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. RESUMEN (Espafiol)

El cancer cervicouterino (CaCu) ocupa el 2° lugar de muertes en el mundo
por cancer en mujeres, reportando 569,847 casos nuevos en 2018. En México, el
CaCu ocupa el 2° lugar en frecuencia, con una tasa de mortalidad de 11.3 por
100,000 mujeres. En Sinaloa se ha reportado una alta tasa de mortalidad de 9.5 por
100,000 mujeres mayores de 25 afios. La principal causa para el desarrollo de
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) y CaCu es la presencia de VPH de alto riesgo,
los genotipos mas comunes son el 16 y el 18. Numerosos estudios han encontrado
una correlacion significativa entre los patrones de expresion de miRNA y cancer
cervical. Con el objetivo de determinar la relacion entre expresiéon de miRNAs y VPH
de alto riesgo, se midieron parametros epidemiologicos y niveles de expresion de
mMiRNAs en tejido cervical de pacientes con NIC VPH+ de alto riesgo y sin NIC VPH
-. Los genotipos de alto riesgo 16, 18, 35 y 45 estuvieron presentes en el 56.5% de
la poblacion de estudio. Los mas prevalentes fueron VPH16 y VPH45 (18.8%).
Mujeres entre 20 y 24 afios presentaron 5.3 veces de riesgo de ser VPH+ (IC 95%
=1.22-23.27). Asimismo, se encontré una diferencia significativa en los niveles de
expresion de miR-148b-3p y miR-145-5p entre pacientes VPH+y VPH -, y en niveles
de expresion de miR-195-5p en pacientes VPH45+ y VPH45 las pacientes con
(NICII/IN) presentaron mayores niveles de expresion de miR-195-5p. Se encontro
una correlacion entre los niveles de expresion de miR-145-5p y miR-148b-3p.

Palabras clave: Cancer cervicouterino, neoplasia intraepitelial cervical, VPH,

miRNAS
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IIl. ABSTRACT

Cervical cancer is the second most common cancer among woman worldwide
and the leading cause of mortality in developing countries. 569,847 new cases were
reported in 2018. High mortality rates due to CC have been reported in Sinaloa,
Mexico, where the mortality rate was 9.5 deaths per-100,000 >25 years old women.
The major cause of intraepithelial neoplasia and cervical cancer is the presence of
high-risk human papillomavirus (HR-HPV) types, predominantly the HPV16 and/or
HPV18 genotypes. The presence of HPV16 DNA has been reported in
approximately 63-90 per-cent of CC cases, being the most common worldwide.
Small, noncoding human RNAs termed microRNAS, regulate gene expression and
have been implicated in cervical cancer. Our study want to determine the expression
of miIRNAs in patients with cervical intraepithelial neoplasia HR-HPV+ and his
association with the grade of CIN and cervical cancer risk factors. The genotypes of
high risk 16,18,35,45 were presents in 56.5% of patients of the study. The most
prevalent was HPV16 and HPV45. Women between 20 and 24 years present 5.3
the risk of HPV infection: OR 5.3 (CI95%:1.22-23.27). Furtheremore, we found
significant differences in expression levels of miR-148b-3p and miR-145-5p between
HPV-positive and HPV-negative patients and a significant difference in the
expression levels of miR-195-5p between HPV-45 positive and HPV-45 negative
patients. Interestingly, we identified that miR-195-5p expression was higher in CIN

[I/111.

Keywords: Cervical cancer, cervical intraepithelial neoplasia, HR-HPV, miRNAs.
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lIl. INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial, es
resultado de la interaccion de factores genéticos y externos (fisicos, quimicos y
biologicos) (OMS, 2024). Esta enfermedad se desarrolla con la acumulacion de
mutaciones en multiples genes, las cuales son el resultado de la interaccion entre
factores genéticos y factores externos, como la edad, sexo, raza, dieta, estilo de
vida, estatus socioeconomico y el medio en general, asi como la infeccion por
microorganismos (Helicobacter pylori, virus Epstein Barr, virus de papiloma humano
(VPH) y hepatitis B y algunos parasitos) (Ding et al., 2007; Oliveira et al., 2007).
Todos estos son factores que actian sobre el genoma de las células como
indicadores o promotores tumorales en la transformacion celular (Ding et al., 2007;
Oliveira et al., 2007). El virus de Papiloma Humano de alto riesgo (HR-HPV) esta
asociado predominantemente a cancer cervicouterino (CaCu) (Santos et al.,2018),
el cual esta precedido por severas lesiones consecutivas conocidas como neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) promovido por una infeccion persistente de VPH (Pisarka
et al., 2020). El mayor evento asociado con la progresion de alto grado y cambios
tumorogénicos es la integracion del DNA viral en el material genético del hospedero.
Esto lleva a la expresién de oncoproteinas virales E6, E7 y E5, lo cual afecta la
inestabilidad genética y progresion incontrolada del ciclo celular (Pisarka et al.,
2020). Los tipos mas prevalentes de HR-HPV son 16, 18,31,33,35,45,52 y 58
asociados con lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LIEBG) y lesion
intraepitelial escamosa de alto grado (LIEAG) y CaCu (Rochi et al.,, 2021;

Sathapathy et al., 2017). Por otro lado, numerosos miRNAs tienen un papel en
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estadios iniciales de progresion de cancer y lesiones precursoras ya sea apoyando
o contrarrestando el desarrollo maligno (Rochi et al., 2021; Sathapathy et al., 2017).
Los miRNA son moléculas de RNA pequefios de cadena simple no codificados de
21-23 nucledtidos que pueden ser encontrados en fluidos corporales y tejidos,
regulan la expresidbn génica post-transcripcionalmente (Rochi et al., 2021;
Sathapathy et al.,, 2017). Los miRNAS, miR-148b-3p, miR-145-5p, miR-195-5p
fueron identificados en ejercer un papel tumor supresor en CaCu mediante inhibicion
de proliferacién e invasién a través de regulacion de genes involucrados en el ciclo
celular (Li et al., 2019; Zhong et al., 2018; Mou et al.,, 2016). Ademas, las
oncoproteinas de VPH pueden desregular la expresion de miRNAs del hospedero
al controlar varios aspectos del ciclo viral (Santos et al., 2018); este cambio puede
ser utilizado como biomarcador en diagndstico temprano y pronéstico de diferentes
grados de NIC y CaCu mediante la identificacion de miRNAs activados o reprimidos
por HR-HPV (Gunasekharan and Laimins, 2013). El presente proyecto identificé la
asociacion entre la expresion de miR-148b-3p, miR-145-5p, miR-195-5p y la
presencia de genotipos de VPH oncogénicos, con la finalidad de generar
conocimiento que nos permita comprender los mecanismos involucrados en el

desarrollo de CaCu y lesiones precancerosas.
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IV. ANTECEDENTES

4.1Epidemiologia del cancer cervicouterino (CaCu)

