 0.060-0.653
p<0.008), refiriendo nuevamente significancia estadistica con proteccién ante

persistencia del VPH.

Al evaluar la asociacion por alelos se encontr6 que los Unicos SNPs que
demostraron significancia estadistica para el riesgo de persistencia del VPH fueron
los polimorfismos -573G>C (IL-6), -380G>A (TNF-a) y -1615C>T (IFN-y); el alelo C
de riesgo del SNP -573G>C (IL-6) tuvo un OR de 2.80 (IC 95%, 1.058-7.450
p<0.038), el alelo de riesgo A del SNP -380G>A (TNF-a) un OR de 3.96 (IC 95%,
1.079-14.581 p<0.038) y el alelo de riesgo T del SNP -1615C>T (IFN-y) un OR de
2.98 (IC 95%, 1.094-8.146 p<0.033).
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Cuadro 6.

Analisis de asociacion de los SNPs (-590 IL-4, -573 IL-6, (-592.-819,-1082) IL-10, -509 TGF-B1,-380 TNF-a , -1615 IFN-y ) de su region
promotora con Persistencia de VPH.

(IL-4-590 C/T) (IL-6 -573 G/C)
n(%)Persistencia/(%)S n(%)Persistencia/(%)
in Persistencia Sin Persistencia
Genotipo (n=22/96) RMa (IC95%) Valor p* Genotipo (n=22/96) RMa (IC95%) Valor p*
Modelo Codominante Modelo Codominante
c/c 7(31.8)/12(12.5) 1 G/G 10(45.5)/35(36.5) 1
c/T 9(40.9)/43(44.7) | 0.22(0.062-0.838) 0.026 G/C 10(45.5)/46(47.9) | 0.71(0.264-1.919) 0.502
/T 6(27.2)/41(42.7) | 0.16(0.044-0.651) 0.01 c/c 1(4.5)/15(15.6) 0.48(.092-2.553) 0.395
Modelo Dominante Modelo Dominante
c/c 7(31.8)/12(12.5) 1 G/G 10(45.5)/35(36.5) 1
C/T+T/T 15(68.2)/84(87.5) | 0.19(0.060-0.653) 0.008 G/c+C/C | 12(54.5)/61(63.5) | 0.66(0.256-1.700) 0.39
Modelo Recesivo Modelo Recesivo
c/C+C/T 16(72.7)/55(57.3) 1 G/G+G/C | 20(90.9)/81(84.3) 1
/T 6(27.2)/41(42.7) | 0.47(0.170-1.334) 0.158 c/c 2(9.0)/15(15.6) 0.58(0.119-2.829) 0.502
Alelos Alelos
C 6(27.2)/42(43.75) 1 G 8(36.3)/60(62.5) 1
T 16(72.7)/54(56.2) | 2.03(0.723-5.700) 0.179 C 14(63.6)/36(37.5) | 2.80(1.058-7.450) 0.038
p EHW** 0.889 p EHW** 0.985
(IL-10-592 C/A) (IL-10-819C/T)
n(%)Persistencia/(%)S n(%)Persistencia/(%)
in Persistencia Sin Persistencia
Genotipo (n=22/96) RMa (IC95%) Valor p* Genotipo (n=22/96) RMa (IC95%) Valor p*
Modelo Codominante Modelo Codominante
c/c 6(27.2)/22(22.9) 1 c/c 6(27.2)/22(22.9) 1
c/A 11(50)/48(50.0) | 0.89(0.289-2.741) 0.841 c/T 11(50)/48(50) 0.89(0.289-2.741) 0.841
AA 5(22.7)/26(27.0) | 0.82(0.215-3.186) 0.78 /T 5(22.7)/26(27.0) | 0.82(0.215-3.186) 0.79
Modelo Dominante Modelo Dominante
c/c 6(27.2)/22(22.9) 1 c/ 6(27.2)/22(22.9) 1
C/A+A/A 16(72.7)/74(77.0) | 0.79(0.302-2.505) 0.80 C/T+T/T 16(72.7)/74(77.0) | 0.87(0.302-2.505) 0.797
Modelo Recesivo Modelo Recesivo
c/c+Cc/A | 17(77.3)/70(72.9) 1 c/c+c/T | 17(77.2)/70(72.9) 1
A/A 5(22.7)/26(27.0) 0.89(0.283-2.805) 0.85 T/T 5(22.7)/26(27.0) 0.89(0.283-2.805) 0.845
Alelos Alelos
C 10(45.4)/52(54.1) 1 c 10(45.4)/51(54.1) 1
A 12(54.5)/44(45.8) | 1.32(0.517-3.408) 0.56 T 12(54.5)/44(45.8) | 1.32(0.517-3.408) 0.555
p EHW** 0.986  |p EHW** 0.986

Razones de Momios ajustadas por edad y uso de inyecciones hormonales (anticonceptivo)
** Prueba de Equilibrio Hardy-Weinberg en controles.
*Valor p<0.05
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Cuadro 6. Continuacion

Andlisis de asociacion de los SNPs (-590 IL-4, -573 IL-6, (-592.-819,-1082) IL-10, -509 TGF-B1, -380 TNF-a., -1615 IFN-y ) de su region
promotora con Persistencia de VPH.

(IL-10 -1082 A/G)

(TGF-B1-509 C/T)

in Persistencia

n(%)Persistencia/(%)S

n(%)Persistencia/(%)S
in Persistencia

Genotipo (n=22/96) RMa (IC95%) Valor p* Genotipo (n=22/96) RMa (I1C95%) Valor p*
Modelo Codominante Modelo Codominante
A/A 13(59.0)/57(59.3) 1 c/c 6(27.2)/18(18.8) 1
A/G 6(27.2)/35(36.4) | 0.74(0.255-2.146) 0.581 c/T 11(50)/50(52.0) 0.65(0.208-2.087) 0.479
G/G 3(13.6)/4(4.2) 3.24(0.635-16.574) 0.157 T/T 5(22.7)/28(29.2) 0.48(0.125-1.832) 0.283
Modelo Dominante Modelo Dominante
A/A 6(27.2)/22(22.9) 1 c/c 6(27.2)/18(18.8) 1
A/G +G/G 16(72.7)/74(77.0) 0.99(0.386-2.584) 0.999 C/T+T/T 16(72.7)/78(81.3) 0.58(0.198-1.749) 0.341
Modelo Recesivo Modelo Recesivo
A/A+A/G 19(86.3)/92(95.8) 1 C/C+C/T 18(81.8)/68(70.8) 1
G/G 3(13.6)/4(4.2) 3.60(0.732-17.72) 0.115 T 4(18.1)/28(29.2) 0.47(0.146-1.547) 0.218
Alelos Alelos
A 16(72.7)/81(84.3) 1 c 11()/57() 1
G 6(27.2)/15(15.62) | 2.03(0.666-6.188) 0.213 T 11()/39() 1.41(0.550-3.650) 0.47
p EHW** 0.632 p EHW** 0.602
(TNF-a -380 G/A) (IFN-y -1615 C/T)
n(%)Persistencia/(%)S n(%)Persistencia/(%)S
in Persistencia in Persistencia
Genotipo (n=22/96) RMa (1C95%) Valor p* Genotipo (n=22/96) RMa (1C95%) Valor p*
Modelo Codominante Modelo Codominante
G/G 20(90.9)/83(86.4) 1 c/c 11(50.0)/61(63.5) 1
G/A 2(9.0)/13(13.5) 0.82(0.167-4.109) 0.818 c/T 9(40.9)/31(32.3) 1.59(0.593-4.296) 0.354
A/A 0(0)/0(0) / / T/T 2(9.0)/4(4.2) 2.42(0.387-15.189) 0.34
Modelo Dominante Modelo Dominante
G/G 20(90.9)/83(86.4) 1 c/c 11(50.0)/61(63.5) 1
G/A +A/A 2(9.0)/13(13.5) 0.82(0.167-4.109) 0.818 C/T+T/T 11(50.0)/35(36.5) 1.69(0.662-4.359) 0.27
Modelo Recesivo Modelo Recesivo
G/G +G/A 22(100)/96(100) C/C+C/T 20(90.9)/92(95.8) 1
A/A 0(0)/0(0) / /T 2(9.0)/4(4.2) 2.01(0.337-11.991) 0.442
Alelos Alelos
G 17(77.2)/90(93.7) 1 c 13(59.0)/78(81.2) 1
A 5(22.7)/6(6.2) | 3.96(1.079-14.581)  0.038 T 9(40.9)/18(18.7) | 2.98(1.094-8.146) 0.033
p EHW** 0476  |p EHW** 0.98

Razones de Momios ajustadas por edad y uso de inyecciones hormonales (anticonceptivo)

** Prueba de Equilibrio Hardy-Weinberg en controles.

*Valor p<0.05
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De igual forma se evalué la asociacion de los polimorfismos analizados con
eliminacion del VPH. Los ORs fueron estimados a través de regresion logistica
ajustada nuevamente por edad y uso de inyecciones hormonales. Se observo
significancia estadistica con el polimorfismo -509 (TGF-B1), el genotipo
heterocigoto C>T tuvo un OR de 0.18 (IC 95% 0.037-0.889 p<0.035) y el genotipo
homocigoto T>T un OR de 0.15 (IC 95% 0.027-0.807 p<0.027) al evaluar el
modelo codominante. Para este analisis los ORs nos indican que el portar el alelo
T de este SNP confiere proteccién contra la eliminacion del VPH. Al evaluar el
modelo dominante se encontré que los genotipos C>T y T>T mostraron un OR de
0.17 (IC 95% 0.036-0.811 p<0.026) refiriendo nuevamente significancia con
proteccion hacia la eliminacién del VPH. (Cuadro 7).
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Cuadro 7.

Andlisis de asociacion de los SNPs (-590 IL-4, -573 IL-6, (-592.-819,-1082) IL-10, -509 TGF-B1, -380 TNF-a , -1615 IFN-y ) de su region
promotora con Eliminacion de VPH.

