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GLOSARIO

CaCuU: Cancer de cuello uterino

VPH: Virus del Papiloma Humano

ADN: Acido desoxirribonucleico

gPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
OMS: Organizacion Mundial de la Salud
MN: Microndcleos

BR: Brotes

BN: Binucleadas

PIC: Picnoticas

CR: Cariorrécticas

CL: Carioliticas

CC: Cromatina condensada

mL: Mililitros
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RESUMEN

El cancer de cuello uterino (CaCU) es una enfermedad multifactorial, asociada a
factores genéticos, ambientales y estilos de vida, se ha reconocido que el principal
factor de riesgo es la infeccion persistente con el Virus del Papiloma Humano (VPH).
Estudios indican que la interaccién del virus con el huésped puede generar
inestabilidad genética y una posterior carcinogénesis; sin embargo, los métodos
actuales de diagndstico de CaCU no permiten identificar las mujeres VPH positivas
que progresaran a CaCU; por ello, es importante evaluar estadios de lesiones a
través de biomarcadores sensibles econdémicos y sencillos de aplicar. El objetivo fue
evaluar el dafio citogenético asociado a la infeccién por VPH en células del epitelio
cervical de mujeres sanas y con lesiones intraepiteliales de cuello uterino. La
poblacion se constituyé de 184 mujeres quienes fueron agrupadas de acuerdo al
diagndstico citologico asi: Grupo | citologia negativa — VPH negativo (n= 69), Grupo
Il citologia negativa — VPH positivo (n=47) y Grupo lll citologia anormal — VPH
positivo (n=68). El procesamiento de las muestras cervicales en base liquida se
realizé de acuerdo al protocolo establecido por Thomas et al., 2009 para células
bucales, con algunas modificaciones, y se realiz6 tincion especifica para ADN con
Feulgen Fast Green. La infeccién por VPH, incremento en la frecuencia de MN en
mujeres con citologia negativa, aunque estadisticamente no fue significativo. La
presencia de lesiones intraepiteliales incrementaron de manera significativa las
frecuencias de los biomarcadores genotéxicos y disminuyeron las frecuencias de
los biomarcadores citotoxicos. La edad tuvo asociacion con el dafio citogenético.
Por tanto, MN es un biomarcador sensible para evaluar el dafio citogenético
causado por el VPH y podria ser utilizado como una herramienta adicional a la
prueba de Papanicolaou, para identificar a las mujeres con mayor riesgo a
desarrollar CaCU.

Palabras clave: cancer, cuello uterino, Virus del Papiloma Humano, biomarcador,

micronucleos.
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1. INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino (CaCU) es la tercera causa mas comun de cancer en
mujeres en el mundo. Alrededor del 80% de los casos se producen en paises en
vias de desarrollo como Colombia, donde hay acceso limitado a la prevencién, el
diagnéstico y el tratamiento precoz (Jemal et al., 2011). La prueba de Papanicolaou
(Pap) es el método de deteccidon estandar para cancer de cuello uterino (Peirson et
al., 2013), sin embargo, su uso ha tenido poco impacto en la incidencia y mortalidad
del CaCU, debido a la baja sensibilidad de la prueba (Murillo et al., 2010), con una
tasa de 20% de falsos negativos y falsos positivos (Nanda et al., 2000; Sawaya et
al., 2005; Hoda et al., 2013).

La infeccidn crénica con el Virus del Papiloma Humano (VPH) es el factor de riesgo
necesario, pero no suficiente para el progreso de lesiones neoplasicas a cancer
(Bosch et al., 2002). Estudios han demostrado que el VPH esta presente en mas
del 99% de los casos de cancer de uterino y una infeccion persistente con tipos
oncogénicos de alto riesgo principalmente 16 y 18 se asocia a una lesion cervical
con una posible evolucién maligna (Herrigton, 1994). La expresion de proteinas
virales transforma a las células que infecta mediante la interaccién de oncoproteinas
virales (E6 y E7), con proteinas del huésped (p53 y Retinoblastoma) causando
alteracion en funciones de regulacién del crecimiento celular, replicacion celular y
reparacion de dafios, que pueden desencadenar el proceso carcinogénico (Laughlin
y Munger, 2009). Una de las principales caracteristicas de este proceso es la
pérdida de la estabilidad del genoma, incluida la estabilidad cromosémica (Cortés
et al., 2010). El uso de biomarcadores citogenéticos podria ser de gran utilidad para
evaluar la ocurrencia de este mecanismo importante en la etiologia de la

enfermedad.
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El ensayo de microndcleos es un método citogenético que permite detectar
alteraciones clastogénicas o aneugénicas, originadas a partir de fragmentos
CromosOmicos 0 cromosomas enteros respectivamente, que no se incluyeron en el
nacleo principal durante la division celular y que se observan como micronucleos
(Bhat et al., 2016). La prueba de microndcleos es un biomarcador de riesgo a cancer
validado en linfocitos de sangre periférica (Bonassi et al., 2011; Holland et al., 2008),
adicionalmente, se han realizado estudios en células exfoliadas del cuello uterino,
cavidad oral, es6fago y vejiga, para la deteccion temprana del dafio del ADN en los
individuos y a futuro se espera validar la prueba en éste tipo de tejidos (Cortes y
Davila, 2014). El ensayo permite ademas identificar biomarcadores de muerte
celular a través de la evaluacion de la frecuencia de células picnéticas, cariorrexis,

cromatina condensada y caridlisis (Thomas et al., 2009).

El presente estudio caso control, evalud el biomarcador de MN en citologias de base
liquida en tres grupos de mujeres procedentes del Departamento del Cauca,
distribuidas en tres grupos de estudio asi: con citologia negativa - VPH negativo,
citologia negativa - VPH positivo, con citologia anormal - VPH positivo. Los
resultados descritos aqui sugieren que el biomarcador de MN podria incorporarse
en los procedimientos de deteccién de rutina junto con el Papanicolaou, como
criterio adicional para la deteccion temprana de dafios citogenéticos, para aumentar
la sensibilidad y especificidad de la prueba en la deteccion y reduccion de la tasa
de falsos negativos. Sin embargo, se necesitan mas estudios que permitan

confirmar esta sugerencia.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CaCU es una de las principales causas de muerte en la poblaciéon femenina en
paises en via de desarrollo (Eluf y Nascimento, 2001). En 2018 se diagnosticaron
569.847 casos nuevos de CaCU en todo el mundo, de los cuales hubo un estimado
de 311.365 muertes por esta enfermedad, representando el 7,5% de todas las
muertes por cancer femenino. En América Latina y el Caribe es el tercer tipo de
cancer mas comun, con un estimado de 56.187 casos nuevos y 28.318 decesos
que corresponden al 8.7% de todas las muertes por éste cancer. En Colombia es el
tercer cancer mas comun con 3.853 casos nuevos, de los cuales se han registrado
1.775 decesos correspondientes al 7.6% de todas las muertes por éste cancer
(GLOBOCAN, 2018). En el Departamento Cauca en el afio 2014 se reportaron 48
muertes por CaCU, y en 2018 se han reportaron hasta el momento 62 casos nuevos
de CaCuU, sin ninguna muerte registrada (SECRETARIA DE SALUD DEL CAUCA,
2018). ElI CaCuU tiene mayor incidencia y morbilidad en las mujeres jévenes entre
los 30 a 50 afos, que al diagnosticarse representa en el mundo casi un billéon de
dolares en pérdidas econdmicas por la muerte prematura o discapacidad, por lo que
la prevencion debe considerarse una prioridad de salud publica (Ciapponi et al.,
2011).

Los factores de riesgo como tabaquismo, uso de anticonceptivos, inicio temprano
de relaciones sexuales, asociados al CaCU son muy prevalentes en poblaciones en
via de desarrollo como Colombia; sin embargo, el factor de riesgo mas importante
es la infeccion persistente por VPH (Herrigton, 1994). La mayoria de las personas
sexualmente activas de ambos sexos, la adquieren en algiin momento de su vida y
pueden transmitirla sin saberlo (Dunne et al., 2007). Se estima que el 5% de las
mujeres infectadas por VPH de alto riesgo contraen infecciones persistentes y
progresan a lesiones intraepiteliales de alto grado (HSIL siglas en inglés), mientras
que cerca del 90% en el transcurso de 12 a 36 meses no tienen evidencia del tipo
14



viral adquirido, debido a la interaccién de mdultiples factores como el tipo viral, carga
viral, estado inmunitario y factores genéticos (Hildesheim et al., 1994).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en los ultimos 30 afios las tasas
de CaCU han disminuido considerablemente, debido a la implementacion de la
prueba diagnostica convencional para deteccion conocida como prueba de
Papanicolaou o frotis de Pap (De Guglielmo y Rodriguez, 2010; OMS, 2018), siendo
hasta el momento la prueba mas exitosa en la deteccion y prevencion del cancer;
sin embargo no es infalible, debido a la baja sensibilidad, que oscila entre el 30 y
60% (Murillo et al., 2010).

En Colombia la cobertura de la citologia es cercana al 76% (Pifieros et al., 2007),
sumado a que los rubros asignados para implementar y mantener la infraestructura
sanitaria necesaria, incluidos los recursos humanos y de laboratorio no son
suficientes, dificultan el acceso a un diagnostico temprano del CaCU en la poblacion
femenina (OMS, 2007). Asi mismo, existen limitaciones inherentes a la naturaleza
de la prueba, por ejemplo, cuando la fijaciébn de la muestra es de baja calidad,
permanecen restos celulares en el extendido celular (flujo vaginal, eritrocitos,
leucocitos) que dan lugar a una coloracién alterada, ademas, al transferir las células
desde la espétula o la escobilla al portaobjetos, la muestra adherida en las cerdas
del cepillo puede perderse, debido a que estos son descartados (Martinez, 2005;
Almonte et al., 2010).

Debido a las limitantes de la citologia convencional para la deteccion del CaCU, se
han desarrollado nuevas tecnologias como la prueba de citologia en base liquida,
que garantiza mayor representatividad de la poblacion celular del tejido del
endocérvix, exocervix y zona de transformacion, y por tanto hay un aumento en la
sensibilidad de la prueba a un 65% (Ricci et al., 2004). De igual manera, la muestra
se preserva en un medio liquido logrando una mayor limpieza de las células lo que
facilita su analisis en el microscopio. Ademas, de la misma muestra se pueden
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realizar otras pruebas como el diagndstico del VPH (Weintraub y Morabia, 2000).
Sin embargo, la citologia en base liquida tiene un costo econémico tres veces mayor
que la prueba convencional, lo que dificulta que las mujeres en paises en via de

desarrollo como Colombia tengan acceso a ella (Zambrano y Gonzélez, 2015).