El cancer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial, es
resultado de la interaccion de factores genéticos y externos (fisicos, quimicos y
bioldgicos) que produce la degeneracion de las células, con lo que se originan
lesiones precancerosas y finalmente tumores malignos, dichos tumores suelen estar
localizados, pero eventualmente pueden diseminarse a otros 6rganos (OMS, 2020).
La presencia de tumores malignos en el cuello del Gtero es el tercer tipo de cancer
con mayor prevalencia en México. En mujeres de 20 a 29 afos y 30-59 afios, una
de las principales causas de defuncion es cancer de cuello uterino (INEGI, 2021).
El cancer de cuello uterino es el cuarto cancer mas comun entre las mujeres a nivel
mundial, con alrededor de 660 000 casos nuevos Yy alrededor de 350 000 muertes
en 2022 (OMS, 2024). La mayoria de los casos ocurren en paises en vias de
desarrollo (Woodman et al., 2007; OMS,2024). La infeccién por el virus del papiloma
humano (VPH) ha sido reconocida como un factor etiolégico para el desarrollo de
CaCu. Se han descrito mas de 120 tipos de VPH y aproximadamente una tercera
parte de ellos son capaces de infectar el tracto genital (Moody et al., 2010).

El'VPH es la causa de cerca del 90 % de los canceres de ano y cuello uterino,
de cerca del 70 % de los canceres de vagina y vulva y 60 % de los canceres de
pene (CDC,2023). Los canceres en la parte posterior de la garganta (orofaringe)
tradicionalmente han sido causados por el tabaco y el alcohol, pero en estudios

recientes se muestra que cerca del 60 % al 70 % de los canceres orofaringeos
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pueden estar vinculados al VPH. Muchos de estos pueden ser causados por una

combinacion de tabaco, alcohol y VPH (CDC,2023).

4.2 Papillomavirus (PVs)

Los PVs son virus de DNA de doble cadena no envueltos, que infectan
hospederos mamiferos y aviares (Doorbar et al., 2012; Harden et al., 2017). Los
PVs contienen un genoma de DNA de doble cadena circular de aproximadamente
8000 pares de base (pb) (Doorbar et al., 2012; Harden et al., 2017). En la célula
infectada, el genoma viral ingresa al nucleo donde permanece en un estado
extracromosomal a través del ciclo de vida viral (Doorbar et al., 2012; Harden et al.,
2017). La integracion del DNA viral en el cromosoma de la célula infectada no es
comun en el ciclo de vida viral, pero puede ocurrir en algunos canceres asociados
a los PVs (Doorbar et al., 2012; Harden et al., 2017).

Los PVs constituyen una gran familia de virus de DNA oncogénicos pequefios
gue infectan el epitelio mucoso o cutaneo (Doorbar et al., 2012; Harden et al., 2017).
Los PVs se han encontrado en la mayoria de las especies de vertebrados
incluyendo a humanos, otros mamiferos, aves y reptiles (Rector et al., 2013). Los
PVs contienen un genoma de DNA circular pequefio de doble cadena de 7000 a
8000 pb (Tommasino et al., 2014).

4.3 Virus de Papiloma Humano (VPH)

Existen mas de 100 genotipos de VPH que pueden infectar epitelio mucoso
o cutaneo (Pereira et al., 2009; Garland et al., 2010). Los PVs comparten en comun
la propiedad de inducir lesiones benignas proliferativas en los tejidos epiteliales que

infectan, por ejemplo, VPH 6 y 11 (Pereira et al., 2009; Garland et al., 2010). En
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estas lesiones, los virus se replican de tal manera que estan unidos al programa de
diferenciacion del epitelio de la célula hospedera (Pereira et al., 2009; Garland et
al., 2010). Los genotipos de VPH se subcategorizan en genotipos de bajo y alto
riesgo, reflejando estos ultimos una asociacion franca con cancer (Pereira et al.,
2009; Garland et al., 2010). ElI VPH de alto riesgo es mejor conocido como agente
etiolégico de CaCu, otros canceres anogenitales, asi como también de un
subconjunto de cancer de cabezay cuello (Pereira et al., 2009; Garland et al., 2010).
El VPH de alto riesgo mas frecuente es el VPH 16 (Pereira et al., 2009; Garland et
al., 2010). Dentro de los VPH de alto riesgo, VPH 16 se encuentra en
aproximadamente el 60% de todos los CaCu, el VPH18 esté involucrado en un 10-
20%, mientras que los VPHSs tipo 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 y 73 juntos
constituyen el 20-30% restante de los CaCu (Pereira et al., 2009; Garland et al.,
2010). El VPH ha sido implicado en el 85% del cancer del canal anal, 50% del cancer
de vulva, vagina y pene, 20% del cancer orofaringeo y 10% del cancer laringeo y
esofagico (Pereira et al., 2009; Garland et al., 2010). A pesar de que la tasa de
progresién carcinogénica es relativamente baja, las infecciones con VPH de alto
riesgo se encuentran en la mayoria de los CaCu humanos (ZurHausen, 2002).
4.3.1 Clasificacion taxondmica de VPH

Los PVs son clasificados en distintos géneros, especies, tipos o subtipos
(paVE; Van Doorslaer et al., 2017). Donde las secuencias de DNA de su gen L1
comparten menos del 60%, 70%, 90% o0 98% de identidad, respectivamente (paVE;
Van Doorslaer et al., 2017). 353 tipos de PVs se han clasificado en 49 géneros

distintos (paVE; Van Doorslaer et al., 2017). Estos incluyen mas de 200 tipos de
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VPH que pertenecen a 5 géneros distintos (alfa, beta, gamma, mu y nu) (Egawa et
al., 2017). La mayoria de los VPH alfa presentan un tropismo hacia mucosa,
mientras que beta, mu y nu infectan piel (Egawa et al., 2017). Sin embargo, las
especies del VPH alfa-2, alfa-4 y alfa-8 son encontradas en verrugas de piel (Egawa
et al., 2017). Por otra parte, la especie de VPH beta-3 es mas comunmente
encontrada en cavidad nasal que en piel y por lo tanto desempefian un tropismo por
mucosa. El VPH gamma al parecer presenta tropismo por mucosa y piel (Egawa et
al., 2017).

Todos los PVs inducen proliferacion en células afectadas (Doorbar et al.,
2012; Harden et al., 2017; Mittal et al., 2017). Esta proliferacion moviliza la
replicacion del DNA y la maquinaria productora de proteinas, la cual es secuestrada
por el virus para su propio beneficio (Doorbar et al., 2012; Harden et al., 2017; Mittal
etal., 2017). En general, la proliferacién dura poco tiempo permitiendo la produccién
de viriones listos para infectar a otro individuo (Doorbar et al., 2012; Harden et al.,
2017; Tommasino et al., 2014). Esto activa la respuesta inmunolégica del hospedero
llevando la mayoria de las veces a un despeje del virus (Doorbar et al., 2012; Harden
et al.,, 2017; Tommasino et al., 2014). La mayoria de los tipos de PVs son
designados de bajo riesgo generando efectos patogénicos benignos, como verrugas
de piel, lesiones en la mucosa o en el peor de los casos condilomas en mucosa que
requieren cirugia (Doorbar et al., 2012; Harden et al., 2017; Tommasino et al., 2014).
Sin embargo, un subconjunto de VPH denominados genes virales de alto riesgo no
son totalmente erradicados del hospedero (McBride et al., 2017). Parte del genoma
viral permanece al menos en una ceélula, en su forma episomal o insertado en el

genoma de la célula (McBride et al., 2017). Estos oncogenes virales remanentes
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tienen la capacidad de promover por un largo periodo que puede durar hasta 3
décadas, cambios futuros en la célula pueden llevar eventualmente al céancer
(Doorbar et al., 2012; Harden et al., 2017; Tommasino et al., 2014; Mittal et al.,
2017).