(IL- 4-590 C/T) (IL-6 -573 G/C)
n(%)Eliminacion/(%) n(%)Eliminacion/(%)
Sin Eliminacion Sin Eliminacion
Genotipo (n=85/33) RMa (IC95%) Valor p* Genotipo (n=85/33) RMa (IC95%) Valor p*
Modelo Codominante Modelo Codominante
c/cC 14(16.4)/5(15.1) 1 G/G 33(38.8)/12(36.3) 1
c/T 38(44.7)/14(42.4) 0.60(0.166- 2.224) 0.452 G/C 41(48.2)/15(45.4) | 0.86(0.344-2.164) 0.755
/T 33(38.8)/14(42.4) | 0.59(0.164-2.170) 0.433 c/c 11(12.9)/6(18.1) | 0.75(0.219-2.572) 0.65
Modelo Dominante Modelo Dominante
c/c 14(16.4)/5(15.1) 1 G/G 33(38.8)/12(36.3) 1
C/T+T/T 71(83.5)/28(84.8) 0.60(0.179-2.023) 0.412 G/C+C/C 52(61.1)/21(63.6) | 0.83(0.352-1.966) 0.676
Modelo Recesivo Modelo Recesivo
c/C+C/T 52(61.1)/19(57.5) 1 G/G +G/C 74(87.0)/27(81.8) 1
T/T 33(38.8)/14(42.4) 0.85(0.369-1.998) 0.724 c/c 11(12.9)/6(18.8) | 0.81( 0.263-2.505) 0.718
Alelos Alelos
C 34(40)/14(42.4) 1 G 48(56.4)/20(60.6) 1
T 51(60)/19(57.5) 1.05(0.453-2.449) 0.903 C 37(43.5)/13(39.3) | 1.18(0.510-2.771) 0.687
p EHW** 0.23 p EHW** 0.731
(IL-10-592 C/A) (IL-10-819C/T)
n(%)Eliminacién/(%) n(%)Eliminacién/(%)
Sin Eliminacion Sin Eliminacion
Genotipo (n=85/33) RMa (1C95%) Valor p* Genotipo (n=85/33) RMa (1C95%) Valor p*
Modelo Codominante Modelo Codominante
c/c 23(27.0)/5(15.1) 1 c/c 23(27.0)/5(15.1) 1
C/A 43(50.5)/16(48.4) 0.57(0.180-1.817) 0.344 /T 43(50.5)/16(48.4) | 0.57(0.180-1.817) 0.344
AA 19(22.3)/12(36.3) | 0.43(0.125-1.505) 0.18 /T 19(22.3)/12(36.3) | 0.43(0.125-1.505) 0.18
Modelo Dominante Modelo Dominante
c/c 23(27.0)/5(15.1) 1 c/c 23(27.0)/5(15.1) 1
C/A+A/A | 62(72.9)/28(84.8) | 0.51(0.173-1.530) 0.23 C/T+T/T | 62(72.9)/28(84.8) | 0.51(0.173-1.530) 0.232
Modelo Recesivo Modelo Recesivo
C/C+C/A | 66(77.6)/21(63.6) 1 C/C+C/T | 66(77.6)/21(63.6) 1
AA 19(22.3)/12(36.3) | 0.63(0.251-1.610) 0.34 /T 19(22.3)/12(36.3) | 0.63(0.251-1.610) 0.34
Alelos Alelos
C 42(49.4)/19(57.5) 1 C 42(49.4)/19(57.5) 1
A 43(50.5)/14(42.4) 1.38(0.593-3.212) 0.45 T 43(50.5)/14(42.4) | 1.38(0.593-3.212) 0.45
p EHW** 0.929 p EHW** 0.929

Razones de Momios ajustadas por edad y uso de inyecciones hormonales (anticonceptivo)
** Prueba de Equilibrio Hardy-Weinberg en controles.
*Valor p<0.05
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Cuadro 7. Continuacion

Analisis de asociacion de los SNPs (-590 IL-4, -573 IL-6, (-592.-819,-1082) IL-10, -509 TGF-B1, -380 TNF-a , -1615 IFN-y ) de su
region promotora con Eliminacién de VPH.

(IL-10 -1082 A/G)

(TGF-B1-509 C/T)

n(%)Eliminacién/(%)
Sin Eliminacion

n(%)Eliminacion/(%)
Sin Eliminacién

Genotipo (n=85/33) RMa (IC95%) Valor p* Genotipo (n=85/33) RMa (IC95%) Valor p*
Modelo Codominante Modelo Codominante
A/A 49(57.6)/21(63.6) 1 c/c 22(25.8)/2(6.0) 1
A/G 32(37.6)/9(27.2) | 1.51(0.606-3.801) 0.372 c/T 41(48.2)/20(60.6) | 0.18(0.037-0.889) 0.035
G/G 4(4.7)/3(9.0) 0.57(0.114-2.896) 0.503 /T 22(25.8)/11(33.3) | 0.15(0.027-0.807) 0.027
Modelo Dominante Modelo Dominante
A/A 49(57.6)/21(63.6) 1 c/c 22(25.8)/2(6.0) 1
A/G +G/G 36(42.3)/12(36.3) | 1.28(0.549-2.995) 0.565 C/T+T/T 63(74.1)/31(93.9) | 0.17(0.036-0.811) 0.026
Modelo Recesivo Modelo Recesivo
AA+A/G | 81(95.2)/30(90.9) 1 C/C+C/T | 64(75.2)/22(66.6) 1
G/G 4(4.7)/3(9.0) 0.49(0.101-2.430) 0.388 /T 21(24.7)/11(33.3) | 0.54(0.216-1.356) 0.191
Alelos Alelos
A 67(78.8)/30(90.9) 1 C 42(49.4)/25(75.7) 1
G 18(21.1)/3(9.0) | 3.29(0.851-12.771) 0.084 T 43(50.5)/8(24.2) | 3.64(1.394-9.522) 0.008
p EHW** 0.199 p EHW** 0.075
(TNF-a -380 G/A) (IFN-y -1615 C/T)
n(%)Eliminacién/(%) n(%)Eliminacién/(%)
Sin Eliminacidon Sin Eliminacién
Genotipo (n=85/33) RMa (IC95%) Valor p* Genotipo (n=85/33) RMa (IC95%) Valor p*
Modelo Codominante Modelo Codominante
G/G 74(87.0)/29(87.8) 1 c/c 51(60)/21(63.6) 1
G/A 11(12.9)/4(12.1) | 1.62(0.416-6.366) 0.484 c/T 28(32.9)/12(36.3) | 0.40(0.388-2.189) 0.855
A/A 0(0)/0(0) / / T/T 6(7.0)/0(0) / /
Modelo Dominante Modelo Dominante
G/G 74(87.0)/29(87.8) 1 c/C 51(60.0)/21(63.6) 1
G/A+A/A | 11(12.9)/4(12.1) | 1.62(0.416-6.366) 0.484 C/T+T/T | 34(40.0)/12(36.3) | 1.10(0.469-2.576) 0.826
Modelo Recesivo Modelo Recesivo
G/G+G/A | 85(100)/33(100) c/C+C/T | 79(92.9)/33(100)
A/A 0(0)/0(0) / /T 6(7.0)/0(0) /
Alelos Alelos
G 74(87.0)/32(96.9) 1 C 63(74.11)/28(84.8)
A 11(12.9)/1(3.0) | 3.90(0.471-32.384) 0.21 T 22(25.88)/5(15.1) | 1.92(0.651-5.692) 0.24
p EHW** 0.71 p EHW** 0.201

Razones de Momios ajustadas por edad y uso de inyecciones hormonales (anticonceptivo)
** Prueba de Equilibrio Hardy-Weinberg en controles.

*Valor p<0.05
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DISCUSION

Factores de riesgo asociados a infecciéon por el VPH a nivel del cérvix

Para el presente estudio las variables que mostraron relacién estadisticamente
significativa con infeccion por VPH fueron la edad, exposicion previa y actual al
tabaco y uso de DIU e inyecciones hormonales, caracteristicas que han sido
asociadas en otros estudios epidemioldgicos tanto para infeccion por VPH, como
para CaCU.(6,17) Se conoce que la mayoria de las infecciones por VPH son
transitorias e intermitentes en donde la edad tiene un papel fundamental, en las
mujeres menores de 30 afios cerca del 70% de la infecciones desaparecen
aproximadamente en un afio y el 91% en dos afios, debido a que en edades
tempranas el sistema inmune produce una respuesta con mayor eficacia
controlando e interrumpiendo la evolucion de esta infeccién en comparacién con lo
sucedido en edades mas avanzadas.(1,18) La edad promedio de mujeres
positivas al VPH en este estudio fue de 37 afos lo cual tendria sentido al ser una
de las etapas mas activas sexualmente en la poblacion, lo que resulta en una

mayor exposicion de este grupo a infecciones por el VPH.

El tabaquismo ha sido sefialado por tener relacién directa entre el riesgo de
lesiones por el VPH y la duracién e intensidad del tabaquismo. En promedio se
considera que la fumadoras tienen el doble de riesgo de conservar un infeccion
por el VPH y de sufrir un lesién. En estudios recientes se ha demostrado la
presencia de nicotina, cotinina y otros mutdgenos derivados del tabaco, en
mujeres fumadoras con infeccion por VPH vy lesion intraepitelial, se conoce que
estos mutagenos ocasionan un dafio molecular en el ADN del tejido cervicouterino
por medio de un efecto toxico directo, ocasionando ademas un efecto

inmunosupresor local provocando mayor susceptibilidad para infecciones.(19)
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Persistencia del VPH en el primer afio de seguimiento de la cohorte

Para una infeccién persistente por el VPH el VPH-AR es un factor necesario pero
no suficiente, de tal manera que se requiere de la combinacién de varios factores
para producir dicho evento, como el tabaquismo, uso de anticonceptivos orales,
comportamiento sexual, edad, alteracion del sistema inmunoldgico, co-infecciones,
etc.(20)

El genotipo de VPH mas prevalente en la poblacion de estudio fue el VPH-58
(17.73%) al igual que fue el genotipo con mayor persistencia al afio de
seguimiento (5%). De igual forma se observo relacion entre la presencia de VPH-
AR vy la persistencia del VPH (p<0.008), resultados que coinciden con otros
estudios como el de Cancion JS. en 2013 cuando evalud la importancia de la
infeccion por el VPH-58 en mujeres positivas a VPH. (18) En este estudio se
incluyeron a 265 mujeres de las cuales 158 presentaban infeccion por VPH-AR
caracteristica que fue indispensable para infeccion persistente con un OR de
15.459 (IC 95%: 2.042-117.045), de igual forma se reporta que las mujeres con
VPH-58 tuvieron un riesgo mas alto con un OR de 5.260 (IC 95%: 1.538-17.987)
para una infeccidn persistente y desarrollo de lesion intraepitelial que las mujeres
con VPH-16 con un OR 3.822 (IC 95%: 1.176-12.424) en comparacion con las
mujeres con otros tipos de VPH-AR. (21)