La falta de informacion de la poblacion sobre el impacto que genera el CaCU,
especialmente en areas rurales donde el nivel de escolaridad es bajo y se
desconocen los principales factores de riesgo, y esto hace que ésta problematica
tenga mayor relevancia (Hulka, 1982; Jansen y Shaw 2004). Por tal razon,
instituciones internacionales como la OMS y nacionales como el Ministerio de Salud
y Proteccion Social, resaltan la necesidad de implementar estrategias eficaces
dirigidas a controlar factores de riesgo y disminuir la incidencia y mortalidad por esta
enfermedad. Para este fin, se elaboran planes para el control del cAncer donde se
establecen los componentes para el diagnostico, seguimiento y tratamiento de
lesiones cervicales precancerosas y cancer (OMS, 2007). Ademas la realizaciéon de
investigaciones aplicando biomarcadores contribuye al mejoramiento de estos

planes.

No obstante, hay carencia de estudios que incluyan biomarcadores sensibles y
econdémicos para identificar cambios en la morfologia celular del epitelio cervical,
dafios al ADN, aneuploidias o muerte celular asociados a la presencia de VPH. Por
lo tanto, el ensayo citbmico de MN tiene un gran potencial para ser utilizado en
estudios epidemiolégico-moleculares, para evaluar la sensibilidad del biomarcador.
Con base en lo anterior se plantearon las siguientes preguntas de investigacion:
¢La inestabilidad gendmica causada por la infeccién por VPH puede ser
evidenciada con los biomarcadores del ensayo citomico de micronucleos en
células del epitelio cervical? Si es asi, la presencia de lesiones pre
neoplasicas afecta la frecuencia de los biomarcadores? ¢ Existe asociacion
entre factores de riesgo, variables sociodemograficas, estilos de vida y la
frecuencia de los biomarcadores genotdxicos y citotoxicos?
16



3. JUSTIFICACION

La OMS entre los “Objetivos de Desarrollo del Milenio” ha incluido mejorar la salud
materna y promover la igualdad entre los sexos y la autonomia de la mujer. La
importancia de la mujer en el nacleo familiar y social radica en los diferentes aportes
en sus funciones tales como reproductivas, productivas y economicas. La deteccion
temprana de problemas de salud en la mujer es importante para fortalecer su
estabilidad social y emocional, la economia familiar y los sistemas de salud
(Naciones Unidas, 2015).

El CaCU ha captado la atencién de muchas organizaciones al cuidado de la salud
debido a la mortalidad causada por esta enfermedad en la poblacion femenina. Una
de las razones es que las primeras fases de la enfermedad son asintomaticas y por
eso su diagnostico temprano es complejo (Civetta y Civetta, 2011). Las
recomendaciones de investigadores en el tema, resaltan la importancia de conducir
estudios de monitoreo y programas de intervencion efectivos en poblaciones en
riesgo (Campos et al., 2008; Sundararajan et al., 2017; Cassel et al., 2014). Por
tanto, es necesario buscar opciones complementarias a las pruebas
convencionales, que permitan realizar un diagnostico acertado especialmente en

las etapas tempranas de la enfermedad.

El presente estudio utilizé el ensayo citbmico de MN, una técnica citogenética
sensible, para evaluar parametros citotoxicos y genotoxicos incluyendo alteraciones
citocinéticas (células binucleadas), muerte celular (células con cromatina
condensada, cariorrécticas, picnoticas y carioliticas) y dafios en el ADN
(micronucleos y brotes nucleares) (Didenko, 2011). Ademas, posee importantes
ventajas en el proceso de preparacion de extendidos celulares asi como su tincion,
ya que son rapidos, econémicos y el conteo de los micronucleos se lleva a cabo
facilmente en cualquier tejido que esté en continua proliferacion (Heddle, 1991). El
17



biomarcador de Mn evaluado en este estudio esta en proceso de ser validado como
indicador temprano de riesgo a desarrollar cancer por The HUMN (XL) Project, por
lo tanto los resultados obtenidos, pueden contribuir a la validacion del biomarcador
debido a que se incluyé diferentes estadios de lesiones del cuello uterino que

representan la progresion de la enfermedad.

Por otro lado, éste estudio utilizO muestras de citologia en base liquida, lo que
permite la obtencidbn de una mayor representatividad de la poblacion celular,
correspondientes a las diferentes zonas del cuello uterino; y al mismo tiempo los
extendidos celulares son mas limpios, aspectos que favorecen a una visualizacién
clara del biomarcador de MN y otras Anomalias Nucleares (AN), a diferencia de
otros estudios realizados con la citologia convencional, donde se reportd6 mayor
cantidad de elementos que pudieron ser considerados como falsos positivos como
células inflamatorias (eritrocitos, leucocitos) y cuerpos queratohialinos (Campos et
al., 2008; Cortés et al., 2010; Aires et al., 2011; Bueno et al., 2014; Cassel et al.,
2014; Bhat et al., 2016).

En los previos estudios del biomarcador de MN los métodos de tincion utilizados
fueron Papanicolaou (Gayathri et al., 2012; Cassel et al., 2014; Shi et al., 2015;
Makkar, 2018) o Giemsa (Sundararajan et al., 2017; Campos et al., 2008; Cassel et
al., 2014), y hasta el momento un estudio empleé el método de tincion diferencial
de Feulgen Fast Green (Cortés, Davila et al., 2010), basado en la identificacién
altamente especifica de acidos nucleicos del ADN (Stowell, 1945), y por tanto este
estudio utilizé6 Feulgen Fast Green, esencial para evitar la clasificacion errada de
elementos no nucleares como MN. La poblacion en el Unico estudio que evalud una
asociacion entre la frecuencia de MN vy la infeccion por VPH en mujeres sanas
(Cassel et al., 2014), y los estudios que evaluaron el biomarcador de MN en la
progresion de lesiones intraepiteliales no superaron las 180 mujeres (Aires et al.,
2011; Campos et al., 2008; Cortés et al., 2010; Gashi et al., 2018), por esto, éste
estudio amplio el nUmero de la poblacion a conveniencia, teniendo en cuenta que al
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aumentar el tamafio de la muestra, se incrementa el poder estadistico para detectar

diferencias entre los grupos de estudio (Jiménez, 2012).

Finalmente, ninguno de los estudios realizados hasta el momento incluyen la
combinacion de metodologias utilizadas en este estudio con las cuales se busco
incrementar la sensibilidad y especificidad de los biomarcadores evaluados a partir
de células obtenidas por citologia en base liquida, tincidon diferencial de Feulgen
Fast Green especifico para ADN, genotipificacion del VPH a través de la prueba

cualitativa in vitro COBAS 4800 HPV y aumento en la muestra poblacional.

4, MARCO TEORICO

4.1 CANCER DE CUELLO UTERINO.

El cuello uterino es la parte fibromuscular inferior del Utero esté constituido por dos
tipos de epitelio, el endocervical que es cilindrico, mucosecretor y el epitelio
exocervical que es plano pavimentoso (Figura 1) (Cardinal et al., 2002). Al sitio de
union de estos epitelios se le llama zona de unién escamo- columnar (UEC) o zona
de transformacion, es un area dindmica donde se transforma el epitelio cilindrico
mucosecretor en epitelio pavimentoso y su ubicacién varia de acuerdo a la edad, la
influencia de las hormonas ovéricas y estilo de vida de la mujer (Sellors y

Sankaranarayanan, 2003).
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Figura 1. Anatomia del sistema reproductor femenino, (Modificada de Mayo Foundation for Medical
Educationand Research, 2018) con ampliacién del cuello uterino (Modificado de Vassilakos et at., 2017).

El epitelio que recubre el exocérvix y la mucosa vaginal esta constituido por tres
tipos celulares que son: células basales y parabasales, células intermedias, células
superficiales (Figura 2). Las células basales y parabasales son las células de menor
tamafo, se localizan en la profundidad del epitelio, su forma es redonda u ovoide,
tienen un area nuclear de 45 a 90 micras cuadradas; las células intermedias son
células poligonales con citoplasma rico en glicégeno, su nucleo es grande vesicular,
este tipo de células tienden a exfoliarse en grupos; las células superficiales al igual
gue las intermedias son poligonales, su nucleo es picnético, mide aproximadamente
6 micras y no se identifica en el ninguna estructura (Llusia y Nufiez, 1993; Ruiz et
al., 2005).
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Figura 2. Epitelio cervical estratificado (Modificado de Woodman et al., 2007)

El CaCU se origina en las células de la zona de transformacion, sin embargo sus
mecanismos no estan claros. Los dos tipos mas comunes de CaCU son el
carcinoma de células escamosas, que se origina de células del exocérvix, y el
adenocarcinoma, que se origina de células glandulares productoras de mucosidad
del endocérvix. Con menor frecuencia se presentan carcinomas adenoescamosos
0 carcinomas mixtos, que presentan caracteristicas de los dos tipos de cancer

anteriormente descritos (Ruiz et al., 2005).

4.1.1 Factores de riesgo asociados al cancer de cuello uterino

o Virus del Papiloma Humano. Es el factor de riesgo mas importante para el
desarrollo del CaCU, es considerado como agente causal necesario pero no
suficiente (Bosch et al., 2002). El VPH es de tamafio pequefio, con una estructura
icosaédrica y ADN circular de doble cadena. Su genoma contiene 8000 pares de
bases y pertenece a la familia Papillomaviridae (De Villiers et al., 2004). Esta
formado por tres regiones, una region no codificante, que controla la transcripcion
viral (URR siglas en inglés), una region codificante con genes de expresion
temprana o “E” (early) con marcos de lectura abierta (ORFs, siglas en inglés) E1,

E2, E3, E4, E5, E6 y E7, que codifican proteinas no estructurales involucradas en
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la regulacion de las funciones virales y produccion de particulas infecciosas y una
region con genes de expresion tardia o “L” (late) con 2 ORFs L1 y L2, que codifican

proteinas estructurales del virion (Ruiz et al., 2005; Burk et al., 2009).