Los PVs mas oncogénicos o de alto riesgo estan asociados a CaCu (Li et al.,
2011; Smith et al., 2007), estan agrupados en una clase de alfa-papillomavirus (alfa-
5, alfa-6, alfa-7 y alfa-9) (Burk et al., 2009) y son causantes del 90% de CaCu en
todo el mundo (Li et al., 2011).
4.3.2 Genoma del VPH

El genoma viral esta organizado en 3 regiones: la region de control largo
(LCR), que contiene varios elementos cis involucrados en la regulacion de
transcripcion y replicacion de DNA; asi como también regiones tempranas (E) y
tardias (L) que codifican subconjuntos de genes denotados por la aparicion de su

expresion en el contexto del ciclo de vida viral (Figura 1) (Lambert y Collins, 2008).
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Figura 1. Genoma de VPH. La transcripcibn del genoma viral ocurre
unidireccionalmente y es dirigido por multiples promotores que estan localizados en
el LCR y en la parte final 5° de la region E. Diversas sefales de “splicing” y
poliadenilacién dependiendo del estado del ciclo de vida viral, llevando a una
variedad de transcritos con una capacidad codificante diferencial. Un subconjunto
de genes tempranos (E5, E6 y E7) posee propiedades transformantes en cultivo de
tejido y propiedades antitumorigénicas en modelos animales experimentales. Los
genes estructurales tardios codifican para la proteina de capside mayor L1 y la

proteina de capside menor L2 (Lambert y Collins, 2008).
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El genoma viral generalmente contiene una region reguladora denominada
region de control largo (LCR), la cual contiene sitios de union de factores de
transcripcion y el origen de replicacion y 2 grupos de ORFs, los cuales son
designados tempranos (E) o tardios (L) (Bergvall et al.,2013; McBride et al., 2013).
Los genes principales incluyen proteinas E1y E2 necesarias para la replicacion viral
(Bergvall et al.,2013; McBride et al., 2013) y proteinas virales tardias L1 y L2 (Buck
et al.,2013; Wang et al. 2013). Los genes virales restantes E6, E7, E5 pueden ser
considerados genes accesorios que han evolucionado para facilitar la replicacion en
el epitelio estratificado (Vande et al., 2013; Roman et al., 2013; Dimaio et al., 2013).
E4 participa de forma clave en el escape del virus de las capas epiteliales
cornificadas (Bergvall et al., 2013). L1 codifica estructuras primarias de la proteina
de la cépside viral y la proteina menor de la capside viral L2 se une al DNA circular
viral para facilitar una 6ptima encapsulacion (Bergvall et al., 2013).

E1l codifica una DNA helicasa especifica del virus (Bergvall et al., 2013),
mientras que E2 en transcripcion viral y replicacion del genoma. E6, E7 y E5
codifican proteinas que modifican el ambiente celular y realiza funciones durante el
ciclo celular para soportar la produccion de progenie de viriones y afectar la
virulencia (McBride et al., 2013).

En el cuadro 1 se muestra algunas de las funciones de las proteinas del VPH
(Egawa et al., 2015). El ciclo viral esta relacionado con el proceso de diferenciacion
del epitelio escamoso estratificado, en las etapas tempranas de la infeccion, la
actividad de oncogenes E6 y E7 esta regulada por la proteina E2 y el virus
permanece episomal (Pett et al., 2007). Sin embargo, la integracién del genoma

viral en el genoma celular esta caracterizado por eventos de VPH asociados a
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neoplasia que esta vinculado con carcinogénesis (Pett et al., 2007). La integracién
viral ocurre en mas del 90% de los casos de CCI (cancer cervical invasivo).
Usualmente la disrupcion del genoma viral ocurre en la region E2 incrementando la
expresion y estabilidad de los oncogenes E6 y E7 (Pett et al., 2007). Adicionalmente,
la integracién afecta la expresion de genes celulares e induce inestabilidad
gendmica (Pett et al., 2007). Generalmente la integracion toma lugar en regiones
intragénicamente transcripcionalmente activas. 8q24, 13922, 1p36 y 3028 son
puntos de acceso para integracion de VPH16 y VPH18 (Zhang et al., 2016).
Ademas, hay sitios preferencialmente afectados por VPH18 como 8g24 y 1p36 por
VPH16 (Zhang et al., 2016). Un mecanismo descrito recientemente derivo en la
integracion viral es la generacion de transcritos quiméricos, que son altamente

expresados y promueven la transformacién (Liu et al., 2022).
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Cuadro 1. Funcion de proteinas virales. Tomado de Egawa et al. 2015.

El

Replicacion del genoma viral

E2

Transcripcion viral y replicacion del genoma

E4

Implicada con el gen E2 y se expresa abundantemente
como E1-E4. Proteina de fusion durante las ultimas
etapas del ciclo de vida viral. Se une a los filamentos
de citoqueratina y disrupte su estructura. E4 contribuye
a la liberacion y transmision del virus.

ES

Proteina transmembranal pequeha en a-VPH es
interactiva con el receptor E6F y activa los patrones de
sefializacion mitogénica. Evasion de la respuesta
inmunologica y apoptosis.

E6

Permite la entrada al ciclo celular de la célula
hospedera para la amplificacion de su genoma en las
capas epiteliales superiores. E6 de a-VPH de HR-HPV
se une y degrada a p53.

E7

Permite la entrada al ciclo celular de la célula
hospedera para la amplificacion de su genoma en las
capas epiteliales superiores. E7 de a-VPH de HR-HPV
se une a pRB e induce inestabilidad cromosémica.

L1

Codifica proteina estructural primaria de la capside
viral.

L2

Une DNA viral. Facilita encapsulacion del genoma.
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Proteinas celulares son afectadas por la interaccion directa o indirecta con
oncoproteinas E6 y E7 (White et al.,, 2012). E6 interactia con al menos 150
proteinas celulares, incluyendo MALM, p300/CBP, y proteinas con dominios PDZ
(White et al., 2012). E6 induce alteraciones celulares no estan exclusivamente
clasificadas con VPH tipo 1 clasificado en el género alfa (White et al.,2012; Dacus
et al.,2021). E6 del género beta VPH8 interactta con MALM e histona
acetiltransferasa p300 afectando el patrén NOTCH y estabilidad genémica (White
et al.,2012; Dacus et al.,2021). ENCL1 interactta solo con genotipos de las especies
a7 (VPH18 y VPH45) y ZER1 con VPH16 y las especies a9 (White et al.,2012).
Oncoproteinas virales molestan la maquinaria episomal e induce cambios en la
metilacion del DNA, modificacién de histona y transcripcion, inclusive cuando el
virus esta en su forma episomal. VPH tiene modificaciones epigenéticas de acuerdo
a su ciclo viral (Castro-Oropeza et al., 2022; Fang et al., 2014). VPH16 y VPH18
pueden inducir patrones de metilacion especificos en DNA incluso en la forma
episomal (Leonard et al.,2012).