El uso de anticonceptivos hormonales ha sido sugerido como un factor de riesgo
para la persistencia de una infeccion debido a que genera cambios tanto quimicos
como fisicos del moco cervical lo que facilita la entrada de diferentes agentes
mutagénicos que condicionan alteracion de la respuesta inmune local teniendo

como resultado una mayor susceptibilidad a agentes virales. (19,22)
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Eliminacién del VPH en el primer afio de seguimiento de la cohorte

En el presente estudio el genotipo que fue eliminado mayormente en las mujeres
qgue fueron evaluadas en el primer afio de seguimiento fue el genotipo 53 (20%).
Es bien sabido que ante una infeccion por VPH de alto o bajo riesgo el sistema
inmune tiene un papel clave para activar una respuesta dirigida a eliminar el VPH,
prueba de ello es un estudio realizado por Scott ME. en 2013 donde evalué la
relacion entre las citocinas cervicales y eliminacion de la infeccion por el VPH, en
dicho estudio se pudo observar que en mujeres con infecciones incidentes por
VPH de alto riesgo presentaban una alta expresion de citocinas proinflamatorias
tipo 1 dirigidas a erradicar la infeccidon, sin embargo las pacientes que presentaban
niveles elevados de IL-10 se asociaron con tiempos estadisticamente mas largos
de depuracion del VPH, estos resultados subraya el compromiso a corto y largo
plazo de los mediadores inmunes locales con la erradicacion del VPH de alto o
bajo riesgo. (23)

Niveles de expresion del ARNm de IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B1, TNF-a e IFN-y a

nivel de cérvix en casos de persistenciay eliminaciéon del VPH

Ante el papel del VPH en la génesis del CaCU se ha estudiado de manera diversa
la respuesta del sistema inmune tanto en lesiones precancerosas como en el
cancer de cérvix en donde se ha identificado un estado de inmunosupresion el
cual se caracteriza por un aumento de la expresion de las interleucinas tipo Il y i
(IL-4, IL-10, IL-6 y TGF-B1 supresoras de la respuesta inmune celular)
acompafado de una reduccion de las interleucinas tipo | (IL-2, INF-y y TNF-a)
el cual favorece la progresion de las lesiones precancerosas o0 bien el
establecimiento y desarrollo de CaCU.(4,24) En un estudio reciente se ha
postulado un perfil genético de respuesta inmune Th2-Th3, implicado en el riesgo
para el desarrollo de CaCU.(9) Sin embargo, no existen estudios que relacionen

los niveles de expresion de citocinas Thl, Th2 y Th3 a nivel de cérvix en estados
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de persistencia o eliminacion de VPH, siendo uno de los objetivos del presente

estudio.

Niveles de expresion del ARNm de IL-4 a nivel de cérvix en casos de

persistenciay eliminacion del VPH

IL-4 es una glucoproteina producida por un grupo de células especificas como
linfocitos Th2, basdfilos, mastocitos y eosindfilos activados. Dentro de sus
principales funciones se encuentra promover la diferenciacion de linfocitos Th2, de
linfocitos B, bloquea la actividad inflamatoria de IL-1, TNF-a elL-6 y es
considerada como un potente inhibidor de la apoptosis. Su participacion es bien
conocida en diferentes procesos inmunoldgicos dentro de los que destacan

atopias, asma y procesos cancerigenos.(25,26)

Su participacion en CaCU ha sido estudiada como parte del grupo de citocinas
Th2. Daniilidis A. y colaboradores en 2016 realizaron un estudio donde describen
los niveles de citocinas en mucosa de cuello uterino de mujeres infectadas con
VPH. Participaron un total de 97 mujeres, 27 de ellas presentaban lesiones
intraepiteliales escamosas de alto grado, 48 con lesion intraepitelial escamosa de
bajo grado y 22 con un frotis normal. Las citocinas evaluadas fueron IL-1a, IL-18,
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a, TNF-B y TGF-B1 y se detectaron
niveles significativamente menores de IL-4 en muestras cervicales obtenidas del
grupo con lesion escamosa intraepitelial de bajo grado cuando se compararon con
muestras obtenidas del grupo lesion escamosa intraepitelial de alto grado.(27)
Estos resultados resaltan la importancia de los niveles elevados de IL-4 en

lesiones casionadas por VPH.

En el presente estudio los niveles de expresién del ARNm de IL-4 normalizados
con actina a nivel de cérvix fueron mayores en los casos con persistencia del VPH
comparados con los casos que presentaron eliminacion del VPH. Al evaluar la

asociacion entre los niveles de expresion de IL-4 con persistencia y eliminacion del
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VPH no se encontré significancia estadistica para esta citocina. Aunque no se
encontrd asociacion estadistica, si se pudo evidenciar que los niveles de expresion
de IL-4 suelen ser mayores en estados infecciosos, coincidiendo en este caso con

los niveles observados para persistencia del VPH.

Niveles de expresion del ARNm de IL-6 a nivel de cérvix en casos de
persistenciay eliminacion del VPH

Es bien conocido que IL-6 es una citocina multifuncional caracterizada por su
produccion en diferentes tipos celulares como monocitos, macrofagos,
queratinocitos, linfocitos T y B, fibroblastos, adipocitos, entre otras células. La
literatura reporta que los principales estimulos para su sintesis y liberacion son los
procesos infecciosos ocasionados por diferentes agentes patdgenos como virus o

bacterias ademés de las acciones que tienen otras citocinas como IL-1. (28,29)

Se conoce que los principales objetivos y dianas celulares de IL-6 son los linfocitos
T y B, monocitos, macrofagos y los hepatocitos. Tiene una amplia participacion en
procesos crénicos como enfermedades autoinmunes o cancer.(30) Existen
muchos articulos que relacionan los niveles de expresion de IL-6 con el mal
pronéstico de CaCU, prueba de ello es un articulo publicado recientemente donde
se demuestra que en pacientes con esta neoplasia los niveles de expresion del
ARNmM de IL-6 son mayores comparados con los niveles de expresion de otras
citocinas como las que siguen un patrén Thl, con predominio de una respuesta
antiinflamatoria de esta citocina, ademas se menciona gue estos niveles elevados
de IL-6 se asocian a un efecto promotor en el crecimiento de células tumorales y

angiogénesis tumoral, siendo eventos claves para el desarrollo de CaCU.(9)

No obstante, es importante recordar que esta citocina tiene una actividad
pleiotrépica, es decir ademas de su efecto antinflamatorio en etapas crénicas ya
antes mencionado, también se ha descrito un efecto proinflamatorio

principalmente en etapas agudas de una patologia.(31) Ya lo describian Malejczyk
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J. y colaboradores cuando evaluaron la liberacion constitutiva de IL-6 por los
queratinocitos de neoplasias portadoras de VPH 16. En este estudio demostraron
que en la linea celular de queratinocitos humanos cultivados que albergan y
expresan secuencias de ADN integrado del virus del VPH 16, IL-6 no estimuld el
crecimiento de los queratinocitos; sin embargo, si aumentd significativamente la
actividad de las células NK de los linfocitos de sangre periférica humana contra los
queratinocitios infectados. Estos resultados sugieren que en etapas iniciales las
células neoplasicas infectadas con VPH pueden liberar IL-6, que puede mediar
indirectamente la muerte del tumor mediante el aumento de la actividad de las
células NK.(32)

Ademas de la investigacion antes mencionada, evidencias recientes indican que
IL-6 en etapas agudas de una infeccion promueve el desarrollo de células TH17.
Dichas células producen la quimiocina IL-17, una quimiocina proinflamatoria que
ayuda al reclutamiento de otras células del sistema inmune en los tejidos
periféricos con el objetivo de la abolicion del proceso infeccioso o0 proceso

patolégico agudo.(33)

En el presente estudio los niveles de expresion del ARNm de IL-6 normalizados
con actina a nivel de cérvix fueron mayores en los casos con eliminacion del VPH
comparados con los casos con persistencia del VPH. Al evaluar la asociacién
entre los niveles de expresion de IL-6 con persistencia del VPH, no se encontrd
asociacion estadisticamente significativa; sin embargo, al evaluar la asociaciéon
entre los niveles de expresion de IL-6 y eliminacion del VPH se encontré un
Coeficiente B de 1.16 (IC 95% 0.149-2.183 p<0.025), es decir existe una
asociacion estadisticamente significativa entre IL-6 y la eliminacion del VPH, lo
gue se tradujo en que las mujeres que presentaron eliminacién del VPH tuvieron
1.16 veces mas unidades relativas de expresion de IL-6 en comparacion con los
sujetos que no presentaron eliminacion del VPH. Aunque no existen
investigaciones previas que hayan evaluado esta asociacién, estos resultados

coinciden con algunas investigaciones ya realizadas previamente en tumores no
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cancerigenos causados por el VPH y refuerzan el conocimiento sobre la funciéon

pleiotropica de esta citocina.

Niveles de expresion del ARNm de IL-10 a nivel de cérvix en casos de

persistenciay eliminacion del VPH

IL-10 es considerada una citocina Th2 con caracteristicas antinflamatorias que
participa de manera activa en la regulacion de la respuesta inmune adaptativa e
innata. Se conoce que la IL-10 es producida por los linfocitos T CD4 Y CD8,
fibroblastos, monocitos, entre otros.(34) Dentro de sus principales funciones se
encuentra la inhibicion la proliferacién de linfocitos T e inhibicion de la inflamacion,
asi como la disminucién de citocinas Th1.(35) Su participacibn en procesos
infecciosos por VPH es fundamental, prueba de ello son los hallazgos que se han
realizado al respecto de que IL-10 presenta una alta expresién asociada a la
frecuencia de los tipos de VPH y la gravedad de las lesiones que provoca.(36,37)
Aranary y colaboradores mencionan que tanto la persistencia y progresion de las
lesiones ocasionadas por el VPH se ven favorecidas por mecanismos especificos
IL-10 que cambian la expresién de citocinas en el microambiente cervical, basados

principalmente en disminucién de citocinas antiinflamatorias.(38)

De igual forma se ha informado que en pacientes con lesiones intraepiteliales y en
estadios de CaCU se ha detectado niveles mas altos de IL-4 e IL-10 en
comparacién de aquellos grupos sin lesiones justificando que las células
transformadas por el VPH son las principales productoras de estas
citocinas.(4,39,40)

En 2016 Torres Poveda y colaboradores describen el papel de IL-10 y TGF-B1 en
la inmunosupresion local en neoplasia cervical asociada a VPH reportando que
existen niveles mas altos de IL-10 en suero y a nivel de cérvix en pacientes en
etapas mas tempranas de las lesiones ocasionadas por el VPH. De igual forma

evidencian que los niveles de expresion del ARNm del IL-10 y los niveles de su
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proteina en suero suelen ser significativamente mas altos en lesion intraepiteliales
que en pacientes sin alteraciones en cérvix.(4) De tal manera que la presencia de
IL-10 es etiquetada como un factor elemental y clave para el desarrollo de una

respuesta inmune alterada en la presencia de lesiones del cérvix.