Estudios epidemiolégicos han demostrado que los tipos de VPH pueden
subdividirse en dos grupos de acuerdo a su potencial oncogénico: VPH de bajo
riesgo (principalmente VPH 8, 11, 40, 42, 43, 47 y 61), generalmente presentes en
las lesiones benignas (condilomas, verrugas genitales y neoplasias intraepiteliales
de bajo grado), con minimo riesgo de progresion a lesiones de alto grado; VPH de
alto riesgo (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82), los cuales
bajo una infeccién persistente pueden inducir a CaCU, los genotipos asociados mas

comunes son 16 y 18 (Woodman et al., 2007).

o Tabaquismo. El tabaco aumenta el riesgo de progresion de la infeccion por
VPH entre 2 a 4 veces frente a los no fumadores, ya que produce alteracién de la
inmunidad local en el cuello uterino (Ponce et al., 1993; Rosell et al., 2007). Se ha
identificado la presencia de nicotina, cotinina y otros mutdgenos derivados del
tabaco, en células cervicales de mujeres fumadoras con lesion intraepitelial (Thun
et al., 2000).

o Anticonceptivos. El consumo de anticonceptivos orales por mas de 5 afios
se asocia con un aumento doble en el riesgo a CaCU, comparado con mujeres que
nunca los habian usado, se afirma que esto se debe a que estrégenos y
progestagenos potencian la expresion de genes de VPH en el cuello uterino, a
través de mecanismos de receptores de progesterona (NR3C3) y elementos de

respuesta hormonal en el genoma viral (Moreno et al., 2002).

o Inicio temprano de relaciones sexuales. Esa relacion se ha explicado
considerando que la zona de transformacion del epitelio cervical es mas proliferativa

y especialmente susceptible a alteraciones por agentes transmitidos sexualmente,
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entre ellos el VPH, durante la pubertad y la adolescencia. El riesgo de lesion
intraepitelial cuando el primer coito se tiene a los 17 afios 0 menos es 2,4 veces

mayor que cuando este se tiene a los 21 afios (Bosch et al., 1995).

o Numero de compaferos sexuales. Existe una relacion directamente
proporcional entre el riesgo de lesion intraepitelial y el nUmero de parejas sexuales,

debido al aumento en la exposicion al VPH (Hart et al., 2001; Bosch et al., 2002).

o Alta paridad. Se ha establecido que mujeres con dos o mas hijos tienen un
riesgo 80% mayor respecto de las nuliparas de presentar lesion intraepitelial, se
cree que con cada embarazo la inmunosupresion o su flujo hormonal aumentan la

susceptibilidad a la infeccion por VPH (Mufioz et al., 2002).

o Co-infecciones. Relacionado con microorganismos causantes de
Enfermedades de transmisién sexual (ETS), tales como Virus del Herpes Simple
tipo 2 (HVS-2), Chlamydia trachomatis (CT) y Virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH). Para los cuales ya se ha demostrado alguna asociacion al CaCU, debido a la
reaccion inflamatoria desencadenada por los antigenos de dichos microorganismos,
y activacibn de células del sistema inmunitario (monocitos, leucocitos

polimorfonucleares).

En Colombia, en el Departamento del Cauca, se realiz6 la identificacién de los
principales factores de riesgo asociados a lesiones intraepiteliales escamosas de
alto grado, los resultados sugieren que la presencia de VPH junto con otros
cofactores como la multiparidad (OR=4,1; IC 95%=1,62-10,6) y la exposicién a
carcinogenos presentes en el humo de lefia (OR=7,3; IC 95%=3,00-19,4) aumentan

el riesgo a desarrollar CaCU (Sierra et al., 2012).
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4.1.2 Biologia de lainfeccion por VPH

Los viriones del VPH infectan las células basales de la zona de transformacion del
huésped y se replican durante periodos variables de tiempo (Moody y Laimins,
2010). En la replicacion viral se expresan las oncoproteinas "tempranas" E1 y E2
mientras que en capas mas distales, se expresan E6 y E7 (Doorbar, 2005). E6
interactla con varias proteinas reguladoras de ciclo celular del huésped, la mas
conocida es la unién a la proteina E6AP, que regula la transcripcion de células
proliferantes ocasionando una degradacién proteolitica del gen p53 mediada por la
ubiquitina (Woodman et al., 2007).

La union de E7 a la proteina pRB activa el factor de transcripcion E2F, que
desencadena la expresion de las proteinas necesarias para la replicacion del ADN,
como consecuencia, se anula la dependencia del control del ciclo celular y se
retrasa la diferenciacion normal de los queratinocitos (Schiffman et al., 2007) . A
medida que las células infectadas se diferencian en células escamosas, se expresa
la proteina E4 y las proteinas tardias L1 y L2, que forman el virion completo que es
liberado en las capas superiores del epitelio cervical sin producir lisis celular (Moody
y Laimins, 2010).

La oncoproteina E5 aumenta la accidn de las quinasas celulares, que promueven la
proliferacion y disminuyen la diferenciacién celular, aumentando la proporcion de
células basales y disminuyendo el nimero de células diferenciadas. Asi mismo
inhiben la acidificacion de endosomas y la expresion de moléculas del complejo de
histocompatibilidad (MHC), fundamentales para la respuesta inmune mediada por
linfocitos T (Tindle, 2002). La pérdida de las interacciones entre los péptidos
antigénicos con las moléculas del MHC-II en la superficie celular, permiten a las
células infectadas escapar al reconocimiento inmune del huésped y favorecen su
persistencia (Zhang et al., 2003). Cuando se produce una ruptura en la regién E2
se predispone a las células infectadas a la transformacion celular (displasia), el
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tumor invasivo rompe la membrana basal e invade el tejido subepidérmico (Burd,
2003).

4.2 ALTERACIONES AL ADN

Las células con frecuencia sufren dafios en el ADN que alteran la informacion
genética de un organismo. Agentes fisicos (radiacion ultravioleta, gamma vy alfa),
quimicos (como las especies reactivas del oxigeno EROs y hormonas) y biolégicos
(virus, bacterias y hongos), ademéas de procesos como la hidrélisis de bases
(desaminacion, depurinacion y depirimidinacion), defectos en la replicacion del ADN
y problemas inmunitarios, pueden inducir dafio al ADN (Henderson et al., 1993;
Sancar et al., 2004).

Existen diferentes tipos de lesiones en el ADN como ruptura sencilla o doble de
cadena, apareamiento erréneo de bases, entrecruzamiento entre cadenas y
formacién de aductos (Sancar et al., 2004). Para proteger a la célula de posibles
alteraciones, existen mecanismos de control muy eficientes entre los puntos de una
etapa y otra del ciclo celular (Blow, 1993; Ivanchuk y Rutka, 2004). Entre los
mecanismos de reparacion se incluyen la reparacion directa, reparacion por escision
bases (BER), reparacién por escision de nucleétidos (NER), reparacion por
apareamiento erroneo (MMR) y reparacion recombinacional. Si las células albergan
defectos en la respuesta de dafios y no reparan el ADN dafado, se causaria
inestabilidad gendmica y como resultado se conduciria a la transformacién celular
(Vogelstein et al., 2010).

Cuando los genes de control de reparacion del ADN sufren dafios, las células son

mas susceptibles a un desorden genético (Pitot et al., 1981). Se presenta activacion

de genes que estimulan la proliferacién o la proteccién contra la muerte celular

(oncogenes) y se inactivan genes que normalmente actuarian inhibiendo la

proliferacion (genes supresores de tumor). El cancer surge de la acumulacion de
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alteraciones genéticas en la estructura del ADN, que confieren a una célula
neoplasica inicial propiedades de crecimiento ilimitado, autosuficiencia y resistencia

a los mecanismos reguladores de la homeostasis (Hahn y Weinberg 2002).

La carcinogénesis consta de tres etapas: iniciacion, promocion y progresion. En la
iniciacion, un compuesto denominado mutdgeno de caracter fisico, quimico o viral,
interactda con el ADN y cambia la estructura genética, predisponiendo a las células
a desarrollar tumores; la promocion es la etapa de crecimiento tisular con la
formacién del tumor donde participan factores y receptores de crecimiento; la
progresion implica la capacidad de invadir tejidos vecinos a distancia por parte de
la célula tumoral maligna, este estado se puede desarrollar a partir de células en
estado de promocion o bien directamente a partir de células normales como
resultado de la administracion de dosis relativamente altas (dosis citotoxicas) de
agentes carcinégenos (Colville y Willoughby, 1997; Muriel y Serrano 2004). En la
metastasis las células cancerosas se separan del sitio donde se formaron
inicialmente (cancer primario), se desplazan por medio del sistema vascular o
linfatico, y forman nuevos tumores (tumores metastasicos) en otras partes del
cuerpo (Alizadeh, et al., 2014).

4.3 BIOMARCADORES DE GENOTOXICIDAD

El biomarcador de micronucleos es Util para evaluar la inestabilidad genética o
detectar la pérdida de material genético inducida por agentes genotdxicos en células
exfoliadas (Fenech, 2002).

4.3.1 Células con micronucleos (MN).

Los micronucleos son cuerpos extranucleares pequefos, que se forman durante el

proceso de division celular, provienen de fragmentos de cromatina o cromosomas

enteros (Bhat et al., 2016). Entre los mecanismos que pueden contribuir a la

formacion de microndcleos estan: estrés metabodlico causado por el crecimiento
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tumoral, productos clastogénicos liberados de las células tumorales, la presencia de
VPH y el déficit de folato y vitamina B12 (Fenech and Crott 2002; Gayathri et al.,
2012).

4.3.2 Células con brotes nucleares (BR).

Contienen nucleos con una aparente constriccion aguda en un extremo del nucleo
gue sugiere la eliminacién de material nuclear por brotacion. El brote nuclear y el
ndcleo estan por lo general muy cerca y parecen estar unidos entre si, tiene las
mismas propiedades morfoldgicas y de tincién que el ndcleo principal; no obstante,

su diametro puede variar de una mitad a un cuarto (Bolognesi et al., 2013).

4.3.3 Células binucleadas (BN).

Contienen dos nucleos principales, ambos con morfologia y tincion similar a un
nacleo normal, generalmente cercanos o0 incluso pueden hacer contacto;
probablemente se relacionan con alguna interferencia al final de la divisién celular.
Se ha identificado que una mala segregacion de los cromosomas es mas frecuente
en las células binucleadas que no logran completar la citocinesis (Thomas et al.,
2009).

44 BIOMARCADORES DE CITOTOXICIDAD

Tolbert et al., (1991), describe otras anomalias nucleares (AN), que pueden ser
fendbmenos que podrian ocurrir en procesos normales de diferenciacion celular,
ademas de ser indicadores de dafio al ADN, citotoxicidad y muerte celular. El
mecanismo de formacién o su significado biol6gico de cada una de estas AN no es
claro; sin embargo, bajo condiciones patologicas o de exposicion (tabaco, alcohol,
drogas y quimioterapia antineoplasica), se observan altas frecuencias de ceélulas
con AN (Torres y Ramos, 2013).
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4.4.1 Células con cromatina condensada (CC).

Estas células tienen nucleos intensamente tefiidos, con regiones condensadas o
cromatina agregada exhibiendo un patron nuclear estriado, la condensacion puede
ser mayor en unas areas que en otras, estas células al igual que las cariorrécticas
terminan con la fragmentacion del ndcleo y es posible que estén en etapas
tempranas de apoptosis aunque dicha informacién aun no ha sido comprobada
(Thomas et al., 2009).

4.4.2 Células cariorrécticas (CR).

Estas células presentan un nucleo que se caracteriza por agregacion de la
cromatina nuclear. Con respecto a las células de cromatina condensada, estas
tienen un patrén salpicado, indicativo de la fragmentacion nuclear que conduce a la
eventual desintegracion del nucleo. Estas células tal vez estan pasando por una
etapa tardia de apoptosis pero esto aun no ha sido comprobado (Thomas et al.,
2009).

4.4.3 Células con nucleo picnético (PIC).

Estas células se caracterizan por tener un nucleo pequefio, con alta densidad de
material nuclear uniforme e intensamente tefiido. El diametro del nucleo es
aproximadamente de 1/3 del ndcleo normal; sin embargo, el mecanismo de su
formacidn sigue siendo desconocido, hasta el momento Unicamente se correlaciona
con diferenciacion y maduracion de las células epiteliales (Tolbert et al., 1991;
Thomas et al., 2009).