4.3.3 Nomenclatura citohistologica

CaCu usualmente es precedido por una larga fase de enfermedad
preinvasiva. Esta es caracterizada microscépicamente por eventos de atipia celular
a varios grados de displasia o NIC antes de progresion a carcinoma invasor (Kumar
et al., 2010). Estas alteraciones precursoras usualmente son asintomaticas y solo
se detectan mediante citologia, colposcopia y biopsia, segun el grado de evolucién

se clasifican en:
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Lesion intraepitelial cervical de bajo grado (LEIBG). Caracterizada por
displasia en el tercio inferior del epitelio (Kumar et al., 2010). La mayoria se curan
espontaneamente a los 2 afios, pero el 10% progresan a lesiones de mayor grado,
a este tipo de lesion también se le conoce como neoplasia intraepitelial cervical
grado | o NIC | (Kumatr et al., 2010).

Lesion intraepitelial cervical de alto grado (LEIAG). Se observa displasia en
los dos tercios inferiores del epitelio, ademas éste es displasico en su totalidad
(Kumar et al., 2010). También recibe el nombre de Carcinoma in situ. La mayoria
no curan espontdneamente y a los 2 afios el 10% se transforma en un carcinoma
invasor, en esta clasificacion se encuentran NIC Il y NIC Il (cancer in situ) (Kumar
et al., 2010).

Histolégicamente alrededor del 90-95% de CCI que aparecen en el cuello
uterino son canceres de células escamosas y 2 al 8% son adenocarcinomas en
paises en desarrollo (Kumar et al., 2010). Microscopicamente, la mayoria de los
carcinomas de células escamosas aparecen como redes infiltrantes de bandas de
células neoplasicas con estroma interviniente, con una gran cantidad de variacién
en el patrén de crecimiento, tipo de célula y grado de diferenciaciéon (Kumar et al.,
2010). El estroma cervical separando las bandas de células malignas, es infiltrado
por linfocitos y células plasmaticas (Kumar et al., 2010). Estas células malignas
pueden ser divididas en queratinizantes y no queratinizantes (Kumar et al., 2010).

Los tumores pueden ser carcinomas, bien, moderada o pobremente
diferenciados (Kumar et al., 2010). El carcinoma de células escamosas
queratinizante estd compuesto de espirales caracteristicos de células epidermoides

conteniendo nidos centrales de queratina (Kumar et al., 2010). El nucleo es grande
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e hipercromatico (Kumar et al., 2010). Puentes intercelulares son visibles con
granulos de queratohialina y queratinizacion citoplasmica (Kumar et al., 2010). Solo
unas pocas figuras mitoticas son visibles (Kumar et al., 2010).

El carcinoma de células escamosas no queratinizantes aparece como nidos
irregulares y dentados de células poligonales invadiendo el estroma cervical (Kumar
et al., 2010). Puede haber disqueratosis y puentes intercelulares. El polimorfismo
nuclear y celular es mas obvio y las figuras mitéticas son abundantes. Ademas, hay
ausencia de perlas de queratina (Kumar et al., 2010).

Otro tipo comun de carcinoma de células escamosas incluye carcinoma de
células escamosas condilomatoso (conocido como carcinoma Vverrucoso),
carcinoma de células escamosas papilar, carcinoma tipo linfoepitelioma y carcinoma
de célula escamosatransicional (Kumar et al., 2010). El adenocarcinoma mas
comun es el tipo endocervical, donde las glandulas anormales son de diferentes
formas y tamafios con brotes y ramificaciones (Kumar et al., 2010). La mayoria de
estos tumores estan bien diferenciados (Kumar et al., 2010).

Otros tipos de adenocarcinoma incluyen el de tipo intestinal, anillo de sello,
adenocarcinoma maligno, papilar viloglandular, endometroide y papilar seroso
(Kumar et al., 2010). El carcinoma adenoescamoso incluye tumores con patrones
de crecimiento glandular y escamoso (Kumar et al., 2010).

La presencia de células tumorales en el lumen del espacio capilar es
evidencia de crecimiento potencialmente agresivo en células escamosas y
adenocarcinoma de cérvix y ha sido correlacionado con incremento de riesgo de
metastasis de nddulo linfatico regional (Kumar et al., 2010). La invasion de vasos

sanguineos ocasionalmente ocurre y es sefal de pobre prondstico (Kumar et al.,
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2010). La citologia no es un método confiable para diagndstico de lesiones invasivas
(Kumar et al., 2010). El diagndstico confirmatorio final de cancer invasor esta
siempre basado en histopatologia (Kumar et al., 2010).

El sistema de estadio de CaCu fue desarrollado por la Federacion
Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) (Kumar et al., 2010). Este es un
sistema de estadio clinico basado en el tamafio del tumor y extensién de la
enfermedad en la pelvis (Kumar et al., 2010). La extension del crecimiento del
cancer es evaluada clinicamente para clasificar la enfermedad en estadios I-IV
(Kumar et al., 2010). El estadio | representa crecimiento localizado en el cérvix
mientras que estadio IV representa la fase de crecimiento, en la cual el cancer se
ha expandido a distintos 6rganos por metastasis (Kumar et al., 2010). El estadio
FIGO se evalla utlizando meétodos incluyendo inspeccién y palpacion por
examinacion rectal y vaginal, colposcopia, citoscopia, legrado endocervical,
histeroscopia, urograma intravenoso y rayos X (Kumar et al.,, 2010). La
linfagiografia, ultrasonido, tomografia computarizada y resonancia magnética
pueden dar informacién adicional (Kumar et al., 2010).

Estadio |. Carcinoma estrictamente confinado al cérvix, el diagndstico de I1A1
y IA2 debe estar basada en examinacién microscépica del tejido removido
preferentemente de cono para que incluya la lesion entera (Kumar et al., 2010).

Estadio IA. Cancer invasor identificado Unicamente microscopicamente. La
invasion limitada al estroma con una profundidad maxima de 5 mm y no mas ancho
de 7 mm (Kumar et al., 2010).

Estadio IA1. Invasion del estroma no mas de 3 mm de profundidad y no mas

de 7mm (Kumar et al., 2010).
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Estadio IA2. Invasién del estroma mayor de 3 mm, pero no mas de 5 mm en
profundidad y no méas ancho de 7 mm (Kumar et al., 2010).

Estadio IB. Lesiones clinicas confinadas al cérvix o lesiones preclinicas
mayores del estadio IA. Todas las lesiones graves incluso las de invasion superficial
son canceres estadio IB (Kumar et al., 2010).