Sin embargo, contrario a las investigaciones anteriormente comentadas, en el
presente estudio los niveles de expresion del ARNm de IL-10 normalizados con
actina a nivel de cérvix fueron ligeramente mayores en los casos con eliminacion
del VPH comparados con los casos con persistencia del VPH. Al evaluar la
asociacion entre los niveles de expresion de IL-10 con persistencia y eliminacion
del VPH no se encontr6 significancia estadistica. Los resultados de este estudio
pudieran estar influenciados por las co-infecciones que presentan algunas de las
mujeres del estudio, pues si bien algunas de ellas presentaban eliminacion para
un genotipo de VPH al mismo tiempo desarrollaban incidencia de otro genotipo lo
que explicaria probablemente los niveles elevados de IL-10 aun y en eliminacién

del VPH para este grupo de mujeres estudiadas.

Niveles de expresiéon del ARNm de TGF-B1 a nivel de cérvix en casos de
persistenciay eliminacion del VPH

TGF-B1 es considerada como una de las citocinas originada de un subconjunto de
células Th3, el papel que tienen TGF-B1 es dual y hasta cierto punto controvertido
y dependiente del estado inmunoldgico, tejido afectado o tipo de dafio en el que
participe. Esta citocina es producida por una gran cantidad de células entre ellas

plaquetas, células endoteliales, linfocitos y macréfagos.(41,42)

Estudios previos mencionan que esta citocina tiene la capacidad de inhibir las
actividades de estimulacién de las células presentadoras de antigeno generando
ausencia de las respuestas inmunitarias asi como falta de proliferacion vy
diferenciacion de Linfocitos T en LT citotoxicos y auxiliares. En estados de cancer

se menciona que TGF-B1 puede promover la progresion tumoral al facilitar la
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invasion de la matriz extracelular y la angiogénesis.(43) En un estudio reciente en
donde evaltan la expresion el ARNm de diferentes citocinas en tumores de cérvix

se menciona que todos los tumores expresaron ARNm de TGF-1 e IFN-y.(9)

Contrario a estos efectos mencionados, también se ha estudiado y demostrado
que TGF-B1 por un mecanismo especifico sobre las células presentadoras de
antigeno  puede favorecer una respuesta inmune tipo Th2. Shier MK. y
colaboradores demuestran que TGF-B1 es unaproteina inhibidora
del crecimiento celular. En este estudio utilizaron lineas celulares transformadas
con VPH 16 y 18. Sus resultados sugieren que TGF-B1 puede tener efectos
antiproliferativos especificamente sobre algunas células transformadas con VPH al
generarse una regulacion negativa de la expresion y de la funcién de diferentes

moléculas potenciadoras de la proliferacion.(44)

En este trabajo de tesis los niveles de expresibn del ARNm de TGF-$1
normalizados con actina a nivel de cérvix fueron mayores en los casos con
eliminacién del VPH comparados con los casos de persistencia de VPH; asi al
evaluar la asociacion entre los niveles de expresion de TGF-B1 con persistencia y
eliminacién del VPH no se encontrd significancia estadistica. Si bien no existen
estudios previos que evaluen de manera especifica los niveles de expresion de
TGF-B1 en persistencia o eliminacion del VPH, los resultados de este estudio
coinciden con algunos estudios previamente mencionados, apoyando entonces la
hipétesis de su participacion en la activacion de la respuesta inmune contra

patdogenos como VPH.

Niveles de expresion del ARNm de TNF-a a nivel de cérvix en casos de
persistenciay eliminacion del VPH

TNF-a es miembro de un grupo de citocinas tipo Thl que se estimula
principalmente en la fase aguda de reacciones inflamatorias, se conoce que esta

citocina esta relacionada con el transcurso de distintas agresiones celulares,
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siendo las infecciones uno de sus principales ejemplos. Su participacion en
procesos cronicos es contraria a la mencionada en fases agudas. En diferentes
estudios se ha postulado que TNF-a como miembro de las citocinas tipo Thl
muestra niveles bajos en estadios de CaCU en comparacion con los niveles

expresados en etapas iniciales de la infeccion por el VPH.(45,46)

En 2016 se publica un articulo donde evaltuan los niveles de expresion de citocinas
Thl, Th2 y Th3 en mujeres con CaCU y en controles con VPH positivo en donde
se observa que los niveles de expresion de TNF-a fueron mucho mas bajos para
las pacientes con CaCU comparados con los niveles observados en las pacientes
VPH positivo siendo estos resultados estadisticamente significativos con una
p <0,00001. Estos datos ponen en evidencia el papel descrito de TNF-a como
elemento fundamental en las respuesta inmune aguda desencadenada frente a

infecciones virales.(9)

Para el presente estudio los niveles de expresion del ARNm de TNF-a
normalizados con actina a nivel de cérvix fueron mayores en los casos con
eliminacién del VPH comparados con los casos con persistencia del VPH, de igual
forma se evalud la asociacion entre los niveles de expresion de TNF-a con
persistencia y eliminacion del VPH sin encontrar significancia estadistica. Estos
resultados estan relacionados con lo descrito en la literatura, pues al encontrar
niveles mas altos en eliminaciéon del VPH se entenderia el papel que tiene esta
citocina ante la erradicacion de una enfermedad infecciosa en etapas agudas, se
debe recordar que existian pacientes que mientras presentaban eliminaciéon para
un tipo viral, al mismo tiempo podian presentar incidencia de otro genotipo lo que
reforzaria la explicacion de encontrar niveles altos de TNF-a en casos de

eliminacion del VPH.
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Niveles de expresion del ARNm de IFN-y a nivel de cérvix en casos de

persistenciay eliminacion del VPH

Es bien conocido que IFN-y pertenece al grupo de citocinas Thl con grandes
funciones antiinflamatorias, producida por los linfocitos T CD4 y NK, el IFN-y se
encarga de la activacion de macrofagos y de potenciar el efecto de fagocitosis de
estas células, de igual forma la literatura menciona que IFN-y participa en la
diferenciacion de LT CD4 en LT Thl disminuyendo la respuesta Th2.(47,48) En
2014 Ramanathan P. y colaboradores demuestran la participacion activa de IFN-y
en tumores de cérvix positivos a VPH lo que indica que las células dendriticas
presentes en el ambiente tumoral presentaban una gran estimulacién de la

proliferacion de LT y secrecion IFN-y potenciando asi la respuesta Th1.(49)

En este estudio se evaluaron los niveles de expresion de IFN-y en los casos de
persistencia y eliminacién del VPH. Los niveles de expresion del ARNm de IFN-y
normalizados con actina a nivel de cérvix fueron mayores en los casos con
persistencia del VPH comparados con los casos con eliminacion del VPH y se
evalud la asociacion entre los niveles de expresion de IFN-y con persistencia y
eliminacion del VPH sin encontrar significancia estadistica. Encontrar niveles mas
altos de IFN-y en los casos con persistencia del VPH reflejaria el papel de esta
citocina en fases agudas de una patologia/infeccion ocasionando un proceso

antiinflamatorio.

Asociacion de los polimorfismos en region promotora -590 IL-4, -573 IL-6,
-592, -819, -1082 IL-10, -509 TGF-B1, -308 TNF-a y -1615 IFN-y.

Como se ha mencionado el sistema inmune desempefia un papel clave durante
una infeccion por VPH ya que la eliminacion del virus esta determinada por
reacciones inmunes especificas genéticamente predeterminadas encargadas de
liberacion de distintos elementos dirigidos contra la infeccién. Las citocinas son

fundamentales en esta respuesta inmune donde distintos polimorfismos
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identificados pueden ser responsables de las variaciones en los niveles de

expresion observados entre individuos con distintas enfermedades.(19)

Se han estudiado e identificado un gran namero de polimorfismos de un solo
nucleotido (SNP) en regidon promotora de citocinas como -590 C> T (IL-4), -573
G>C (IL-6), -592 C>A, -819 C>T, -1082 A>G (IL-10), -509 C>T (TGF-p1), -308
G>A (TNF-a) y -1615 C>T (IFN-y), los cuales se han asociado a variaciones en la

respuesta inmune del huésped contribuyendo al riesgo de CaCU. (9)

Polimorfismo -590 C>T y su asociacion con persistencia y eliminacién del
VPH.

Es bien conocido que el gen que codifica para IL-4 se encuentra localizado en el
cromosoma 5 (5q31), region en donde podemos encontrar a otros genes que
codifican para citocinas Th2.(50) El polimorfismo -590 C >T en la regién promotora
del gen IL-4es la variacion mas comunmente reportada de este gen; sin
embargo, existen pocos articulos que asocien este polimorfismo con infecciones
virales o cancer. Algunos autores mencionan que el alelo T del SNP -590 C>T se
ha asociado con un incremento en la actividad transcripcional in vitro, esto es
debido a que el SNP se encuentra dentro de 5'UTR del gen, teniendo como
resultado alteraciones en esta region con capacidad de influir en la transcripcion y
estabilizacion del ARNm y que ocasionan un aumento de las concentraciones

plasmaticas con una gran variedad de fenotipos.(9,51)

Dentro de los estudios encontrados para el polimorfismo -590 C>T se reporta que
esta variacion del gen se asocia a distintas alteraciones del sistema inmunoldgico
generando perdida de la homeostasis de un individuo. En edades pediatricas, este
polimorfismo ha presentado mayor asociacidbn con alergias, asma, artritis
idiopatica juvenil, hepatitis autoinmune y vasculitis sistémicas siendo la
enfermedad de Kawasaki la vasculitis mas caracteristica,(52-54) en etapas

adultas se ha reportado gran asociacion con enfermedades como artritis
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reumatoide, gastritis ocasionada por Helicobacter Pylori, cancer gastrico y rinitis
alérgica.(52,55)

El hallazgo de mayor relevancia para el presente estudio es la asociacion
reportada por Torres Poveda y colaboradores en 2016, donde en un estudio de
casos y controles realizado en 200 pacientes con CaCU y 200 controles
hospitalarios se demostré que una copia del alelo T de riesgo del SNP -590 C>T
presentd un OR de 2.22 (IC 95% 1.238 a 3.987 p <0.007) para CacU, es decir que
una copia de este alelo de riesgo fue suficiente para incrementar el riesgo de
CaCuU al igual que en los individuos portadores de dos copias de este alelo de
riesgo, siendo este el primer estudio en mostrar dicha evidencia.(9) Contrario a lo
anteriormente mencionado, en el presente estudio se analizo el polimorfismo -590
C>T de la region promotora de IL-4 en pacientes con persistencia y/o eliminacion
del VPH en donde los individuos que fueron portadores de una copia del alelo T de
riesgo del SNP -590 presentaron un OR de 0.19 (IC 95% 0.060-0.653 p<0.008)
para persistencia del VPH, sin encontrar asociacion significativa en eliminacion del
VPH. De tal forma que una copia del alelo de riesgo T se considera suficiente para
conferir proteccién ante la persistencia de VPH y el hecho de tener dos copias de
este alelo genera exactamente la misma proteccion. Sin embargo, hasta este
momento no existen otros reportes en la literatura que apoyen dicha asociacion en

cancer, persistencia y/o eliminacion del VPH.