4.4.4 Células carioliticas (CL).

Estas células estan completamente vacias de ADN y por lo tanto no tienen nucleo,

es probable que representen una fase muy avanzada en el proceso de muerte
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celular. La correlacion positiva entre células picnoéticas y en caridlisis, sugiere que
estas Ultimas, se derivan directamente a partir de células con cromatina condensada

o indirectamente a través de células picnoticas (Thomas et al., 2009).
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Figura 3. Modelo citémico de micronucleos en células bucales. Representacion del origen de los biomarcadores
genotoxicos y citotéxicos (Modificado de Bolognesi et al., 2013).

5. ANTECEDENTES

Harald Zur Hausen, fue el primero en demostrar por medio de experimentos de
hibridacién, que las verrugas genitales y los tejidos de cancer de cérvix, contienen
el genoma del VPH (Ferra et al., 2011). El VPH al igual que muchos otros virus, ha
desarrollado mecanismos sofisticados para evadir las defensas del huésped. Entre
estas una muy importante es bloquear la apoptosis para evitar la destrucciéon de las

células infectadas (Woodman et al., 2007).

Actualmente el uso de biomarcadores ha permitido ofrecer herramientas de
informacion para la evaluacién de factores de riesgo asociados a la exposicion a
agentes ambientales (Arango, 2012). Entre los diferentes tipos de biomarcadores

citogenéticos, MN ha sido evaluado en diferentes tejidos de diversas poblaciones
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humanas para determinar riesgo a cancer, por causa de diferentes agentes
genotdxicos (solventes organicos, humo de biomasa, tabaco, alcohol y
guimioterapia antineoplasica entre otros) (Martins y Boschini, 2003; Carrard et al.,
2007), donde se ha demostrado el efecto potenciador de los agentes genotoxicos y

citotéxicos sobre el indice de MN.

A nivel mundial pocos estudios epidemiolégicos moleculares han sido realizados
para establecer la asociacion entre MN y la infeccion por VPH en mujeres sanas
(Cassel et al., 2014). Sin embargo, los estudios realizados en diferentes grupos
poblacionales de paises como India, China, Brasil y México, han establecido una
relacion entre aumento en la frecuencia de MN y los estadios de lesiones cervicales
(ASC-US, LSIL HSIL) asociados a la infeccion por VPH (Gayathri et al., 2002;
Gandhi et al., 2003; Campos et al., 2008; Cortes et al., 2010; Bueno et al., 2014;
Sundararajan et al., 2017; Gashi et al., 2018). Encontrando de manera consistente
que la presencia de cepas de alto riesgo (16 y 18) aumenta la frecuencia del
biomarcador en los casos de HSIL y carcinoma invasivo (Cortés et al., 2010; Cassel
et al., 2014; Shi et al.,, 2015). Previos estudios realizados con ensayo citobmico
completo, establecieron un aumento proporcional entre la frecuencia de apoptosis
y el progreso a lesiones intraepiteliales de alto grado (Bhat et al., 2016; Makkar,
2018). En contraste a esos resultados hubo un reporte de una disminucién en la
frecuencia de apoptosis en lesiones intraepiteliales de alto grado (Aires et al., 2011).
Los estudios realizados hasta el momento con el biomarcador de MN han utilizado
diferentes métodos de tincibn, unos no son especificos para ADN como
Papanicolaou (Gayathri et al., 2012; Cassel et al., 2014; Shi et al., 2015) y Giemsa
(Sundararajan et al., 2017; Campos et al., 2008; Cassel et al., 2014), s6lo uno utilizé
el método de tincion especifica para ADN de Feulgen Fast Green (Cortés, Davila et
al., 2010). Papanicolaou es un método de tincion policromica que permite visualizar
células normales y malignas de muestras procedentes de diferentes 6rganos,
cavidades y liquidos; Giemsa es un método de tincion diferencial, que actualmente
se utiliza para distinguir células madres, células sanguineas, cromosomas, Vvirus,
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bacterias, también identifica cuerpos de queratina en citoplasma, los cuales pueden
ser similares morfologicamente a MN (Nersesyan et al., 2006) y generar errores en
lectura de la frecuencia del biomarcador; Feulgen Fast Green es un método que se
basa en la identificacion altamente especifica de acidos nucleicos del ADN, donde
la intensidad de la tincion es proporcional a la concentracion de ADN (Chieco y
Derenzini ,1999; Bolognesi et al., 2013).

El tamafio de la muestra en estudios que establecieron una asociacion entre VPH
positivo y aumento en la frecuencia de MN en mujeres con citologia normal y la
mayoria de los estudios que evaltan el biomarcador de MN en el progreso de
lesiones cervicales no superaron las 180 mujeres (Campos et al., 2008; Cortés et
al., 2010; Aires et al., 2011; Cassel et al., 2014; Makkar, 2018). Para evaluar el
biomarcador de MN se han utilizado diferentes tipos de tejidos como células
uroteliaes (Sundararajan et al ., 2017; Gandhi et al., 2003), linfocitos y células
bucales (Gashi et al., 2018), células cervicales de citologia convencional (Campos,
Dias et al., 2008; Cortés, Davila et al., 2010; Aires, Meireles et al., 2011; Bueno,
Silva et al., 2014; Bhat, Vijaya et al., 2016) y células cervicales de citologia en base
liguida, donde se pudo obtener mayor representatividad de la poblacion celular de
las diferentes zonas del cuello uterino y unos extendidos celulares mas limpios (Shi
et al., 2015; Adam et al., 2015).

Con el conocimiento adquirido y con la obtencién de datos epidemioldgicos, este
estudio atendid las recomendaciones dadas por los investigadores para evaluar la
sensibilidad de la prueba citbmica asociada al diagnéstico de VPH, ademas adapto
metodologias mas acertadas y con estos resultados se podria contribuir a la

validacion del biomarcador de MN en riesgo a desarrollar CaCU.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el dafio citogenético asociado a la infeccion con Virus del Papiloma Humano
(VPH), en células del epitelio cervical de mujeres sanas y con lesiones

intraepiteliales de cuello uterino.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Identificar el dafio citogenético asociado a la infeccion con Virus del Papiloma

Humano (VPH), en mujeres con citologia negativa.

e Establecer el efecto de la presencia de lesiones pre neoplasicas en la
frecuencia de biomarcadores genotéxicos y citotéxicos de mujeres VPH

positivas.
e Evaluar la asociacién entre factores de riesgo, variables sociodemogréficas,

estilos de vida y la frecuencia de los biomarcadores genotoxicos y citotéxicos

en los grupos de estudio.
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7. MARCO METODOLOGICO

7.1 GRUPO DE ESTUDIO

Se realizé un estudio caso control no pareado, que incluyé 184 mujeres
provenientes del Departamento del Cauca, con edades entre los 25 y 65 afos,
agrupadas de acuerdo al resultado del diagndstico citolégico y prueba de VPH de la
siguiente manera: Grupo | (grupo de referencia) citologia negativa — VPH negativo
(n= 69), Grupo Il citologia negativa — VPH positivo (n=47) y Grupo Il citologia
anormal — VPH positivo (n=68). El tamafio de la muestra poblacional se determiné
por conveniencia, procurando que el numero de mujeres de los grupos de estudio
sea representativo y equitativo para realizar los analisis estadisticos
correspondientes. Los criterios de exclusion fueron haber recibido tratamientos de

radiacion y colposcopia en los ultimos 6 meses.

Para establecer la tendencia de la media de biomarcadores significativos en los
diferentes tipos de lesiones cervicales respecto al genotipo de VPH, las mujeres se
agruparon de la siguiente manera: citologia negativa — VPH positivo (n= 47), ASC-
US/ LSIL — VPH positivo (n=49), HSIL — VPH positivo (n=19), los genotipos de VPH
identificados fueron: VPH 16 (n = 19), VPH 18 (n= 13), VPH coinfecciones (n = 14)

y otros genotipos de VPH de alto riesgo (n = 1).

7.2 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Las mujeres participantes fueron colectadas a partir de la poblaciéon que asiste a la
Fundacion InnovaGen - IPS Popayan para controles rutinarios de citologia, quienes
firmaron un consentimiento informado en el cual autorizaron el uso de la muestra
para estudios con fines investigativos. La entidad proporcioné las muestras
citolégicas en base liquida, conservadas en solucion PreservCyt® y fluido

conservante SurePath®. De igual manera, la institucion suministré informacién de
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las pacientes en cuanto a diagnostico de lesiones, variables demogréaficas, de
riesgo, estilos de vida y también el diagnéstico de infeccion por VPH.

7.3 CARACTERIZACION DE LA INFECCION POR VPH

La Fundacién InnovaGen - IPS Popayan suministro el diagnoéstico de la infeccion
por VPH realizado con la prueba COBAS® 4800 HPV, una prueba cualitativa in vitro
realizada de forma automatizada con el equipo Roche cobas x 480, que utiliza la
amplificacion del fragmento de ADN objeto mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real (QPCR) y la hibridacion de acidos nucleicos. La prueba
en un unico andlisis detecta 14 tipos del VPH de alto riesgo (AR) y reporta

especificamente los genotipos 16 y 18.

7.4 PROCESAMIENTO Y TINCION DE CELULAS CERVICALES

Este estudio adaptd el protocolo de tincion Feulgen Fast Green establecido por
Thomas et al., 2009 para el procesamiento de células bucales y se estandarizé con

algunas modificaciones de la siguiente manera:

Se adicion6 2 mL de metanol al 96% al vial que contenia la muestra citol6gica y se
sometié a vortex por cinco segundos, la muestra fue transferida a un tubo Falcon
para centrifugarla a 1200 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 min; se adicioné
a la muestra 3 mL del reactivo Density Reagent y se centrifug6 a 1200 rpm durante
2 minutos, se descarto el sobrenadante y se adicion6 3 mL del reactivo Tris Buffered

Saline, se centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos.

Posteriormente, se descart6 el sobrenadante y se agrego 40 pL de Dimetilsulfoxido
(DMSO) y 20 mL de metanol al 90%, se re-suspendié con pipeta Pasteur por 5
minutos y al finalizar se centrifugd a 1200 rpm durante 5 min; este procedimiento se
repitié con las siguientes concentraciones de metanol: 60% con adicion de 30 uL de
DMSO, 30% con adicion de 30 pL de DMSO, 15% con adicion de 20 pL de DMSO,
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hasta llegar a una minima concentracion de metanol al 5% con adicion de 20 pL de
DMSO; en algunas muestras la cantidad de DMSO y el tiempo de re-suspension
vario dependiendo del volumen encontrado. Al finalizar estos lavados, se descarto
por completo el sobrenadante y se agregé metanol frio al 80%, en una proporcion
1:1.