Estadio IB1. Lesiones clinicas no mayores de 4 cm de tamafio (Kumar et al.,
2010).

Estadio IB2. Lesiones clinicas mayores de 4 cm de tamafio (Kumar et al.,
2010).

Estadio Il. Carcinoma que se extiende mas alla del cérvix, pero no se extiende
a la pared pélvica. El carcinoma involucra la vagina, pero no mas del tercio inferior
(Kumar et al., 2010).

Estadio IlA. Participacion parametrial no obvia. Participacion de hasta dos
tercios superiores de la vagina (Kumar et al., 2010).

Estadio 1IB. Participacion parametrial obvia pero no hasta la pared lateral
pélvica (Kumar et al., 2010).

Estadio lll. Carcinoma que se extiende a la pared lateral pélvica. En la
examinacion rectal no hay un espacio libre entre el tumor y la pared lateral pélvica.
El tumor involucra el tercio bajo de la vagina. Todos los casos con hidronefrosis o
rifidn no funcional (Kumar et al., 2010).

Estadio IlIA. No extension a la pared lateral pélvica, pero participacion del
tercio bajo de la vagina (Kumar et al., 2010).

Estadio IlIB. Participacion de la pared lateral pélvica o hidronefrosis o rifion

no funcional (Kumar et al., 2010).
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Estadio IV. Carcinoma que se extiende mas alla de la pelvis verdadera o tiene
involucrado clinicamente la mucosa de la vejiga y/o recto (Kumar et al., 2010).

Estadio IVA. Esparcimiento del tumor en o6rganos pélvicos adyacentes
(Kumar et al., 2010).

Estadio IVB. Esparcimiento a 6rganos distantes (Kumar et al., 2010).

4.4 Patogénesis de cancer cervicouterino (CaCu)

El CaCu resulta de un proceso de varios pasos que incluye la transformacion
del epitelio cervical normal a un estado preneoplasico seguido por NIC, siendo grado
1-3 y por ultimo un CCl (Woodman et al., 2007). El desarrollo de una lesién
precancerosa y CaCu involucra diversos eventos (Woodman et al., 2007). La
exposicidon al VPH de alto riesgo causa una infeccion inicial del epitelio escamoso
en la zona de transformaciéon, esto es seguido por una infeccion persistente,
integracion del genoma viral en el genoma de la célula hospedera, alteraciones
gendmicas, inmortalizacion y transformacion de células epiteliales (Figura. 2)

(Woodman et al., 2007).

30



Coarvix normal Leos«on intraepiiehsl escamoss Cancer mvaser

Epvtabo escamoso

Zona superficial

Zona imermedia

Coapabasa

Oerms

Epesoma x

Figura 2. Progresion de Cancer cervical mediado por el VPH. Las células
basales del epitelio cervical descansan en la membrana basal que es soportado por
la dermis. Se piensa que el VPH accesa a las células basales a través de
microabrasiones en el epitelio cervical. Durante la infeccién los genes tempranos
El, E2, E4, E5, E6, E7 son expresados y el DNA viral se replica del DNA episomal.
En las capas media y superficial del epitelio el genoma viral es replicado y los genes
tardios L1 y L2 son expresados. L1 y L2 encapsulan el genoma viral para formar
progenie de viriones en el nucleo. El virus oculto puede iniciar entonces una nueva
infeccion. Lesiones intraepiteliales de bajo grado soportan una replicacion viral
productiva. La progresion de lesiones no tratadas a cancer microinvasivo e invasivo
estd asociado con la integraciéon del genoma de VPH en los cromosomas (nucleo
rojo), asociado con la pérdida de la disrupcion de E2 y una subsecuente

sobreregulacion de la expresion oncogénica de E6 y E7 (Woodman et al., 2007).
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Los VPH de bajo riesgo inducen verrugas genitales benignas, a diferencia de
VPH de alto riesgo que estan asociados a cancer cervical (Sargent et al., 2008). El
VPH-16 de alto riesgo es el tipo mas prevalente, seguido de los tipos 18, 31, 33y
35 (Sargent et al., 2008). De acuerdo con la expresion de los genes virales E1, E2,
E5, E6 y E7 en etapas de diferenciacion celular del epitelio son considerados como
de expresion en etapa temprana E1 y E2 regulan la expresidn génica viral a través
de actividad enzimatica en la replicacion y transcripcion (Liao et al., 2012; Dimaio et
al., 2013). El potencial oncogénico de VPH de alto riesgo es mayormente atribuido
a genes de etapa temprana E5, E6 y E7 (Liao et al., 2012; Dimaio et al., 2013). E6
y E7 ejercen su efecto oncogénico desestabilizando y degradando pRB y p53 (Liao
etal., 2012; Dimaio et al., 2013). E7 codifica una proteina hidrofobica que se localiza
en la membrana celular (Liao et al., 2012; Dimaio et al., 2013). Se cree que E5 juega
un papel importante durante los pasos tempranos de transformacion en las capas
basales del epitelio e incrementa el efecto oncogénico de E6 y E7. Sin embargo, el
mecanismo aun no es claro durante la carcinogénesis cervical (Liao et al., 2012;
Dimaio et al., 2013).

Las oncoproteinas E6 y E7 son cruciales para la induccién de transformacion
asociada a VPH, asi como para el mantenimiento del fenotipo tumorigénico de
células de cancer cervical VPH-positivas (McLaughlin-Drubin et al., 2009). E6
induce la degradacion proteolitica de la proteina supresora de tumor p53 y estimula
la actividad telomerasa, mientras E7 interfiere con la actividad de la proteina
supresora de tumor pRB y otras proteinas, como consecuencia, E6 y E7 desregulan
patrones intracelulares involucrados en el control de proliferacion celular,

senescencia, apoptosis y estabilidad genética (McLaughlin-Drubin et al., 2009).
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La inhibicion de la actividad viral de E6/E7 en células de cancer VPH-
positivas lleva a la reactivacion de patrones “dormidos” supresores de tumores
(Yamato et al., 2008). Por ejemplo, diversos estudios indican que la inhibicion de E6
primeramente resulta en apoptosis, mientras que la inhibicibn combinada de E6/E7
conduce a la detencion del crecimiento y la senescencia celular (Yamato et al.,
2008). La reversion del fenotipo maligno por el VPH no solamente es interesante
por si mismo, sino que también puede ser blanco terapéutico interfiriendo con dicho
mecanismo (Honegger et al., 2015). Esto pudiera ser logrado bloqueando el
oncogén E6/E7 o alternativamente corrigiendo la desregulacion de las vias celulares
alteradas por los oncogenes virales (Honegger et al., 2015).

La expresion sostenida de E6/E7 es requerida para mantener los niveles
intracelulares de miembros del bloque 17-92, el cual reduce la expresion anti-
proliferativa del gen p21 en células de cancer VPH positivas (Honegger et al., 2015).