Polimorfismo -573 G>C y su asociacion con persistencia y eliminacién del
VPH.

Se sabe que el gen IL-6 tiene una relacibn importante en los procesos
inmunologicos e inflamatorios, este gen ha sido mapeado en el cromosoma 7
(7p21).(28) Jeong-Shi Lin menciona que el gen IL-6 es uno de los genes de las
familias de interleucinas que codifica una proteina citocina fosforilada glucosilada
relacionada con la inflamacion, maduracién de las células B y mantenimiento de la

homeostasis inmunitaria, por lo que se ha vinculado con una gran variedad de
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estados de enfermedad asociados con la inflamacion.(56) Se han estudiado varios
polimorfismos presentes en este gen, siendo el SNP -573 G>C localizado en su
region promotora el que se ha asociado como un factor de riesgo genéticamente
predeterminado para distintos tipos de cancer, como el cancer de pulmon, cancer
de mama, adenocarcinoma de endometrio o CaCU, debido a la sobreproduccion
del ARNm e incremento en los niveles de su citocina con efecto estimulante en el

crecimiento de las células tumorales.(57-59)

Recientes investigaciones demuestran que el polimorfismo -573 G>C se asocia
con alteraciones en diferentes respuestas del sistema inmunoldgico que son
activadas para combatir infecciones por distintos patégenos, como en el caso de
tuberculosis o hepatitis B, generando susceptibilidad para padecerlas o agravar su
desarrollo y evolucién.(60,61) Respecto a su asociacion con infeccién por VPH y
CaCU, algunos autores mencionan que el polimorfismo -573 G>C en la regién
promotora del gen IL 6 que produce altos niveles en el plasma de su proteina, se
asocia con la gravedad del cancer y puede favorecer su progresion al promover la
angiogénesis a nivel del tumor.(57) En el presente estudio se analizé el
polimorfismo -573 G>C de IL-6 en pacientes con persistencia y eliminacion del
VPH, demostrando en el andlisis por alelos que los individuos portadores del alelo
C de riesgo del SNP -573 presentaron un OR de 2.80 (IC 95% 1.058-7.450
p<0.038) para persistencia del VPH, sin encontrar asociacion significativa en
eliminacion del VPH, esto quiere decir que el ser portador del alelo C de riesgo es
un elemento clave de riesgo para continuar con la persistencia de la infeccion del
VPH. Estos resultados coinciden con otros estudios en donde se evalla la
asociacion del polimorfismo -573 G>C con el riesgo para CaCU en mujeres
infectadas por VPH 16, obteniendo un riesgo incrementado para cancer al ser
portador del genotipo homocigoto C/C con un OR de 3.2 (IC 95% 1.572-6.535 p<
0.001), al igual que para las pacientes portadoras del alelo de riesgo C,
observando un OR de 1.70 (IC 95% 1.208-2.404 p<0.002).(9)
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Polimorfismo -592 C>A y su asociacion con persistencia y eliminacion del
VPH.

Georgios S. Chatzopoulos reporta que el gen de IL-10 se encuentra en el
cromosoma 1 (1q31-32) el cual posee cinco exones, es encargado de producir la
citocina IL 10 que actda como un inhibidor general de las respuestas proliferativas
y de citocinas de las células T helper (Th) 1 y Th2 in vitro e in vivo.(62) Diversos
estudios han encontrado que laregion promotora del gen IL-10 esaltamente
polimorfica, identificando varios polimorfismos en esta region.(63) Se ha informado
el impacto de tres polimorfismos comunes en el promotor del gen IL-10 -592 A>C,
-1082 G>Ay -819C>T asociados a CaCU y otras patologias.(63,64)

El polimorfismo -592 A>C se conoce por estar ubicado en el promotor del gen IL-
10 en una regién de control negativo, estudios previos demuestran que al
generarse el cambio del nucleétido de C por A se genera un aumento en la
actividad del promotor desencadenando un aumento de su capacidad
represiva.(65) La literatura menciona dos factores de transcripcion especificos
(Spl y Sp3) que se unen a una region cercana del polimorfismo, los cuales tienen
tanto la capacidad de activar como de inhibir la transcripcion. En un estudio
reciente se reporta que al expresarse el polimorfismo -592 A>C Spl pierde su

capacidad inhibitoria transcripcional.(66)

La literatura reporta que el polimorfismo -592 A>C en la region promotora del gen
IL-10 se ha asociado a distintas patologias como trombocitopenia inmune en la
infancia, artritis idiopatica juvenil, artritis reumatoide y a una evolucién mas grave
de los pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia humana.(65,67) En
febrero de 2018 Guo C. y colaboradores publicaron un metanalisis que demuestra
asociacion significativa entre los polimorfismos del gen IL-10 y el riesgo de CaCU,
mencionando que se combinaron diez estudios que constaban de 3.149 casos y
2.237 controles en el metandlisis para evaluar si el polimorfismo IL-10 -592 C>A se

asociaba con el riesgo de CaCU obteniendo como resultado que el genotipo AA
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con un OR de 1.86 (IC 95% 1.02-3.39 p< 0.04) y los genotipos CCy CA con un
OR de 1.62 (IC 95% 1.06-2.49 p<0.03) se asociaban con un mayor riesgo de
CaCuU en el grupo de poblacién caucéasica.(68) Sin embargo, no existen estudios
previos que asocien el polimorfismo -592 C>A con persistencia y/o eliminacion de
la infeccion por el VPH y en el presente estudio tampoco se obtuvo asociacion
significativa para este polimorfismo, contrario a lo mencionado para otros estados

inmunolégicos o patolégicos en un individuo.

Polimorfismo -819 C>T y su asociacion con persistenciay eliminacion del
VPH.

El polimorfismo -819 C>T pertenece al grupo de polimorfismos localizados en el
promotor del gen IL-10, estudios previos reportan que esta variacion se localiza en
una regioén caracterizada por la union de elementos de respuesta a estrégenos, los
cuales han demostrado tener la capacidad de regular la expresion de ciertas
citocinas ya sea de manera directa o por medio de interaccion con otros factores

de transcripcion.(9)

No hay investigaciones previas que hayan estudiado la asociaciéon de polimorfismo
-819 C<T con infeccidon persistente y/o eliminacion del VPH y existen pocos
estudios que asocien esta variacion con CaCU. En este estudio no se encontrd
asociacion de esta variacion con ninguno de los genotipos y modelos de herencia
analizados. Hasta este momento se ha demostrado que este polimorfismo tiene un
papel mayormente relacionado con enfermedades provocadas por alteracion del
sistema inmune, infecciones por ciertos agentes patégenos y enfermedades
caracterizadas por alteraciones metabdlicas, dentro de las cuales destacan cancer
gastrico, cancer colorrectal, enfermedad inflamatoria del intestino, dengue,
hepatitis crénica ocasionada por infeccion del virus de hepatitis B, enfermedad
tiroidea autoinmune, sindrome metabdlico y sindrome de ovario poliquistico.(69—
71)
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Hong Ren y colaboradores en un metanalisis en 2015 estudiaron la asociacion del
polimorfismo -819 C>T en el promotor del gen IL 10 con infeccion persistente por
el virus de la hepatitis B en poblacion asiatica, demostrando que en la presencia
del polimorfismo -819 C>T el alelo C aumentd significativamente el riesgo de
infeccion persistente por VHB, obteniendo para el genotipo CC/TC un OR de
1.283 (IC 95% 1.023-1.610 p<0.031) y en el andlisis por alelos, el alelo de riesgo
C mostro un OR de 1.183 (IC 95% 1.001-1.399 p< 0.049).(72)

En 2017 Amit Kumar y colaboradores demuestran asociacion del polimorfismo -
819 C>T con el desarrollo de sindrome metabdlico en poblacion india, observando
para el genotipo TT analizado bajo el modelo codominante un OR de 1.62 (IC 95%
1.05-2.49 p<0.03) y para los genotipos CT y TT estudiados bajo el modelo
dominante un OR de 1.35 (IC 95% 1.01-1.80 p<0.04).(73)

Polimorfismo -1082 A>G y su asociaciéon con persistencia y eliminacion del
VPH.

De todos los SNP’s presentes en la region promotora del gen IL-10 el
polimorfismo -1082 A>C ha sido sin duda uno de las variaciones de este gen mas
estudiadas y que ha mostrado gran relacion con enfermedades ocasionadas por
alteracién del sistema inmune y padecimientos oncolégicos.(70,73)

Se conoce que este polimorfismo es una sustitucion de A>G que se encuentra
localizado dentro de un supuesto sitio de union del factor de transcripcion Ets. La
literatura menciona que los factores de transcripcion de la familia Ets son
reguladores de gran importancia en la respuesta del sistema inmune y sobre todo
en la proliferacién celular, incrementando entonces la actividad promotora de este

gen luego de la estimulacion debida a su union.(9)

En 2016 Gang Li demuestra la relacion entre el polimorfismo -1082 A>G con

Linfoma No Hodgkin en poblacion, encontrando que los portadores del genotipo
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AG bajo el modelo codominate y los genotipos AG/GG analizados bajo el modelo
dominante tenian un riesgo significativamente mayor para el Linfoma No Hodgkin,
obteniendo para el genotipo AG un OR de 1.042 (IC 95% 1.012-1.074 p<0.007) y
para el genotipo AG/GG un OR de 1.034 (IC 95% 1.011-1.057 p<0.003).
Asociaciones parecidas fueron mostradas para la poblacion caucasica donde se
observa para el genotipo GA un OR de 1.041 (IC 95% 1.009-1.075 p<0.011)
mientras que para los genotipos AG/GG un OR de 1.031 (IC 95% 1.008-1.055
p<0.009).(74)

En el mismo metanalis de Guo C. y colaboradores publicado en 2018 en el que
demuestra asociacion significativa entre los polimorfismos del gen IL 10 y el riesgo
de CaCuU, se realizd una busqueda de 13 estudios enfocados a la asociacidon entre
el polimorfismo IL-10 -1082 A>G y el riesgo de desarrollar CacU los cuales
estaban compuestos por 2,311 pacientes y 2,491 controles. Los resultados
demuestran un riesgo significativamente mayor para desarrollar CaCU al ser
portador de esta variacion genética, observando para el genotipo AG analizado
bajo el modelo codominante un OR de 1.34 (IC del 95% 1.04-1.74 p< 0.03),
mientras que para los genotipos AG/GG analizados bajo en modelo dominante un
OR de 1.58 (IC 95% 1.11-2.25 p<0.02) y en el andlisis por alelos un OR de 1.60,
(IC 95% 1.12-2.29 p<0.01) para el alelo G de riesgo.(68)

Contrario a las evidencias antes mencionadas, en el presente estudio no se
encontré asociacion significativa entre la infeccion persistente o eliminacion del
VPH vy el polimorfismo -1082 A>G para ninguno de los genotipos evaluados,
coincidiendo con un estudio de Torres Poveda y colaboradores en donde intentan
demostrar la posible asociacion de esta variacion y el riesgo de CaCU sin obtener

resultados estadisticamente significativos para este polimorfismo.(9)
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Polimorfismo -509 TGF-B1 y su asociacion con persistencia y eliminacion del
VPH.