Las células fueron extendidas en dos placas limpias y previamente codificadas. Se
dejaron secar a temperatura ambiente y posteriormente se revisé densidad celular
y calidad de la muestra, las placas que no cumplieron con la calidad esperada se
descartaron. Las placas completamente secas, fueron sumergidas durante 20
minutos en metanol frio al 80% y se dejaron secar durante 12 horas. A continuacion
se sumergieron en etanol al 50% y 20% por 1 minuto respectivamente y en agua
destilada y filtrada por 2 minutos; posteriormente, se depositaron en &cido
clorhidrico (HCI) 5M durante 35 minutos y se lavaron con agua de grifo por 3
minutos. A continuacién se sumergieron por 2 horas en reactivo Schiff y se lavaron
con agua de grifo caliente, aproximadamente a 45 °C. Finalmente se sumergieron
en reactivo Fast Green por 15 segundos y se realizd el montaje permanente con

entelan.

7.5 CRITERIOS PARA IDENTIFICACION DE MICRONUCLEOS Y
ANOMALIAS NUCLEARES

Los criterios de evaluacion para MN y AN, se basaron principalmente en las
descripciones hechas por Tolbert et al (1991). Como criterio de inclusion las células
debian presentar citoplasma y ndcleo intactos con poca o ninguna superposicion de
células adyacentes o restos celulares. Los criterios para identificar MN fueron:
perimetro del MN redondeado y liso; con un area menos de un tercio del diametro
del nacleo principal, pero lo suficientemente grande como para discernir la forma 'y
el color; la intensidad de tincidn y textura similar a la del nucleo principal; tener el

mismo plano focal que el nucleo principal. Los puentes nucleoplasmicos fueron
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incluidos en la frecuencia del biomarcador de BR. La frecuencia de biomarcadores
de dafio genotoxico: MN, BR, y BN se reportaron en 2000 células diferenciadas y la

frecuencia de AN: células PIC, CR, CC y CL en 1000 células diferenciadas.

7.6  ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron y sistematizaron utilizando el paquete estadistico SPSS
version 19.0 para Windows (SPSS Inc. Chicago, IL). Se realizaron pruebas de
normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y homogeneidad de varianzas (Levene) para el
analisis de la prueba de hipétesis que compara los grupos con respecto a las
variables cuantitativas. Teniendo en cuenta los resultados arrojados de las pruebas
normalidad y homogeneidad de varianzas, se uso la prueba estadistica ANOVA de
andlisis univariado y el Test de Bonferroni para comparaciones multiples. Para
observar la relacion entre los grupos y variables cualitativas se uso6 la prueba
estadistica de Chi-cuadrado. Para determinar la relacién entre el dafio citogenético,
las variables sociodemograficas y los factores de riesgo asociados al CaCU y
frecuencia de los biomarcadores, se realizé un modelo de ajuste lineal univariando,
gue a diferencia de otras pruebas mas utilizadas como Coeficiente de Correlacion
de Pearson y Spearman que establecen relacion lineal entre dos variables, éste
modelo matematico es el mas apropiado para establecer la variabilidad de los datos
y su grado de asociacion teniendo en cuenta los tres factores de estudio: variable
independiente, variable dependiente (biomarcadores) y los grupos establecidos: |,
II'y lll en los cuales ya se incorpora un diagnostico positivo o negativo del VPH. Un
nivel de significancia p< 0.05 fue utilizado como criterio para rechazar la hipétesis
nula (Ho).
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8. RESULTADOS

8.1 CARACTERIZACION GENERAL DE LA POBLACION DE ESTUDIO

8.1.1 Caracteristicas sociodemogréficas de la poblacidon de estudio

Este estudio de casos y controles no es pareado, porque de esta manera se evitd
descartar casos que presentaron el factor de riesgo, los cuales son escasos en la
poblacion. Adema4s, al tener un grupo heterogéneo fue posible evaluar el efecto de
la edad y la etnia en la frecuencia de los biomarcadores de interés. En este estudio
no se calculé OR porgue es un estudio exploratorio y se desconoce el punto de corte
para realizar tablas 2 x 2. El estudio incluyé un total de 184 mujeres cuyas
caracteristicas demogréficas se describen en la Tabla 1. La media de la edad del
Grupo | fue de 39,87+ 1,18 afos, Grupo Il fue de 37,96+ 1,46 afos y Grupo lll fue
de 34,59+ 0,98 afos. La edad del Grupo | fue significativamente mayor en referencia
al Grupo Il y Il (p<0,01). EI componente étnico de la poblacion fue: 62,2% mestizo,
24,59% afrocolombiano y 13,3% indigena. Con relacion al estrato socio econémico
73,2% de las mujeres pertenecian a estratos 0-1, 18,4% a estratos 2-3 y 8,4% a
estrato 4 o mas. El perfil ocupacional de la poblacién fue 49,7%, ama de casa, 45,9%
empleadas y 4,4% estudiantes. No hubo diferencias significativas en cuanto al

estado civil y nivel educativo entre los grupos de estudio.

Tabla 1. Caracteristicas sociodemogréaficas de la poblacion de estudio

Caracteristicas Grupo | Grupo Il Grupo Il p
Total n= 69 n=47 n=68
Edad (afios)
Media + Error estandar 39,87+ 1,18 37,96*+ 1,46 34,59*+ 0,98 0,002
Rango 25-63 26 - 60 25-62
Etnia (%)
Afrodescendiente 8(12,7) 12(54,5) 15(25,9) 0,00°
Mestizo 51(81) 2(9,1) 36(62,1)
Indigena 4(6,3) 8(36,4) 7(12,1)
Estado civil (%)
Con pareja 49(73,1) 28(59,6) 42(61,8) 0,24
Sin pareja 18(26,9) 19(40,4) 26(38,2)
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Educacion (%)

< primaria 12(17,6) 16(34) 16(23,5) 0,13°
> primaria 56(82,4) 31(66) 52(76,5)

Estrato socioeconémico (%)
1 32(50) 44(93,6) 55(80,9) 0,000
2-3 17(26,6) 3(6,4) 13(19,1)
4 0 mas 15(23,4) - -

Ocupacioén (%)
Empleada 39(57,4) 17(36,2) 28(41,2) 0,03"
Ama de casa 26(38,2) 30(63,8) 35(51,5)
Estudiante 3(4,4) - 5(7,4)

a: Prueba estadistica ANOVA — Bonferroni; °: Prueba estadistica Chi-cuadrado

n: Numero de mujeres; DE= Desviacién estandar; * Estadisticamente significativo respecto al Grupo |

Grupo I: mujeres con citologia negativa- VPH negativo; Grupo II: mujeres con citologia negativa- VPH positivo;
Grupo Ill: mujeres con citologia anormal — VPH positivo

8.1.2 Caracteristicas clinicas de la poblacién objeto de estudio

En la Tabla 2 se describen las caracteristicas clinicas de la poblacién objeto de
estudio. No se encontrg diferencias en la edad de la menarquia, edad primera
relacion sexual, numero de compafieros sexuales, vida sexual activa entre los
grupos. Se identific6 que la edad del primer embarazo en el Grupo | fue
significativamente mayor en referencia al Grupo Il y Ill. ElI 73,1% de las mujeres
usaron métodos de planificacién asi: 32,6% ligadura de trompas, 16% inyeccion
mensual/trimestral, 9,1% conddn barrera/ diafragma, 6,9% anticonceptivos orales,
8,6% otros métodos de planificacién y el 26,9% no utilizaban métodos de
planificacion. Los tres grupos de estudio presentaron coinfecciones, la mas
frecuente fue Vaginosis bacteriana, seguida de candidiasis vulvovaginal y
coinfeccion de las anteriores. En la Tabla 3 se describen los antecedentes familiares
con CaCU, donde se observo que no existe diferencia significativa entre los grupos
de comparacion, por otra parte, el 89,4% de la poblacion no referia antecedentes
con esta enfermedad y 10,6% si refirio antecedentes, de los cuales el familiar mas

relacionado fue abuela con 4,9%.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de la poblacidn

Caracteristicas Grupo | Grupo Il Grupo Il p
Total n= 69 n=47 n=68
Edad menarquia

Media + Error estandar 13,31+ 0,19 13,04+ 0,23 13,45+ 0,18 0,392
Edad primer embarazo

Media + Error estandar 22,04+ 0,70 18,58+0,50* 18,17+0,43* 0,002
Edad primera relacion sexual

Media + Error estandar 17,33+0,31 16,87+0,31 16,44+0,29 0,092

Numero de compafieros
sexuales (%)

1-3 50 (72,5) 32 (71,1) 44 (66,7) 0,92°
4-7 17 (24,6) 12 (26,7) 19 (28,8)
8 6 mas 2(2,9) 1(2,2) 3(4,5)
Vida sexual activa (%)
Si 53 (79,1) 40 (85,1) 56 (82,4) 0,70°
No 14 (20,9) 7(14,9) 12 (17,6)
Método de planificacion actual (%)
Ligadura de trompas 25 (39,1) 11(23,9) 21(32,3) 0,00°
Anticonceptivos orales 3(4,7) 5(10,9) 4 (6,2)
Condén Barrera/ diafragma 10 (15,6) 1(2,2) 5(7,5)
Inyeccién mensual/ trimestral 4 (6,3) 13 (28,3) 11 (16,9)
Otros 4 (6,3) 1(2,2) 10 (15,4)
Ninguno 18 (28,1) 15 (32,6) 14 (21,5)

Enfermedades de transmisiéon
sexual (%)

Si 2(3,1) 5(10.9) - 0,01°b

No 63 (96,9) 41 (89,1) 66 (100)
Coinfecciones (%)

Hongos Candida spp 4 (5,8) 5 (10,6) 1(1,5) 0,06°

Vaginosis Bacteriana 9 (13) 13 (27,7) 14 (20,6)

Hongos Candida spp y Vaginosis - 1(2,2) 34,4

bacteriana

Ninguno 55 (81,2) 28 (59,6) 50 (73,5)

a: Prueba estadistica ANOVA — Bonferroni; °: Prueba estadistica Chi-cuadrado

n: Namero de mujeres; *Estadisticamente significativo respecto al Grupo |

Grupo |: mujeres con citologia negativa- VPH negativo; Grupo II: mujeres con citologia negativa- VPH positivo;
Grupo Illl: mujeres con citologia anormal — VPH positivo

Tabla 3. Antecedentes familiares con CaCU

Caracteristicas (%) Grupo | Grupo Il Grupo Il P
Total n= 69 n=47 n=68
Si 11(16,2) 5(10,6) 3(4,7) 0,10°
No 57(83,8) 42(89,4) 61(95,3)
Familiar (%)
Abuela 7(10,1) 1(2,1) 1(1,5) 0,132
Madre - 2(4,3) 1(1,5)
Hermana 1(1,4) 1(2,1) -
Tia 3(4,3) 1(2,1) 1(1,5)
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& Prueba estadistica Chi-cuadrado; n: Niumero de mujeres; Grupo |: mujeres con citologia negativa- VPH
neggtivo; Grupo II: mujeres con citologia negativa- VPH positivo; Grupo Ill: mujeres con citologia anormal — VPH
positivo

8.1.3 Habitos alimenticios de la poblacion

Se caracterizo algunos componentes de la dieta en los tres grupos de estudio con
el objetivo de establecer si existe diferencia en el consumo de nutrientes
relacionados con capacidad antioxidante y que podrian explicar en parte la
diferencia en la frecuencia de los distintos biomarcadores. En la Tabla 4 se describe
los habitos alimenticios de la poblacién. No existe diferencia significativa entre los
grupos de comparacion en cuanto a la dieta ingerida.