La proteina E6 tiene una alta afinidad por la proteina p53 que regula la
replicacion celular e induce su degradacion; esta proteina es el principal represor
de las células tumorales (Lewin, 2014). La proteina E7 se une al producto del gen
supresor de tumores Rb; éste es un factor que regula el ciclo celular, ya que se une
directamente al factor transcripcional E2F, que induce la transcripcion de los
elementos involucrados en la replicacion celular (Lewin, 2014).

La proteina p53 es un factor de transcripcion celular, es decir, un factor que
controla la expresion de genes especificos. El gen p53 actia como un guardian del
ciclo celular preservando la fidelidad de la replicacion del DNA (McLaughlin-Drubin

et al., 2009).
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Las mutaciones de p53 son la anomalia genética mas comunmente
encontrada en los tumores humanos. Si el DNA celular es dafiado, los niveles de
p53 aumentan y se produce una detencion del ciclo celular en Gl, permitiendo su
reparacion (McLaughlin-Drubin et al., 2009). Ademas, p53 induce apoptosis en
células con dafio irreparable del DNA. La oncoproteina E6 del VPH de alto riesgo
se une a p53 a través de una proteina llamada E6-AP, necesaria para la formacion
del complejo E6-p53 (McLaughlin-Drubin et al., 2009).

La degradacion de p53 impide una adecuada reparacion del DNA, lo cual
lleva a inestabilidad del genoma, mutaciones, alteraciones cromosémicas y
formacién de tumores (McLaughlin-Drubin et al., 2009). La pRB es una fosfoproteina
cuya funcioén es regular la entrada de la célula al ciclo de division celular (Lewin,
2014). Durante el ciclo celular la pRB experimenta ciclos de fosforilacion y
desfosforilacién (Lewin, 2014). La forma no fosforilada es la forma activa que
suprime la divisién celular (Lewin, 2014). Durante la fase tardia de la mitosis, la pRB
es desfosforilada, se une al factor de transcripcién E2F, lo secuestra e impide que
este factor transcriba los genes necesarios para que la célula entre a la fase S del
ciclo celular, de modo que la célula se detiene en la fase G1 del ciclo celular (Lewin,
2014). Durante la fase S, G2 y la mitosis temprana, la pRB es fosforilada por
enzimas cinasas dependientes de ciclinas y pasa a su forma inactiva, permitiendo
la labor del factor de transcripcion (Lewin, 2014). La oncoproteina E7 se une a pRB
en el mismo sitio de union que el factor de transcripcion E2F desplazando a este
ultimo, de modo que queda libre para activar la replicacion y transcripcion del DNA
(Lewin, 2014). La inactivacion funcional de pRB, permite la progresion de la célula

a la fase S del ciclo celular (fase de replicacion del DNA). La oncoproteina E7 de los
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VPH de bajo riesgo interactia con la pRB con menor afinidad y eficacia (Lewin,
2014).

La formacién de este complejo, a través de la activacién del mecanismo
proteolitico de la ubicuitina, produce la degradacion de p53 (McLaughlin-Drubin et
al., 2009). La oncoproteina E6 del VPH de bajo riesgo, no inactiva a p53 porque
sOlo se une a su extremo C-terminal y esta interaccion no produce la degradacion
de p53 (McLaughlin-Drubin et al., 2009).

4.4.1 VPH de alto riesgo y CaCu

Una infeccion persistente por VPH de alto riesgo (HR-HPV), en particular
VPH-16 y VPH-18 es reconocido como el factor de riesgo mas alto para el desarrollo
de CaCu (Pett et al., 2007). La mayoria de las infecciones por HR-HPV pueden ser
latentes o permisivas (Pett et al., 2007). En las infecciones latentes, el genoma viral
estd de manera episomal en las células basales y parabasales en el epitelio
induciendo obvias alteraciones fenotipicas en la célula (Pett et al., 2007). La
replicacion viral esta confinada a células diferenciadas de las capas epiteliales
intermedias y superficiales, esto permite un cambio de la fase latente a permisiva o
directamente a una infeccion aguda (Pett et al., 2007). Normalmente las infecciones
de HR-HPV estan autolimitadas y se resuelven en algunos meses, sin embargo, en
el 10% de los casos un tipo transformante de infeccion por VPH evoluciona (Pett et
al., 2007). Este proceso de transformacion es caracterizado por la desregulaciéon de
oncogenes virales E6 y E7 en células ciclables, lo cual resulta por ultimo en
inestabilidad cromosdmica y la acumulacion de mutaciones (Pett et al., 2007). La

integracion del genoma de VPH es un paso caracteristico en la carcinogénesis
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cervical y se correlaciona con la progresién de lesiones precancerosas (NIC2/NIC3)
a carcinoma invasivo (Pett et al., 2007). Sin embargo, la integracion no es obligatoria
en este proceso y ha mostrado ser VPH dependiente (Vinokurova et al., 2008). Los
genotipos VPH-16, 18 y 45 estaban substancialmente mas presentes en un estado
integrado comparado con los tipos 31 y 33 (Vinokurova et al., 2008). La pérdida del
gen viral E2 es una consecuencia comun de la integracion de VPH (Han et al., 2015).
Esto lleva a la elevada expresion de los oncogenes virales E6 y E7 debido a que no
esta presente E2 para reprimir la expresion de los oncogenes virales en trans (Han
et al., 2015).

Las pruebas de DNA de VPH de alto riesgo han demostrado tener una mayor
sensibilidad para deteccién de LIEAG y cancer que la prueba de papanicolaou
basada en citologia (Ronco et al., 2014).

La progresion de una infeccion inicial por VPH a CaCu ocurre mediante
lesiones precursoras (neoplasia intraepitelial cervical, NIC grado 1, NIC grado 2
hasta 3) y puede tardar décadas (Stanley et al., 2015). El tratamiento de las lesiones
NIC 2/3 es ablativo o escisional. Mujeres tratadas por lesiones NIC 2/3 tienen 5-15%
de riesgo de desarrollar lesiones de alto grado recurrentes después de 2 afios del
tratamiento (Smola et al., 2017).

4.4.2 Infeccion por VPH y sistema inmunolégico

El sistema inmunoldgico juega un papel importante durante la carcinogénesis
por VPH en la regresion de las lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado
(90%) o de bajo grado (75%) (Jin et al., 2010). Tras la infeccién transcurren 2-3 afios

hasta el desarrollo de NIC I/1l, y/o una lesién intraepitelial de alto grado (NIC IIl) y
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casi un tercio de las pacientes no tratadas de HSIL desarrollan céncer en
aproximadamente 10 afios (Jin et al., 2010).

El VPH penetra a las células basales a través de microabrasiones en el
epitelio del cérvix (Maglennon et al., 2012). Después de la infeccion, los genes
tempranos E1, E2, E4, E5, E6 y E7 son expresados en células infectadas y el
genoma viral es mantenido episomalmente (Maglennon et al., 2012). El genoma
viral es replicado a gran intensidad por los genes tardios L1 y L2, los cuales son
expresados en las capas superficiales del epitelio (Maglennon et al., 2012). La
ruptura de la capside permite la liberacion del genoma viral, la formacion de nuevos
viriones y el comienzo de una nueva infeccion (Maglennon et al., 2012).