El polimorfismo -509 se define como una transicion de C>T localizado el promotor
de este gen asociandose a un aumento en los niveles plasmaticos de su proteina
codificada, la cual pertenece a la super familia del factor de crecimiento
transformante beta 1 que tiene una funcion bifasica, generando tanto supresion
tumoral como actividad prooncogénica en canceres humanos. Estudios previos
demuestra que la sobreexpresion de este gen por la presencia de estas

variaciones media la angiogénesis, la proliferacion celular y la migracion.(75,76)

En este estudio se demostré6 que las pacientes con el polimorfismo -509 C>T
presentaban protecciéon contra la eliminacion del VPH, obteniendo para el genotipo
heterocigoto C>T un OR de 0.18 (IC 95% 0.037-0.889 p<0.035), el genotipo
homocigoto T>T un OR de 0.15 (IC 95% 0.027-0.807 p<0.027) al evaluar el
modelo codominante. Mientras que en la evaluacién del modelo dominante, los
genotipos C>T y T>T mostraron un OR de 0.17 (IC 95% 0.036-0.811 P<0.026). Es
decir aquellos pacientes portadores del alelo T de riesgo en alguno de los modelos
mencionados presentaban menor probabilidad de eliminacién viral y el hecho de
ser portador de dos copias de este alelo modifica en igual probabilidad la

eliminacion.

La funcion de este polimorfismo también ha sido estudiada en otros estados
patolégicos como CaCU. En 2009 Singh H. y colaboradores publicaron un estudio
evaluando el papel del polimorfismo del promotor -509 C>T TGF-B1 en la
susceptibilidad al CaCU obteniendo que el genotipo TT de este polimorfismo se
asocié con mayor riesgo de cancer en estadio Il mostrando un OR de 3.13 (IC
95% 0.87-11.14 p<0.07) y se menciona que los pacientes con este mismo

genotipo con el uso de tabaco tenian un mayor riesgo de CaCU.(77)
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Polimorfismo -308 TNF-a y su asociacion con persistencia y eliminacion del
VPH.

El polimorfismo -308 se reporta como una sustitucion de G>A ubicado en la region
promotora del gen TNF-a el cual puede afectar la actividad transcripcional de TNF-
a en varios tumores. Este polimorfismo presenta los genotipos GG, GA y AA los
cuales han sido ampliamente estudiados en estados de cancer. Investigaciones
recientes demuestran que los genotipos GA/AA pueden promover la expresion
inespecifica del TNF-a en varios tipos de tumores para afectar su efecto
antitumoral, la susceptibilidad del individuo al cancer y el prondstico de los
pacientes. En condiciones fisiologicas TNF-a posee funciones antitumorales,
antivirales y mejora del sistema inmune; no obstante, existe evidencia de que
TNF-a se encuentra altamente expresada en tumores regulando la proliferacion,

invasion y metastasis por medio de la angiogénesis tumoral. (78-80)

Hasta ahora los estudios que asocian este polimorfismo con infeccién por VPH o
CaCU no son muy claros. En Marzo del 2018 Liping Li y colaboradores publican
un estudio que tuvo como objetivo investigar la correlacion entre el polimorfismo -
308 G>A del gen TNF-a y la susceptibilidad al CaCU en el cual se recolecté
sangre de 142 pacientes con esta neoplasia y 150 controles sanos. Dentro de sus
resultados se puede observar que no se encontré diferencia significativa en el
genotipo y la frecuencia de los alelos entre el grupo de CaCU y el grupo de
control; sin embargo, realizaron una correlacion entre el polimorfismo -308 G>A y
los datos clinicopatolégicos de las pacientes con CaCU encontrando que el la
frecuencia del genotipo GA/AA es significativamente mayor en la etapa lll y IV que
en la etapa | y Il (P <0.05), de igual forma demuestran que la frecuencia de
genotipo GA + AA fue significativamente mayor en el grupo de metastasis
ganglionares que en el grupo de metastasis en ganglios linfaticos (P <0.05).(81)
En otro estudio publicado en 2016 Torres Poveda y colaboradores estudiaron la
asociacion de este polimorfismo en mujeres VPH 16 y el riesgo de CaCU sin

encontrar asociacion significativa. (9)
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En el presente estudio si se observé asociacion significativa entre el polimorfismo -
308 G>A de la region promotora del gen TNF-a para infeccion persistente por el
VPH, observando en el analisis por alelos que el alelo de riesgo A presenté un OR
de 3.96 (IC 95%, 1.079-14.581 p<0.038) es decir, las pacientes con el alelo de
riesgo A tienen mayor riesgo de presentar infeccion persistente causada por el
VPH.

Polimorfismo -1615 IFN-y y su asociacion con persistencia y eliminacién del
VPH.

El polimorfismo -1615 se ha demostrado como un cambio de C>T localizado en la
region promotora del gen IFN-y, el resultado de esta variacidbn genera un aumento
en las concentraciones de su proteina codificada la cual ha sido asociada con el
riesgo de diferentes patologias como leucemias linfociticas, carcinoma
hepatocelular por virus de hepatitis B, lupus eritematoso sistémico y céancer de
mama. (82—-84)

En 2010 Kwangwoo Kim y colaboradores publicaron que el polimorfismo -1615
C>T del gen interferobn gamma se asocia a lupus eritematoso sistémico
demostrando un OR ajustado de 2.27 y p<0.0024. Por otra parte en 2016 se
publica un articulo que evidencia que el SNP -1615 C> T de IFNG se asocia con
un menor riesgo de CaCU obteniendo un OR de 0.22 (IC 95% 0.135-0.385
p<0.0001) para los genotipos C/T + T/T analizados bajo el modelo dominante.(85)

Sin embargo, no existe evidencia cientifica previa que relacione el polimorfismo
-1615 C>T en la region promotora del gen IFN-y con el riesgo de infeccion
persistente y/o eliminacion de VPH. En este estudio se buscO evaluar esta
asociacion y se encontré en el analisis por alelos mayor riesgo de persistencia de
infeccion por VPH en las pacientes portadoras del alelo T de riesgo con un OR de
2.98 (IC 95%, 1.094-8.146 p<0.033) es decir, las pacientes que son portadoras de

una copia del alelo T de riesgo tendrian un aumento en la transcripcion de INF-y,
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lo que favorece concentraciones mas altas en plasma, posiblemente en etapas

mas agudas de una infeccion persistente.
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CONCLUSIONES

Prevalencia del VPH en el estudio.

Para el presente estudio se observd mayor prevalencia global de mujeres VPH
positivas en el estudio basal de la cohorte (76.02%) en comparacion con las
mujeres VPH negativas (23.98%). El grupo de VPH de alto riesgo fue el mas

prevalentes para este estudio (65.91%).
Persistenciay eliminacion del VPH

La prevalencia global para la persistencia del VPH fue del 18.65% mientras que
los casos no persistentes fueron el 81.36%. Los tipos virales con mayor
prevalencia fueron el 58, seguido del 16 y 31. La eliminacion de VPH global tuvo
una prevalencia del 72.03%. Los tipos virales con mayor eliminacion en este caso
fueron el 53, 58 y 31.

Asociacién de los niveles de expresion del ARNm de citocinas en cérvix en

persistenciay eliminacion del VPH

Para este estudio se encontré asociacion estadisticamente significativa de los
niveles de expresion del ARNm de IL-6 en cérvix para eliminacion del VPH con un
coeficiente B del 1.16 (IC 95% 0.149-2.183 p<0.025), es decir; las mujeres que
presentaron eliminacion del VPH tienen 1.16 URE veces mas que las que no

eliminaron VPH.

Asociacion de polimorfismos de los genes de citocinas en casos de

persistenciay eliminacion del VPH.

En el presente estudio se observo que ser portador del polimorfismo -573G>C (IL-
6), -380G>A (TNF-a) o 1615C>T (IFN-y) es un factor de riesgo para persistencia
de infeccidn por el VPH, mientras que ser portador del polimorfismo -590 C>T (IL-
4) confiere proteccion contra persistencia de infeccion de VPH. Las pacientes
portadoras del polimorfismo -509C>T (TGF-B1) mostraron proteccién contra la
eliminacién del VPH y los polimorfismos -592C>A, -819C>T y -1082A>G (IL-10) no

mostraron significancia estadistica para persistencia o eliminacion de VPH.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Las limitaciones que se contemplaron para este proyecto de investigacion fueron

las propias de un estudio de cohorte, como las que se muestran a continuacion:

Las pérdidas de seguimiento de las pacientes se presentaron en el desarrollo de
este proyecto ya que algunas de ellas abandonaron el estudio motivadas por falta
de interés o cambio de domicilio; asi mismo, puedo existir pérdida en el
seguimiento por muerte de las pacientes relacionada con otra causa al evento de

interés lo cual repercutié en los resultados obtenidos en el presente estudio.

La segunda limitacion que se contempld, fue la presencia de sesgos de
informacion ya que durante la entrevista, realizada por el personal encargado de
esta etapa, las pacientes no recordaban adecuadamente la informacién

preguntada y necesaria para el estudio.