Tabla 4. Habitos alimenticios de la poblacién

Caracteristicas Grupo | Grupo Il Grupo llI p
Total n=69 n=47 n=68
Alimentacioén

Consumo Vitamina C (%) 0,712

Si 68(98,6) 47(100) 67(98,5)

No 1(1,4) - 1(1,5)

Consumo Vitamina A (%) 0,702

Si 68(98,6) 47(100) 66(98,5)

No 1(1,4) - 1(1,5)

Consumo Betacarotenos (%) 0,712

Si 68(98,6) 47(100) 67(98,5)

No 1(1,4) - 1(1,5)

a: Prueba estadistica Chi-cuadrado; n: Numero de mujeres; Grupo |I: mujeres con citologia negativa- VPH
negativo; Grupo II: mujeres con citologia negativa- VPH positivo; Grupo Ill: mujeres con citologia anormal — VPH
positivo

8.2 EFECTO GENOTOXICO Y CITOTOXICO EN CELULAS CERVICALES
INDUCIDO POR VPH

En la Figura 4, se pueden observar las fotografias de los biomarcadores de
genotoxicidad y citotoxicidad identificados en el estudio.
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Figura 4. Imégenes de biomarcadores vistas al microscopio en una magnificacion de 100X. A. Célula
diferenciada, B. Célula con micronucleo, C. Célula con puente nuclear, D. Célula con brote nuclear, E. Célula
binucleada, F. Célula picnética, G. Célula con cromatina condensada, H. Célula cariorréctica, | Célula cariolitica,
J. célula basal.

8.2.1 Frecuencia de biomarcadores en mujeres VPH negativas vs. positivas

con citologia negativa.

Posterior a la realizacion de la prueba estadistica ANOVA y Chi Cuadrado, en la
Tabla 5 no se observo diferencia estadistica entre las mujeres con diagnostico
negativo y positivo de VPH en ningun biomarcador genotéxico (MN, BR, BN) (p >
0,05). Sin embargo, se presenta una tendencia de aumento de los biomarcadores
MN (p =0,13) y BN (p=0,21) en las mujeres con diagndstico VPH positivo en relacion
a las mujeres con diagnéstico VPH negativo. Ademas se observa que entre los
biomarcadores evaluados PIC fue mas frecuente y significativamente mayor en las
mujeres con diagnostico negativo para VPH (p<0,05); las frecuencias de los
biomarcadores citotéxicos CL y CC disminuyen en las mujeres con diagnostico VPH
positivo, aunque no fue estadisticamente significativo (p>0,05). Se observa que la
media en la frecuencia de los biomarcadores citotoxicos de PIC y CL fueron
mayores en comparacion con los biomarcadores genotoxicos, con una desviacion
estandar muy amplia; sin embargo, estos valores no pudieron ser comparables con
los obtenidos de previos estudios (Aires et al.,, 2011; Bhat et al., 2016; Makkar,

2018), debido a que en ellos, se realizé la suma de lo biomarcadores citotoxicos en
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conjunto y no de manera independiente como en este estudio; sin embargo, estos
rangos tan amplios pueden estar relacionados con la variacion en la etapa del ciclo
menstrual, inclusive por mala interpretacion del observador en el momento de

realizar el registro de lectura.

Tabla 5. Frecuencia de biomarcadores en mujeres VPH negativas vs. positivas con
citologia negativa.

Diagndstico VPH

VPH Negativo n= 69 VPH Positivo n= 47

BIOMARCADORES Media + Error estandar Media £ Error estandar P
GENOTOXICOS

Micronucleos (MN) 0,13 £ 0,06 0,28 + 0,08 0,132

Brotes (BR) 1,13 +0,19 0,85+0,18 0,322

Binucleadas (BN) 0,67 +0,12 0,91+0,17 0,212
CITOTOXICOS

Picnéticas (PIC) 43,36 + 4,35 28,30 + 3,46 0,01

Cariorrécticas (CR) 1,42 + 0,19 1,70 + 0,48 0,542

Carioliticas (CL) 12,35+ 3,65 4,79 £0,77 0,092

Cromatina condensada (CC) 4,80 +0,48 3,57 +£0,64 0,122

a: Prueba estadistica ANOVA; n: NUmero de mujeres; * Estadisticamente significativo

8.2.2 Frecuencia de biomarcadores genotdxicos y citotéxicos, de acuerdo a
la presencia de lesiones pre neoplasicas en mujeres VPH positivas

En la Tabla 6, se observo diferencia estadisticamente significativa en las
frecuencias de los biomarcadores MN, BR, BN y CR entre los grupos de estudio
segun la prueba de ANOVA. El andlisis de Bonferroni establecié que las frecuencias
de los biomarcadores genotéxicos MN y BN se incrementaron significativamente en
el grupo de mujeres con citologia anormal - VPH positivo (Grupo Ill) con respecto a
las mujeres con citologia negativa - VPH negativo (Grupo I) (p<0,05), ademas se
observa que el biomarcador BR fue significativamente mayor en el grupo de mujeres
con citologia anormal - VPH positivo (Grupo 1ll) en relacién a las mujeres con
citologia negativa - VPH positivo (Grupo Il) (p<0,01). En los biomarcadores de

citotoxicidad, CR fue significativamente mayor en el grupo de mujeres con citologia
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anormal - VPH positivo (Grupo Ill) en relacion a las mujeres con citologia negativa -
VPH negativo (Grupo 1) (p<0,05).

Tabla 6. Frecuencia de biomarcadores segun resultado de citologia en
mujeres VPH negativas y positivas

BIOMARCADORES Grupo | Grupo Il Grupo i p
Total n= 69 n=47 n=68
Media + Error Media £ Error Media + Error
estandar estandar estandar
GENOTOXICOS
Micronucleos (MN) 0,13 + 0,06 0,28 + 0,08 0,47*+ 0,12 0,032
Brotes (BR) 1,13+0,19 0,85+0,18 2,01° £ 0,26 0,002
Binucleadas (BN) 0,67 +£0,12 0,91 +0,17 1,76* + 0,27 0,002
CITOTOXICOS
Picnéticas (PIC) 43,36 + 4,35 28,30 £3,17 41,38 + 4,76 0,062
Cariorrécticas (CR) 1,42 +£0,19 1,70+ 0,48 2,59 + 0,39 0,042
Carioliticas (CL) 12,35 + 3,65 479+0,77 9,99 +2,55 0,212
Cromatina condensada (CC) 4.80+0,48 3,57+ 0,64 5,35+0,48 0,072

a: Prueba estadistica ANOVA y Bonferroni

* Estadisticamente significativo respecto al Grupo [; °: Estadisticamente significativo respecto al Grupo lI;
Grupo |: mujeres con citologia negativa- VPH negativo; Grupo II: mujeres con citologia negativa- VPH positivo;
Grupo Ill: mujeres con citologia anormal — VPH positivo

8.2.3 Tendenciadelamediade biomarcadores significativos en los diferentes
tipos de lesiones cervicales respecto al genotipo de VPH

En la Figura 5 se presenta la media de los biomarcadores significativos en los
diferentes tipos de lesiones cervicales respecto al genotipo de VPH. En presencia
de la infeccion por VPH 16 se observa que las medias de los biomarcadores BR,
BN, CR incrementan progresivamente entre citologia negativa y ASC-US/LSIL
seguido de una ligera disminuciéon en HSIL, MN registr6 una disminucion entre
citologia negativa y ASC-US/LSIL, no hubo registro en HSIL. Con el genotipo 18 las
medias de los biomarcadores BR, BN, CR, tuvieron un descenso entre citologia
negativa y ASC-US/LSIL sin embargo incrementaron en HSIL, MN registré un
incremento entre citologia negativa y ASC-US/LSIL y posteriormente un descenso
en HSIL. Con coinfecciones las medias de los biomarcadores MN y BR aumentaron
progresivamente entre citologia negativa, ASC-US/LSIL y HSIL, las medias de BN

y CR tuvieron un aumento gradual entre citologia negativa y ASC-US/LSIL seguido
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de una ligera disminucion en HSIL. Con otros genotipos de alto riesgo las medias
de los biomarcadores MN y BN tuvieron un aumento gradual entre citologia
negativa, ASC-US/LSIL y HSIL, las medias de los biomarcadores BR y CR tuvieron
un aumento entre citologia negativa y ASC-US/LSIL seguido de una ligera
disminucién en HSIL. Ademas se observa que las medias de los biomarcadores con

el genotipo VPH 18 fueron superiores en referencia a los demas genotipos.
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Figura 5. Media de los biomarcadores significativos en los diferentes tipos de lesiones cervicales respecto al
genotipo de VPH. A Media de microndcleos; B Media de brotes; C Media de binucleadas; D Media de
cariorrécticas
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8.3 ASOCIACION ENTRE FACTORES DE RIESGO, VARIABLES
SOCIODEMOGRAFICAS, ESTILOS DE VIDA Y LA FRECUENCIA DE LOS
BIOMARCADORES GENOTOXICOS Y CITOTOXICOS EN LOS GRUPOS DE
ESTUDIO

Para analizar la influencia de los factores de riesgo, variables sociodemogréficas y
estilos de vida en la frecuencia de los biomarcadores citotdxicos y genotoxicos en
los grupos de estudio, se realizé un analisis de modelo lineal univariado (datos no
mostrados), encontrando que la Unica variable relacionada fue la edad. En la Tabla
7, se presentan las frecuencia de los biomarcadores genotdxicos y citotoxicos en
mujeres VPH negativas y positivas, ajustada por edad, observandose que
biomarcadores como MN (p<0,05), BR (p<0,01) y BN (p<0,01) se incrementan
significativamente independiente de la edad, mientras que el biomarcador CR perdio
significancia al ajustar por esta variable (p=0,09). Los demas biomarcadores no

fueron estadisticamente significativos.