El periodo de latencia largo entre infecciones iniciales y la emergencia de
cancer sugiere que el VPH puede evadir el reconocimiento por el sistema
inmunolégico (Stanley et al., 2010). El ciclo infeccioso de VPH esta caracterizado
por la ausencia de viremia, bajos niveles de expresion proteica, no inflamacién y
ninguna sefial que alerte al sistema inmunolégico (Stanley et al., 2010).

Las respuestas del hospedero contra el VPH generalmente son bajas debido
a que el virus se encuentra en las células epiteliales basales, esta oculto de las
células inmunoldgicas circulantes durante las etapas iniciales de la infeccion, en
este momento existe una limitada expresion de proteinas virales (Moody et al., 2010;
Maglennon et al., 2012). La mayoria de las infecciones por VPH son transitorias y
subclinicas, la progresion esta asociada con el VPH persistente (Moody et al., 2010;
Maglennon et al., 2012). Este proceso lleva a la disrupcion de las proteinas virales

E1/E2 e integracion del genoma viral en la célula hospedera, la ruptura de E2 libera
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los promotores virales E6/E7 e incrementa la expresion de estos oncogenes (Moody
et al., 2010; Maglennon et al., 2012).

Durante la progresion del cancer, el patrén de cambios de las oncoproteinas
virales varia; en NIC |, el orden de eventos es similar a la observada en lesiones
productivas, en NIC Il y NIC lll, la produccion de viriones es restringida a zonas
pequefias cercanas a la superficie epitelial (Maglennon et al., 2012). La integracién
de secuencias de VPH en el genoma de la célula hospedera puede ser acompafiada
de estos cambios y llevar a una desregulacion de la expresion de E7 y una pérdida
de la replicacion de las proteinas E1 y E2 (Maglennon et al., 2012). En el CaCu, la
produccién de los cambios del ciclo viral no es permanente y los episomas virales
se pierden (Maglennon et al., 2012).

La infeccion por VPH de alto riesgo desencadena una serie de eventos en
cascada, mecanismos de reparacion y correccion de replicacién celular, los cuales
son mediados por p53 y pRB alterados (Ghittoni et al., 2010). El ciclo celular es
controlado por el virus, lo cual crea cambios celulares que culminan en la
transformacién e inmortalizacién de las células epiteliales, en consecuencia, se
establecen condiciones para la aparicion de cancer (Ghittoni et al., 2010).

Un predominio del perfil de citocinas de Th2, en asociacion con una
disminucion del perfil de Thl ha sido demostrado en pacientes con CaCu
(Maglennon et al.,, 2012). Una respuesta inmunolégica alterada inducida por
citocinas inmunosupresoras como IL-10 y TNF-B1 han sido involucradas en
infecciones por VPH de alto riesgo persistentes y desarrollo de CaCu (Alcocer-
Gonzalez et al., 2006). La respuesta del sistema inmunologico, la cual involucra

macrofagos, células NK juegan un papel importante en la primera linea de defensa
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contra la infeccién por VPH (Rincén-Orozco et al., 2009). El IFN tipo | es un
mecanismo de defensa antiviral clave, éste es activamente suprimido por proteinas
virales E6 y E7 de VPH de alto riesgo, las cuales inhiben los patrones de
sefalizacion del receptor de IFN y previenen la activacion de los genes de respuesta
del IFN (Rincén-Orozco et al., 2009).

En mujeres infectadas con VPH de alto riesgo el nivel de células de
Langerhans en el tracto genital disminuye (reduccion de E-caderina por E6) (Garcia-
Chacon et al., 2009). Las células Treg CD4 actian como los mayores mediadores
de la tolerancia inmunoldgica periférica regulando la respuesta inmunolégica de Thl
y Th2 (Adurthi et al., 2012). Las células Treg contribuyen a la produccion de IL-10 Y
TGF-B1. La IL-10 inhibe la respuesta inflamatoria del hospedero y favorece el

desarrollo tumoral (Bhat et al., 2011).

4.4.3 Historia natural de CaCu

La infeccién persistente puede ser definida detectando el mismo genotipo en
2 0 mas evaluaciones consecutivas cada 6 meses. Aclaramiento de la infeccion se
considera tener mas de 2 pruebas negativas para el mismo genotipo en intervalos
de 6 meses después de una prueba positiva (Jaimsararn et al., 2013). Esta estimado
qgue el 80% de las personas sexualmente activas tuvieron una infeccion de VPH
antes de los 45 afos (Smith et al.,2008). Afortunadamente en un 80% de los casos
la infeccidn es transitoria y aclarada naturalmente en individuos inmunocompetentes
12-24 meses (Jaimsararn et al., 2013), los picos de infeccidn fueron identificados en
el inicio de la vida sexual hasta los 25 afios (Bunni et al.,2010). Diversos estudios

han reportado un segundo pico de infeccibn en mujeres postmenopausicas,
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particularmente en Africa y América central (Yan et al.,2021). Se sugiere que la
senescencia del control inmunolégico celular, la reactivacion de la infeccién viral
latente y la adquisicidbn de nuevas infecciones a través de la transmision sexual
estan relacionadas con esta observacion (Pifia-Sanchez, 2022).

Syrjanen K, et al. Describen que la mayoria de las infecciones de VPH en
mujeres mayores de 55 afios estan asociados con lesiones de alto grado y CCI
(Céncer cervical invasivo). Esto se debe a la inhabilidad para aclarar el virus y la
transicion de infeccion episomal a integracion viral, asi como la seleccion clonal
(Syrjanen et al.,2008). El microbioma vaginal esta relacionado con la capacidad de
aclaramiento viral. Lactobacillus iners esta asociado al aclaramiento viral, mientras
que Gardnerella es la especie dominante de progresion (Usyk et al.,2020). El
aclaramiento de la infeccion de VPH y la regresion de neoplasia intraepitelial cervical
grado 2 (NIC 1) y grado 3 (NIC 1ll) , equivalente a HSIL, puede ser superior al 50%
en mujeres jovenes (Moscicki et al.,2020). Sin embargo, la infeccién persistente
puede evolucionar hacia lesiones precursoras. Se estima que el lapso de tiempo
entre la infeccion persistente por VPH y el desarrollo de lesion precursora o cancer
es de cinco a 15 afios (Sudenga et al., 2013), y que el pico de deteccién de lesiones
precursoras es alrededor de los 30 afios de edad.(Vink et al., 2013).
Aproximadamente el 60% de las lesiones de bajo grado regresan espontaneamente
y entre el 5y el 10% progresan a una lesion de alto grado. En promedio, el 33% de
las lesiones de alto grado regresan y alrededor del 10% progresan a CPI (Sudenga
et al., 2013). Se ha estimado que la persistencia con los VPH 16 y 33 aumenta el
riesgo de desarrollar NIC 1l en 25 veces, en 10 veces con el genotipo 31 y en 6

veces para los genotipos 18 y 45 (Jaimsararn et al., 2013). Las mujeres con VPH16
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o VPH18 y Papanicolaou normal tienen una probabilidad del 18 al 21% de progresar
a NIC Ill a los diez afios, mientras que, con otros genotipos, el riesgo se reduce al
1,5% (Khan et al.,2005).