Sumado a esto es importante reconocer que los resultados obtenidos en el
presente estudio son del primer afio de seguimiento por lo que hasta este
momento su papel en persistencia o eliminacién del VPH esta limitado a lo

observado en este periodo.
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CONSIDERACIONES ETICAS Y DE BIOSEGURIDAD

El proyecto de cohorte donde esta inserto este proyecto de tesis conté con la

aprobacion de:

Comité de Investigacion Cl- 342 -2016. No. de Proyecto 1287, (Anexo 3).
Comité de Etica en Investigacion, Cl: 1287, (Anexo 4).

Comité de Bioseguridad Cl: 1287 CB: 1278, (Anexo 5).

Carta responsiva de los sitios de muestreo de Manejo de RPBI segun la
NOM-087-SEMARNAT-SSA-2002.

A

Debido a que en este estudio se procesaron muestras de tejido humano (sangre y

cérvix), se cumplié con las siguientes normas para un manejo adecuado.

1. NOM-052-SEMARNAT-2005, que establece las caracteristicas, el proceso
de identificacion y los listados de los residuos peligrosos.

2. NOM-087-ECOL-SSA1-2002, para la clasificacion de los residuos
peligrosos biologico-infecciosos asi como las especificaciones para su

manejo.
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ANEXO 1

I Secretaria jM

Insthuto Naclonal MORELOS | de Salud st oo

de Saud Piblica

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION DE MUESTRA SANGUINEA Y PARA
TOMA DE MUESTRA DE EXUDADO CERVICAL
FECHA: /__I_/ I_I_11_I_I_1_I

dia mes ano

En México mueren muchas mujeres por cancer cervicouterino y cada afio se reportan mas
de 11,000 nuevos casos; lo cual sugiere que esta enfermedad sigue siendo un grave
problema de salud publica. El Instituto Nacional de Salud Publica realizara un estudio
titulado “Las citocinas inmunosupresoras Th2 y Th3 como predictores de persistencia viral
y progresion a lesion pre-maligna en cérvix en mujeres infectadas con VPH-AR: estudio de
cohorte”, con el fin de evaluar marcadores inmunologicos asociados a persistencia y
eliminacién de infeccién por el VPH.

En este estudio se esta invitando a mujeres que acuden a consulta en el Centro de
Atencion de la Mujer referidas de centros de atencién primaria con un diagnostico
presuntivo de infeccion por el VPH, que serd confirmado ¢ descartado por el ginecdlogo
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 15 minutos. La informacion 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, seran
resumidos de tal forma, que no aparezca algin nombre o forma alternativa de
identificacion.

b) Permitir la toma de muestra sanguinea (un tubo de 7 ml = una cucharadita) por el
profesional especializado encargado, con la que nos permitira extraer el suero para
medir el nivel de proteina de IL-10, IL-4, TGFB1, IFNy, IL-6, IL-2, TNFa y establecer
relaciones con el diagndstico que el ginecélogo colposcopista le realice. Por otro
lado, esta muestra servira para la creacion de un banco de ADN y ARN de linfocitos
de sangre periférica, que nos permitira en un futuro realizar otras investigaciones de
importancia para la salud de la poblacion en general. La toma de sangre sera
tomada con material nuevo y estéril y se llevara a cabo en el consultorio del Centro
de Atencion para la Salud de la Mujer, asi como Ia aplicacion del cuestionario.

c) Permitir la toma de muestra de exudado de cérvix por el ginecélogo 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
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Papiloma Humano por PCR y la extraccion de ARN para el analisis de expresion de
IL-10, IL-4, TGFB1, IFNy, IL-6, IL-2, TNFa, y expresion de E6 y E7 del VPH y carga
viral en cérvix. Adicionalmente el ginecdlogo le tomara muestra del canal
endocervical para realizar un frotis o extendido en lamina para la citologia o
Papanicolaou y le hara una colposcopia adicionandole acido acético para detectar
tempranamente cualquier tipo de lesion en el cérvix que tenga que ser tratada,
ademas tomara muestra de exudado del cérvix en viales de ThinPrep (Pap test) para
la tipificacion de VPH. El diagnéstico colposcopico lo realizara el ginecdlogo
colposcopista al momento de la consulta, Ia citologia sera enviada para su analisis

patolégico.

RIESGOS Y MOLESTIAS POTENCIALES:

La toma de muestra de exudado cervical es algo incomodo, pero el doctor(a) que realiza
este procedimiento, lo hace muy rapido, limitandole 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
moretén 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.

BENEFICIOS POTENCIALES:

Los resultados de este estudio permitiran conocer si usted tiene una infeccion 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 Atencion para la Salud de la Mujer, le dara a cada uno de las pacientes el
diagndstico colposcopico. El resuitado 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 lesion, el
personal médico especializado del Centro de Atencién 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 por lo tanto, puede dejar de contestar alguna pregunta,
suspender la entrevista o retirarse del estudio en cualquier momento. Las muestras de
sangre y de exudado de cérvix que usted esta donando seran procesadas para obtener
ADN, ARN y suero y ADN y ARN, respectivamente. Cada una de las muestras sera
etiquetada con un cédigo cuya identidad es confidencial y seran almacenadas en los
bancos del laboratorio 4 planta baja del Centro de investigacion sobre Enfermedades
Infecciosas del Instituto Nacional de Salud Publica. En caso de que usted decida retirarse
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del estudio, esto no afectara de ninguna manera la calidad y cantidad de atencion médica
que recibe de parte del Centro de Atencién 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 don6, dado que la muestra ya pudo haber sido procesada, solo que no
se incluira en el estudio sin su autorizacion.

Todos los gastos que se generen en la presente investigacion seran 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 con el Dra. Kirvis J Torres Poveda, 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 Dra Karina Delgado Romero, Ginecdloga colposcopista del 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 aclaracién o duda sobre sus derechos como participante en este estudio de
investigacion, puede comunicarse con la Dra. Angélica Angeles LLerenas, Presidenta de
la Comision de Etica del Instituto Nacional de Salud Publica al teléfono (777) 329-30-00
Extension 7424, de lunes a viernes de 9:00 a 17:00 hrs.

AUTORIZACION

Leldo lo anterior, acepto participar en el estudio descrito ya que los propositos de este han
sido explicados a mi satisfaccién. Queda copia de esta forma de consentimiento, registrada
en la Historia Clinica de la paciente del Centro de Atencion para la Salud de la Mujer de los
Servicios de Salud del Estado de Morelos.

Nombre: Firma:
Entrevistador: Firma:
Testigo 1 Firma:
Direccion: Fecha:
Parentesco con el paciente: _
Testigo 2 Firma:
Direccion: Fecha:

Parentesco con el paciente:

Ademas, autorizo que mi muestra de sangre y de cérvix sea procesada y guardada en u
banco de muestras en el Instituto Nacional de Salud Publica, bajo la responsabilidad de
Investigador Responsable del proyecto, la Dra. Kirvis J Torres Poveda y sea utilizada en otro
proyectos de investigacion diferentes a este.

D Si acepto
I___| No acepto

£y CElSndetia

Versién Aprobads: Junio 13, 2016,
Addendum Ci: 1287, Foio isenticaser; G-40
Copia sellada en archivo
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ANEXO 2

Ingtuto Nacknal JM

de Salud Poblca Soveas oo Sl o oveis ISSSTE

Cuestionario

Estudio “Las citocinas inmunosupresoras Th2 y Th3 como predictores de
persistencia viral y progresion a lesion pre-maligna en cérvix en mujeres infectadas
con VPH-AR: estudio de cohorte”

No. HISTORIA CLINICA:

FECHA TOMA MTRA:

FECHA RECEPCION MTRA EN LAB:

COD. LAB:

DATOS PERSONALES:

NOMBRE:

EDAD:

FECHA NACIMIENTO:

TELEFONO CONTACTO:

DIRECCION DOMICILIO:

ESTADO CIVIL:

CUESTIONARIO:

GRUPO ETNICO: Blanco [] Indigena (] Otro[]
NIVEL SOCIOECONOMICO: Bajo[ ] Medio Bajo [] Medio[] Medio Alto[] Alto[]
ANTECEDENTES DT2: Si [ No[_]
ANTECEDENTES HAS: Si [_1No [
ANTECEDENTES CANCER: Si[ ] No[ ]
TIPO DE CANCER:

NIVEL DE CONSANGUINIDAD:

ANTECEDENTES OBESIDAD: Si [_] No []
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ANTECEDENTES CARDIOVASCULARES: Si [ No []

ANTECEDENTES DE ENFERMEDADES PARASITARIAS: Si[__] No []
ANTECEDENTES DE ENFERMEDADES REUMATICAS O AUTOINMUNES: Sil__] No[_J
ANTECEDENTES ITS: Si [_INo [_J;Cudl o (es)?
DISPAREUNIA: Si [ No []

DISURIA: Si[] No[]

PRURITO: SiC_] No []

RESEQUEDAD VAGINAL: Si[_] No[ ]
LEUCORREA: Si [ ] No []

LAVADO DE GENITALES DESPUES DE RELACIONES SEXUALES: SilL_] No [
OTROS SINTOMAS: Si [ INo [] ;Cudlo (es)?
EMBARAZO ACTUAL TOMA MX: Si[__] No [
PROCEDENCIA-NACIONALIDAD:
PROCEDENCIA-NACIONALIDAD PADRES PTE:
PROCEDENCIA-NACIONALIDAD ABUELOS:
GRUPO SANGUINEO:

OCUPACION:

NIVEL EDUCATIVO:

ANTECEDENTES DE TABAQUISMO: Si[__]  No. de cigarrillos No [
TABAQUISMO ACTUAL: Si[_] No. de cigarrillos No [

ANTECEDENTES DE CONSUMO DE ALCOHOL: Si [ ] No [ ]
CONSUMO ALCOHOL ACTUAL: Si [ No []

EDAD MENARCA:

EDAD INICIO VSA:

No. PAREJAS SEXUALES:

No. GESTACIONES:

EDAD PRIMER PARTO:

METODO PLANIF FLIAR:
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IMC:

FECHA ULTIMA CITOLOGIA:
DX COLPOSCOPICO:

EXPLORACION FiSICA GINECOLOGICA- opcional:

ANTECEDENTES PCRHPV: Si[_] No [
RESULTADO DE CAPTURA DE HIBRIDOS-opcional:

RESULTADO DE CITOLOGIA:

RESULTADO DE BIOPSIA:

FECHA TIPIFICACION VPH PREVIO:
ANTECEDENTES TTO GINECOLOGICO:

OCUPACION PARE.JA:

EDAD PAREJA:

ESTADO DE SALUD PAREJA:

RESULTADO PCR HPV PROYECTO:

FECHA ENTREGA DE RESULTADO Y REGISTRO EN SISTEMA DE INFORMACION
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NOMBRE DE ENTREVISTADOR:
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ANEXO 3

Comision de Investigacion

Instituto Nacional

de Salud Publica 2014, ANO DE OCTAVIO PAZ
No. de Proyecto 1287

Cuemavaca, Morelos, 19 de diciembre 2014.