Tabla 7. Frecuencia de biomarcadores en mujeres VPH negativas y positivas,
ajustada por edad

Grupo Il Grupo Il p

BIOMARCADORES Grupo |

Media + Error Media £ Error Media + Error

estandar estandar estandar

GENOTOXICOS

Microntcleos 0,15 + 0,09 0,28+0,11 0,44+ 0,09 0,022

Brotes 1,09 £0,21 0,84 + 0,26 2,06 +0,21 0,002

Binucleadas 0,60 +0,19 0,90 +0,22 1,84 +0,19 0,002
CITOTOXICOS

Picnéticas 44,27 + 4,22 28,49 + 5,05 40,32 £ 4,27 0,062

Cariorrécticas 1,39+0,34 1,69 +0,40 2,62 +0,34 0,092

Carioliticas 11,86 + 2,77 4,68 + 3,31 10,54 + 2,80 0,232

Cromatina Condensada 4.77 +0,50 3,57 +0,60 5,37 +£0,51 0,152

a Andlisis realizado por Modelo lineal univariando
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Este estudio inicialmente comparé la frecuencia de biomarcadores genotéxicos y
citotéxicos en mujeres VPH negativas y positivas con citologia negativa (Tabla 5),
donde no se observo diferencia significativa en los biomarcadores genotoxicos, sin
embargo, se observa un aumento de MN y BN en las mujeres con diagnostico VPH
positivo en comparacion con las mujeres con diagnostico VPH negativo. Cassel et
al., (2014) establecié de manera significativa un aumento en la frecuencia de MN
con diagnostico positivo para ADN de VPH en citologia cervical negativa. Los
resultados del presente estudio no concuerdan con dicho estudio, no obstante, el
bajo incremento en la frecuencia del biomarcador de MN entre las mujeres con VPH
negativo y positivo en citologia negativa, podria explicarse a partir de un estudio
realizado en lineas celulares HFK inmortalizadas por VPH de alto riesgo, donde se
revel6 que E6 y E7 inducen a rupturas dobles de cadena (DSB) que no pueden ser
reparadas por la alteracion que se presenta en el control del ciclo celular generada
por el virus; sin embargo, se identifico que las lineas celulares con pocas
Aberraciones Cromosémicas Numéricas (ACN) mostraron previamente actividad de
hTERT (Telomerasa Transcriptasa Inversa) en fases tempranas, esto sugiere que
la activacion de la telomerasa sobre la regulacion positiva de hTERT mediada por
la actividad E6 oncogénica, reduce la inestabilidad genémica al mantener la funcion
de los telémeros y la supresién de las fusiones cromosdmicas después de la rotura

cromosOmica (Schitze et al., 2016).

Cabe resaltar que posterior a la infeccion de las células del epitelio cervical por el

VPH y en edades tempranas, especialmente antes de los 35 afios, la eliminacion se

da de forma mas eficiente y el periodo de la infecciébn es mas corta, debido a que

se desencadena una serie de respuestas inespecificas acompafiadas de procesos

inflamatorios, quimioatraccion de neutrofilos, activacion de macréfagos,

intervencion de células asesinas naturales (NK) y anticuerpos naturales que
48



formaran una primera barrera defensiva de inmunidad inespecifica (Rincon et al.,
2016) y por lo tanto, tener el virus con un diagndstico de citologia negativa, indicaria
gue la mujer ha desarrollado inmunidad contra el virus para eliminarlo (De La Fuente
y Mira, 2008).

Por el contrario, cuando se analizé la frecuencia de los biomarcadores con respecto
a la presencia de lesiones pre neoplasicas, se observé un aumento significativo en
las frecuencias de los biomarcadores de genotoxicidad MN y BN en las mujeres con
citologia anormal — VPH positivo en referencia a las mujeres con citologia normal -
VPH negativo, (Tabla 6), BR fue estadisticamente significativo entre las mujeres
con citologia negativa- VPH positivo y mujeres con anormalidades — VPH positivo,
lo que indica que el biomarcador es sensible a la presencia de las lesiones
intraepiteliales (Giannoudis et al., 2000). Estos datos concuerdan con estudios
previos donde las frecuencias de MN fueron significativamente mayores en los
grupos con cambios celulares en comparacion con el grupo de control (Leal et al.,
2002; Gandhi et al., 2003; Cortés et al., 2010; Gayathri et al., 2012), ademas, se
demostré que la frecuencia de MN aumenta en paralelo con la gravedad de los
cambios fenotipicos en la transicién de lesiones de bajo grado a lesiones de alto
grado (Guzman et al., 2003; Gayathri et al., 2012).

La evolucién de LSIL a HSIL aumenta la inestabilidad genética, dando como
resultado pérdidas o ganancias de los cromosomas o fragmentos de cromosomas
en particular en los cromosomas 1, 3, 5, 11 y 17, asociados con el desarrollo del
cancer de cuello uterino (Paz et al., 1992; Bueno et al., 2014), este patron de
anomalias varia mucho y va desde reordenamientos balanceados simples a
anormalidades complejas, que afectan tanto a la estructura como el numero

cromosomico (Duensing et al., 2000; Guzman et al., 2003).

En este estudio se encontraron mayores frecuencias de MN en mujeres portadoras
de genotipos de alto riesgo 16 y 18, estos datos concuerdan con estudios de MN
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realizados en mujeres infectadas por VPH, donde se encontré que las mujeres con
genotipos de alto riesgo presentan mayor frecuencia de células con MN en
comparacion con las mujeres infectadas con genotipos de VPH de bajo riesgo, esto
se relaciona con una tasa de dafio cromosdémica menor, ademas concluyen que la
infeccion por VPH y la posterior sobreexpresion de VPH E6 y E7 podrian inducir la
rotura del ADN generando inestabilidad genética (Cortés et al., 2010; Adam et al.,
2015).

A diferencia de los genotipos de VPH de bajo riesgo, la inestabilidad gendmica
aumentada de los genotipos de alto riesgo, ha sido explicada por la capacidad
diferencial de E7 para asociarse con la proteina Retinoblastoma (pRb) y
especificamente degradar p105, p107 y p130 en la capa basal, involucrados en la
entrada del ciclo celular en las capas epiteliales superiores. Ademas, a pesar de
que las proteinas E6 de los VPH de alto riesgo y bajo riesgo inactivan la funcién
p53, solo los tipos de alto riesgo estimulan su ubiquitinacion y la degradacion

dependiente del proteosoma (Doorbar, 2005).

Diferentes estudios indican que la expresibn de VPH de alto riesgo es
significativamente mayor en las lesiones precancerosas y CaCU en comparacion
con los VPH no neoplasicos (Cortés et al., 2010; Cassel et al., 2014; Shi et al., 2015).
Los genotipos 16 y 18 y otros genotipos de alto riesgo se han asociado lesiones pre
neoplasicas con altas probabilidades de progreso a céancer (Herrington, 1994;
Munger et al., 2004; Doorbar, 2005). En el presente estudio se pudo observar que
el genotipo VPH 18 registr6 mayores medias en las frecuencias entre los
biomarcadores genotoxicos MN, BR y BN, en la progresion de lesiones ASC-
US/LSIL y HSIL. (Figura 5). En un estudio de MN realizado en mujeres con lesiones
HSIL y LSIL, la mayoria de los pacientes con HSIL tenia una carga viral mas alta en
genotipos 16, 18, 31, 33, 39 y 45, en consecuencia, una mayor inestabilidad del

genoma, evidenciada por un aumento en la frecuencia de MN (Adam et al., 2015).
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En el presente estudio el biomarcador genotoxico mas frecuente fue BR en todos
los grupos de comparacion. Un estudio realizado en linfocitos de sangre periférica
y células bucales de pacientes que presentaban lesiones cervicales, mostré que
ademas de MN otros biomarcadores de dafios genéticos tales como puentes
nucleoplasmicos y BR fueron significativamente altos en referencia a los controles
(Gashi et al., 2018). A pesar de que ese estudio se realizo en otro tipo de tejido, los
resultados concuerdan con los resultados de éste estudio al realizar la comparacion
entre las mujeres con citologia negativa — VPH positivo en referencia al grupo de
mujeres con citologia anormal — VPH positivo, lo que sugiere que este biomarcador
evidencia defectos en la eficiencia de reparacion de lesiones al ADN asi como una
separacion defectuosa de las cromatidas hermanas en la anafase y amplificacion
de ADN (Fenech, 2002; Bolognesi y Fenech, 2013).

En un estudio de frecuencias de MN y BN realizado en diferentes grados de lesiones
cervicales se encontré un aumento significativo en pacientes con HSIL y carcinoma,
en comparacion con LSIL y casos no neoplasicos (Ambroise et al., 2013). En el
presente estudio el biomarcador BN y MN también fue significativamente mayor en
las mujeres con citologia anormal — VPH positivo en referencia al grupo de mujeres
con citologia negativa — VPH positivo (Tabla 6). Se ha identificado que una mala
segregacion de los cromosomas es mas frecuente en las células binucleadas que
no logran completar la citocinesis (Thomas et al., 2009), lo que sugiere que las
células binucleadas pueden promover la inestabilidad gendmica que resultaria en el
desarrollo de cancer cervical (Bhat et al., 2016).

Uno de los procesos mas importantes para mantener la homeostasis en los

organismos es la apoptosis (Suarez et al., 2015). Los resultados del presente

estudio con los biomarcadores de muerte celular indican que CR presenta un

aumento en la frecuencia de células apoptéticas en las mujeres VPH positivas

comparado con las mujeres VPH negativas con citologia negativa (Tabla 5). Esto

podria deberse a que la apoptosis constituye un mecanismo de defensa para
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eliminar células potencialmente peligrosas como aquellas que han sido infectadas
por virus o células que portan alteraciones genéticas, incluyendo las células
tumorales (Meier et al., 2000). Sin embargo, el presente estudio no tuvo en cuenta
la fase del ciclo menstrual en el que se encontraban las mujeres, por tanto hubo
muestras de las diferentes fases (menstrual, pos menstrual, ovulatoria, luteinica o
secretora). Se observo que entre los biomarcadores genotoxicos PIC, tuvo mayor
frecuencia y alta variabilidad de los datos obtenidos, estas altas variabilidades
pueden estar relacionadas con la fase del ciclo menstrual, donde el epitelio del
cuello uterino va modificando su funcion y morfologia de acuerdo al estimulo de las
hormonas esteroideas (estrégenos y progesterona) que permiten establecer la
maduracién celular (Botero et al., 2004). Los estrégenos determinan el crecimiento
(proliferacion celular), aumento del nimero de capas celulares y aumento de grosor
epitelial. La progesterona produce disminucion del contenido intracelular del
glucégeno y aumenta la descamacion celular de la capa intermedia y superficial
(Pelea y Gonzalez, 2003) PIC son predominantes en fase pos menstrual y fase
ovulatoria donde se observan con amplios citoplasmas y en ocasiones con granulos
de queratohialina alrededor del nucleo, en éste periodo el indice picnético (IP) puede
alcanzar valores de 75 a 80% sobre el total de las células registradas en el frotis
(Murcia y Esparza, 2011).