Dra. Kirvis Janneth Torres Poveda
Responsable de proyecto

Centro de Investigacion sobre
Enfermedades Infecciosas - INSP
Presente

Por medio del presente informo a usied, que el Comité de Investigacion evalué su proyecto de
investigacion titulado: Las citocinas inmunosupresoras Th2 y Th3 como predictores
de persistencia viral y progresion a lesion pre-maligna en cérvix en mujeres
infectadas con VPH-AR: estudio de cohorte”, el dictamen del Comité es: Aprobado.

Asi mismo le recuerdo que a partir de 1° de septiembre del 2013, todo protocolo de investigacdn que
desarrolie el INSP en colaboracidn con los Servicios de Salud de Morelos (SSM), aun estando aprobado por el
comité de Etica en Investigacidn, la Comisidn de Bioseguridad y la Comisidn de Investigacion, no pueden dar
inicio en el estado de Morelos, hasta contar con la autorizacién comespondiente de los SSM. Tramite que
realizara la Comisién de Investigacion.

Para llevar a cabo este tramite, agradezco a usted nos envie un parrafo que contenga lo siguiente:

Titulo

Objetivo Principal

Justificacion

Alcance del Proyecto

Metodologia

Resumen del proyecto

beneficios para los SSM derivados de la investigacion
listado de apoyo requerido por los mismos.
Especificar cuando esta planeado que inicie el estudio

Dr. E C. Lazcano Ponce
Presiderie de la Comisiéon de

Investigacién-INSP

Cep. Dr, Masuricio Heméndez Asia - Disecior Ganeral ded INSP.. Pressnis
Dra. Celia Mercedes Abuche Aranda - Diseciors General Adjunta del CISEL- Prasante
Mra._ Ekrabeth Obdus Robles Carvajal » Subdirecinr de Proyectos UCP - Presante.
C.P. Gabriel Guiletmo Medine Ramirez.» Ejecutivo de Proyecios UCP.- Presenis.

www.ansp.mx
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ANEXO 4

Instituto Nacional

de Saud Pitica CE Comité de Etica
en Investigacion

Gengrondn de conochsenta - Instituto Nacional de Salud Publica

Cuernavaca, Mor., 15 de diciembre, 2014
Cl: 1287, No. 1602

Kirvis Janneth Torres Poveda
Investigadora Principal
Presente.

En relacion a su proyecto titulado " “Las citocinas inmunosupresoras Th2 y Th3 como predictores de
persistencia viral y progresion a lesion pre-maligna en cérvix en mujeres infectadas con VPH-AR: estudio
de cohorte " me complace informarle que los miembros del Comité de Etica le han otorgado el dictamen
de:

Aprobado

Le informamos que esta aprobacion tiene vigencia hasta el 14 de diciembre del 2015.

Renovacidon anual: Si su estudio se extiende por un periodo mayor, favor de presentar el formato de
Renovacion anual con 45 dias de anticipacion a su fecha de vencimiento. Favor de solicitar via electronica

el formato correspondiente a este Comité. Nota: Es responsabilidad de usted como Investigodor/a

Responsable de este pro solicitar lo renovacién onual de su estudio con suficiente anticipacion.

Consentimiento: Para obtener el consentimiento de los sujetos humanos de su estudio dnicamente se
deberdn utilizar los materiales que han sido aprobados y sellados por este Comité.

Addenda/Modificaciones: Le recuerdo que cualquier cambio o actualizacién en los procedimientos de
este estudio deberd ser enviado a este Comité previo a su implementacion, utilizando el sistema SIID.

El nimero de su proyecto es 1287 y el de esta aprobacion es 1602. Le pedimos hacer referencia a estos
ndmeros para cualquier correspondencia futura.

Le agradecemos su cooperacion y compromiso con la proteccién de los derechos de los sujetos humanos
en la investigacion.

Atentamente
_ .,’-"—\' =

Angélica Angeles Llerenas
Presidente

WWww.insp.mx
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ANEXO 5

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA “'*
COMITE DE BIOSEGURIDAD ! \ll

CRBl4-346.
Cuernavaca, Mor., 2 10 de diciembre del 2014.

Cl:287 CB: 1278

Kirvis Janneth Torres Poveda
Responsable de Proyecto
CISEI-INSP

Presente

Por medio del presente informo a usted que ¢! dictamen del Comité de Bioseguridad al proyecto de
investigacion titulado: “Las citocinas inmunosupresoras Th2 y Th3 como predictores de persistencia
viral y progresion a lesion pre-maligna en cfrvix en mujeres infectadas con VPH-AR: estudio de
cohorte”, es: APROBADO debido a que dicho proyecto establece todas las medidas de uso y manejo de
residucs bialégico infecciasos (RPBI) y CRETT: por lo que desde el punto de vista de Bioseguridad no
existe ninguna objecion para continuar su proceso.

Le recordamos que cuando algin proyecto de investigacion haga uso de agentes infecciosos © maneje
muestras clinicas de origen humano y/o animal y no sean procesadas en este instituto, deberd enviar una
carta de la institucién o instituciones en la cual se responsabilizan del manejo y disposicion final de los
RPBIy téxicos generados durante ¢l transcurso de la investigacion,

Asimismo. si el proyecto maneja materiales radiactivos, ser& necesario enviar 2 esta Comision Ia licencia
del ININ del responsable encargado.

Atentamente,

ador F. Villalpando Herndndez
Presidenite del Comité
de Bloseguridad-INSP

Col, Sania Marc Ahvocottian Te-fae G1 [777) 3293000 ext 720¢
62508 Cuemansed, Morelol, Ménes jocratana Teacnca: axt 1525

emal: clejandra conlrerayiires. re
e-malt svlap@inspumx
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ANEXO 6

S E Comité de Etica
<D C en Investigacion
Ittt Naoione Insttuto Naconal de Sakod Pablkn
b B Mibkes Fagre aide COMBOETICA. 17CE 00420 Pe0758

Fegachs ade OOFEFRS. N1 CEN1T 6T @
FINA OoovSeus

Cuernsvaca, Mor_ & de agosto, 2047
Frotoceoic C: 300

Jocsan Alejandro Flores Polanco
Maestrin en Ciencias =n Enfermedades Infecdosas
Presente

Por mecio del prezents me parmito informar = usted que &) cictamen del Comits de Etica =n
INvestigacion & su proyacto ttuiado “ASCCIACION DE LOS POLIMORFISMOS DE LA REGION
REGULADORA DE£ LOS GENES DE OTOCINAS Th2 y Th3 CON INFECCION FERSISTENTE FOR
EL VPH EN MUJERES MEXICANAS" fae:

Aprobado

Lo amterior debido = que su estudio s encuentra anidado dentro cel proyecto titulado: "Los
CHOCINGS IMMUNOSURrasorss T2 y Th3 como predictores 0 persistencic wrol y progresion o
jesion pre-molignc en cervix @n mujeras infectodos con VPH-AR: estudic c@ concrta”,
regiztrado @ nombre o= is Dra. Kirvis Janneth Torres Povedsa y en el cusl s analizeran muestras
piologicas del banco construico 8 partic d= Ia cohorte de dicho estudio.

Acdenda/Modificaciones: Le recusrdo gque cusiguer cambdio o acualzscon =n los
procedimientos de zu Drotocoio de tesiz debera ser envisdo a =:te Comite previo 3 su
implementagon.

Atentamente

L 5
B .
Dra. Angelica Angeles Lierenas
Fresidents

sep o~ De. Migawl Angel Sarches Alsman - Coorginezor Mestirie en Exfermsdeces rfscciosss
Nira. Wigae! Angel Reyes - Cecto. Coordinecicn de becas arte CONACYT

wWww.in

L_.
At
]
.
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ANEXO 7

'@ xachira COMITE DE BIOSEGURIDAD @\

CB17-033
Cuernavaca, Mor, 30 encro 2018,
T™: 782
Jocsan Alejandro Flores Polanco
Maestria en Clenclas en Enfermedades Infecclosas
ESPM-INSP

Presente

En relacién a su proyecto titulado: *ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS DE LA REGION
REGULADORA DE LOS GENES DE CITOCINAS Th2 y Th3 CON INFECCION PERSISTENTE POR EL
VPH EN MUJERES MEXICANAS® se le Informa gue el Comité de Bioseguridad emite un dictamen
como: Aprobado, en virtud de que cumple con los requerimientos def Comit? de Bloseguridad.

Le recordamos que 5 Hene alguna duda con respecto al manejo de CRIT y RPBI puede consultar el
Manual de procadimientos para e manejp de sustancias CRIT y RPBI del INSP
www.d comite-bl dad/manual-

Asi mismo tenga presente que debe mantener vigente su acreditaddn del curso de bioseguridad, en
cas0 de ma contar con el airso o su vigenda esté vencida o préxima a vencer, puede actualizar en el

sitic https: / /about citiprogram.org /en /course /hasic-introdection-to-biosafety /.

Atentamente,

Dra. Antonia Herrera Ortiz
Presidente del Comité

de Bloseguridad-INSP

Pusdenis e-rcl. Shageeadvus i
Secrelato Thoric o 2o se@ning

VIWW.H!]'.;).(I'IX
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ANEXO 8

Comlte de ' nvestigacion
Registro ante COFEPRIS: 15 C1 17 007 031

Instinuto Nacional
de Salud Publica

C1-108-2018
Proyecto de Tesis No. 898

Cuemavaca, Mor., a 30 de enero de 2018.

C. Jocsan Alejandro Flores Polanco
Maestria en Ciencias

Area de Concentracién en
Enfermedades Infecciosas
Presente

Por medio del presente informo a usted, que el Comité de Investigacion evalud su proyecito de
tesis titulado: “Asociacion de los polimorfismos de la region reguladora de los genes de
Citocinas Th2 y Th3 con ibnfeccion presistente por el VPH en mujeres mexicanas”™; el
dictamen de este Comité es: Aprobado.

Aprovecho la ocasién para enviarle un saludo cordial.

Ate te,

Dr. C. Lazcano Ponce
Presidente del Comité
de Investigacion-INSP

cc.p. Mra. Lorena Casalio Castilo - Jede del Departamento de Asuntos Escolares INSP.- Presents
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