Con relacion a la frecuencia de la apoptosis en mujeres sanas y con lesiones pre
neoplasicas los resultados obtenidos con el citomico de MN de previos estudios
presentaron resultados opuestos. Uno de ellos report6é frecuencias de apoptosis
significativamente mas bajas en las mujeres con HSIL que en las mujeres que
muestran los procesos inflamatorios o LSIL (Aires et al., 2011), sin embargo, otros
estudios establecieron una correlacion positiva entre el aumento de la apoptosis con
el progreso de lesiones premalignas y malignas de cuello uterino (Bhat et al. 2016;
Makkar, 2018). En general, los datos sobre la frecuencia de células en apoptosis
son muy interesantes como se esperaba, hubo frecuencias mas bajas de apoptosis
en mujeres con citologia anormal — VPH positivo (Grupo IlIl) en comparacion con las
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mujeres con citologia negativa — VPH negativo (Grupo ). Los resultados de éste
estudio se asemejan a los resultados obtenidos por Aires et al., 2011 y otros
estudios realizados con otro método de identificacion de muerte celular TUNEL,
(Shoji, et al., 1996; Rogovskaya et al., 2001), los cuales concluyen que se presenta
una disminucion de la frecuencia de apoptosis cuando hay presencia de lesiones
intraepiteliales, resultados que biolégicamente son coherentes con la biologia de la
infeccion y proceso carcinogénico, debido a que estudios mecanisticos han
establecido que la infeccion persistente por VPH inhibe la respuesta apoptotica. Se
ha identificado que dicho proceso se da por accion de la oncoproteina E5 del VPH,
la cual impide la apoptosis inducida por peréxido de hidrégeno, lo cual forma parte
de una de las estrategias que utilizan las células del sistema inmune para la
defensa, también se ha descrito que E5 puede modular la via de sefalizacion del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el cual regula la transcripcion
génica y modula procesos importantes, como la proliferacion celular, la
angiogénesis, la invasiéon tumoral y la metastasis, lo anterior trae como
consecuencia la inhibicion de la via intrinseca de la apoptosis (Scott et al., 2018).
También se ha encontrado que tumores del cuello uterino con infeccion de VPH
presentan niveles disminuidos de expresion del receptor CD95 (su estimulacién
induce la apoptosis de la muerte celular programada), lo que conlleva a una
apoptosis deficiente (Moody y Laimins, 2010; Scott et al., 2018). Lo que indicaria
gue a medida que se desarrolla la transformacién maligna, el virus controla el ciclo
celular de tal manera que inhibe la respuesta apoptotica (Rogovskaya et al., 2001;
Bocardo et al., 2010).

La amplia variacién en las frecuencias de MN entre diferentes individuos en el

mismo grupo de estudio puede ser atribuido a exposicion ambiental, agentes

genotoxicos, factores de estilo de vida, la deficiencia de micronutrientes, el

componente genético, origen étnico entre otros factores (Samanta et al., 2011). En

éste estudio se realizd un andlisis de variables sociodemogréficas, condiciones

clinicas, estilos de vida, asociadas con la frecuencia de los biomarcadores
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genotdxicos y citotoxicos (datos no mostrados), obteniendo como resultado que el
anico relacionado fue la variable edad (Tabla 7). Se ha identificado que los tejidos
envejecidos acumulan reordenamientos gendmicos y defectos en la reparacion de
DSB (Rupturas Dobles de Cadena), implicados en el proceso de envejecimiento
(Garinis et al., 2002; Gorbunova et al., 2007). La reparacion por extremos no
homélogos (NHEJ por sus siglas en inglés) es la via principal para reparar DBS en
los mamiferos (Bassing y Alt, 2004). Un estudio realizado en diferentes tejidos de
ratdn se pudo comprobar que NHEJ se vuelve menos eficiente y mas propenso a
errores con el aumento de la edad, los ratones con mutaciones en los genes NHEJ
exhiben un envejecimiento prematuro inclusive con una disminucion de la eficiencia
entre 1.8 a 3.8 veces (Vaidya, Mao et al. 2014). Una reparacion ineficiente por NHEJ
puede dejar los extremos de ADN rotos expuestos facilitando formacion de uniones
inapropiadas y reordenamientos genomicos estos resultados proporcionan un
mecanismo para la inestabilidad genomica que puede estar reflejada en la

formacion e incremento de MN (Terasawa et al., 2014).

Se ha encontrado que la inflamacion crénica causada por la presencia de agentes
infecciosos tales como Céandida spp, Gardnerella vaginalis, en el tejido del cuello
uterino y la serologia VIH positiva se relacionaron con un aumento en la frecuencia
del biomarcador MN (p<0,05), en referencia a las mujeres que no presentaban
ninguna infeccion (Murta et al., 2000). A pesar de que en el grupo de estudio hubo
un namero importante de mujeres con coinfecciones (Tabla 2), esta variable no se

relacion6 con un incremento en la frecuencia de biomarcadores.

Estudios indican que el tabaquismo (pasivo y activo) y el consumo de alcohol
incrementan significativamente la frecuencia de MN, en relacion con los grupos que
no presentan estos factores (Bueno et al., 2014). En este estudio estas variables no
se relacionaron con el aumento en la frecuencia de biomarcadores posiblemente a

gue en este estudio se incluyd un minimo nimero de mujeres expuestas a factores
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de riesgo relacionados con carcinégenos ambientales, 1% estuvieron expuestas a

humo de cigarrillo y 1,6% estuvieron expuestas a humo de lefia.

En éste estudio no se encontraron diferencias en la poblacion en cuanto a la ingesta
de nutrientes segun el tipo de dieta (Tabla 4), y por esto se podria sugerir que éste
factor no afecto la variabilidad en la frecuencia de los biomarcadores analizados, sin
embargo, un estudio establecié que la deficiencia de vitamina B12 y la vitamina
acido félico es un factor de riesgo para el aumento de la frecuencia de MN y el riesgo
de cancer (larmarcovai et al., 2008), y por tanto se deberian hacer estudios de
caracterizacion de nutrientes asi como de actividad fisica, pues también se ha
establecido una relacién epidemioldgica entre obesidad y riesgo a cancer, lo que
requiere un estudio de los mecanismos implicados y su interaccion con la infeccién
por VPH (Bolet, 2010).

Una debilidad observada en algunos estudios con el biomarcador de MN fue que la
lectura de los biomarcadores no se realiz6 de manera rigurosa con los criterios
establecidos por Tolbert et al. 1991 y Fenech, 2002, para la identificacién de los
biomarcadores citotoxicos y genotoxicos, conclusién que se expone debido a los
registros fotogréaficos presentados, pues en ellos se observan células sobrepuestas,
las cuales no deberian ser incluidas en el registro ya que podrian generan falsos
positivos de biomarcadores, y establecer un incremento en la frecuencia de
biomarcadores que no corresponden a los verdaderos (Shi et al., 2015; Bhat et al.,
2016). Una de las fortalezas de este estudio fue el uso de la citologia en base
liquida, como sugerencia de estudios previos para mejorar sensibilidad y veracidad
en el registro de los biomarcadores (Samanta et al., 2011; Gayathri et al., 2012). En
la observacién microscopica se encontré pocas dificultades para realizar un registro
acertado, se encontraron pocas muestras con granulos queratohialinos, restos
nucleares, colonias bacterianas, o depésitos de manchas, que podrian generar
errores en los resultados, con lo anterior se puede sugerir que la citologia en base
liquida es la mejor opcion para este tipo de estudios (Adam et al., 2015; Shi et al.,
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2015). De igual manera Samanta et al., 2011, sugirié un uso de tincidén especifica
para ADN y de esta manera mejorar la veracidad de estos estudios. El presente
estudio fue realizado con Feulgen Fast Green un colorante especifico para ADN, el
mas apropiado para evitar sobreestimaciones de las frecuencias de los

biomarcadores y por lo tanto aumentar la probabilidad de falsos positivos.

El presente estudio atendi6 las recomendaciones sugeridas por otros autores para
evaluar aun mas la utilidad del biomarcador de MN en el manejo clinico de las
mujeres con infeccién por VPH, los datos aportan de manera significativa para
establecer una implementacion de esta técnica como opcién complementaria a los
examenes existentes y por lo tanto, a pesar de su sencillez metodologica, esta
prueba puede contribuir a la vigilancia de los riesgos para la salud humana (Cortés
et al., 2010; Adam et al., 2015).
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10. CONCLUSIONES

o En la poblacién estudiada, no se encontraron diferencias significativas en los
biomarcadores genotéxicos (MN, BR, BN) entre las mujeres con citologia negativa
con diagnostico VPH negativo y positivo; sin embargo hubo aumento de MN y BN

en las mujeres VPH positivas.

o PIC fue el biomarcador mas frecuente y con mayor variabilidad en el registro
de lectura, ademas fue estadisticamente significativo entre las mujeres con citologia
negativa con VPH positivo y negativo, sin embargo esto podria obedecer a patrones
biolégicos hormonales, donde en la fase ovulatoria y pos menstrual hay claro

predominio de este tipo de células.

o Se establecio que entre las pacientes con infeccidén por VPH y con algun grado
de lesion intraepitelial del cuello uterino tienen un incremento significativo en los
biomarcadores genotéxicos (MN y BN) y una disminucion significativa en los
biomarcadores citotdxicos en el tejido blanco, comparado con las mujeres con

citologia negativa y VPH negativo.

o En la poblacién de estudio, el genotipo de alto riesgo VPH 18 presentd
mayores registros de medias de biomarcadores estadisticamente significativos, sin
embargo se deben realizar andlisis para correlacionar si efectivamente este

genotipo incrementa la frecuencia de los biomarcadores.

o En este estudio la edad fue la Unica relacionada con un incremento en la
frecuencia de MN y esto puede ser debido a que la capacidad de reparar los dafos

en el ADN disminuye con el aumento de la edad.

o El uso de citologia en base liquida permitié la realizacion de un mejor un

procesamiento de las células exfoliadas del cuello uterino, permitiendo la
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eliminacion de elementos que como células inflamatorias y flujo vaginal, ademas de

mejor dispersion celular en las placas.

11. RECOMENDACIONES

o Se necesitan investigaciones con un aumento en la muestra poblacional en
mujeres con citologia negativa y diagnostico negativo y positivo de VPH, para
evaluar la sensibilidad del biomarcador de MN.

o Variables como la edad y la etnia pueden estar relacionados con un
incremento en la frecuencia de biomarcadores, por ello se sugiere parear estos

posibles factores de confusion.

o Se deben hacer estudios prospectivos con el ensayo citobmico de MN
completo, que incluyan una muestra poblacional representativa de cada uno de los
estadios de lesiones cervicales, y determinar si esta prueba podria establecer riesgo

a desarrollar cancer.

o Teniendo en cuenta que los biomarcadores citotoxicos no necesariamente
reflejan muerte celular, se deben realizar otras técnicas de identificacion de muerte
celular como pruebas histologicas y de microscopia electrénica, junto con los
biomarcadores citotéxicos en los mismos individuos y contrastar los resultados para

establecer la veracidad de la prueba.

o La alta variabilidad de los datos obtenidos en este estudio en los
biomarcadores citotoxicos, pudieron deberse a la accién hormonal fisiol6gica
(estrégenos y progesterona) durante el ciclo menstrual, por lo tanto este es un

posible factor de confusion que debe ser tenido en cuenta en futuros estudios.
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o Hasta el momento no se ha podido establecer que mujeres con VPH
progresaran de ASC-US y LSIL a HSIL, por ello es necesario la realizacion de
estudios prospectivos con los biomarcadores en estas etapas tempranas de
transformacion, y establecer si el dafio citogenético en estas etapas puede ser un

indicador para una posterior transformacion.

o Se recomienda también evaluar la susceptibilidad genética de las mujeres
con lesiones pre neoplasicas con respecto a los genes de reparacion, control del
ciclo celular, genes relacionados con el metabolismo y cambios epigenéticos que

estén relacionados con la infeccion por VPH y CaCuU.
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