En cambio, los genotipos 18, 33, 58 y 52 tienen un riesgo considerado
intermedio (3,9-5%), y los genotipos 45, 51, 35/39/68 y 56/59/66 tienen un riesgo
bajo (1,2-3,6). % (58) (Wheeler et al.,2006). El riesgo acumulado a dos afios de
desarrollar NIC Il en pacientes con LSIL o ASCUS es del 39,1, 14,8 y 6,1 % con
VPH 16, 31 y 18, respectivamente (Wheeler et al.,2006). Desarrollar NIC Ill a los
cinco afos con 16, 18, 31, 33, 35, 52 y 58 el riesgo disminuye al 6% para los otros
genotipos de alto riesgo (Matsumoto et al.,2011).

La presencia de multiples infecciones (mas de un genotipo viral
simultaneamente) es mas frecuente en las lesiones precursoras que en las CCI
(Vargas et al.,2018 Sin embargo, en poblaciones aisladas, es menos frecuente
encontrar infecciones multiples, por ejemplo, en amerindios en comparacién con
poblaciones mestizas (Vargas et al.,2018). Del total de casos positivos de VPH en
lesiones precursoras de bajo y alto grado, el 70% presenta infecciones mudltiples,
mientras que, en ICC, solo el 30% (Aguilar-Lemarroy et al., 2015). Sin embargo, la
importancia biolégica y clinica de las infecciones mdltiples sigue siendo
controvertida. Matsumoto K, et al. informaron que las infecciones multiples son mas
persistentes que las infecciones Unicas, aunque el riesgo de progresion no aumenta
(Matsumoto et al.,2011). Por el contrario, otros autores informaron que las
infecciones por VPH multiples se asocian con la persistencia viral y el desarrollo de

lesiones de alto grado (De Brot et al., 2017; Kim et al.,2021).
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Por lo tanto, el riesgo de progresion debe evaluarse considerando la
presencia de multiples infecciones, combinacion de genotipos, edad, grado de
lesion, ya que son factores determinantes en el desarrollo y progresion de la CCl
(Vink et al.,2013). Se estima que el tiempo de progresion desde la lesion precursora
hasta la CCl es de entre 20 y 26 afnos, y el 2% de las NIC Il con VPH16 progresan
en diez afnos (Vink et al.,2013).

4.4.4 Diagnostico de CaCu

La prueba citolégica de Papanicolaou sigue dando la pauta para el
diagnoéstico de lesiones cervicales precancerosas y/o la deteccion del carcinoma
invasor, al igual que técnicas complementarias como colposcopia, biopsia,
tipificacion viral e inmunohistoquimica (Serman, 2010). La mayor parte de los
meétodos de identificacion directa de infeccion por el VPH estan basados en la
deteccién del genoma del virus (Serman, 2010). De manera ideal, un método para
la deteccion del DNA del VPH debe ser capaz de detectar, identificar y cuantificar la
presencia de multiples tipos del VPH (Serman, 2010). La tecnologia disponible para
la deteccion molecular del DNA viral consiste en sistemas de hibridacion directa en
soporte sélido (hibridacion in situ, southern blotting), hibridacion en soporte liquido
(captura de hibridos) y los métodos basados en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), utilizando oligonucledtidos sintéticos especificos y/o consenso
para su aplicacibn en métodos caseros y comerciales (Serman, 2010). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda el cribado primario basado en

el VPH en mujeres de 30 a 65 afos, ya sea como prueba primaria o en una prueba
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conjunta (Force et al.,2018). Sin embargo, la Sociedad Estadounidense del Cancer
sugiere comenzar a los 25 afios (Fontham et al.,2020).

Los sistemas de PCR de amplio espectro son los mas utilizados en la
deteccion de VPH y la mayoria estan disefiados en la regién L1, dado que es una
de las regiones mas conservadas dentro del genoma de los VPH (Lizano et al.,
2009). La determinacion de la carga viral se ha convertido en una necesidad debido
a que los diferentes estudios realizados indican que un alto nUmero de copias de
DNA viral, o al menos del VPH del tipo 16, esté relacionado con el incremento en el
riesgo del desarrollo de una lesién cervical asociada al VPH (Lizano et al., 2009).
Actualmente, no existe un consenso sobre cual de los métodos disponibles es el
mas exacto para la cuantificacion de DNA viral en una muestra, pero la metodologia
gue se desarrolla con mayor rapidez y tiene importantes ventajas frente al resto es

el método de PCR en tiempo real (Lizano et al., 2009).

4.5 microRNAs

Los miRNA son moléculas de RNA pequefios de cadena simple no
codificados de 21-23 nucledtidos que regulan la expresién génica post-
transcripcionalmente (Ebert et al.,, 2012). ElI primer miRNA animal, lin4 fue
descubierto durante un escaneo genético de Caenorhabditis elegans (C. elegans) y
se encontré que reprimia la expresion del gen codificante de proteina lin-14 (Ambros
etal., 1989). Los miRNAs son actualmente bien reconocidos por su importante papel
en muchos procesos biolégicos, los cuales han cobrado gran importancia como
reguladores clave de la expresion génica, jugando un papel critico en procesos

como angiogénesis, enfermedades vasculares y tumorogénesis. Sin embargo, la
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funcion de la mayoria de los miRNA aun se desconoce (Ambros, 2003). La
degradacion del RNAm puede ser iniciada por desadenilacion, ademas del corte de
secuencias especificas por ribonucleasas 1 (PMR-1) que también puede ocurrir (Jin
et al., 2010). Los miRNA maduros eventualmente son transferidos a la Argonauta 2
y guiados hacia la actividad de RISC, donde para regular la traduccion los miRNAs
se unen con sus sitios diana en la region 3' UTR del RNAm (Lytle et al., 2007). Se
ha reportado que la represién traduccional también puede ocurrir cuando el sitio
diana se encuentre en la region 5’UTR del RNAm (Lytle et al., 2007).
4.5.1 Biogénesis de los microRNAs

La RNA polimerasa Il, es la enzima responsable en la transcripcién de los
genes primarios de miRNA (pri-miRNA) (Borchert et al., 2006). Algunos miRNA
humanos, que estan rodeadas por repeticiones Alu son transcritos por la RNA
transcriptasa Il en lugar de la Il. Estos transcritos que contienen pri-miRNA de
varias kilobases de largo, tienen una brecha 5' 7-metilguanosina y una cola 3'
poliadenilada similar al convencional RNAm (Cai et al., 2004) Los transcritos de pri-
MiRNA deben ser escindidos y empalmados durante la maduracion de los miRNAs
para formar miRNAs maduros (Duan et al., 2007). Los pri-miRNAs se transforman
primero en un MiRNA precursor de unos 70 nucleétidos de largo (Duan et al., 2007).
En el interior del nucleo, los pri-miRNA son escindidos por un microprocesador
MiRNA compuesto de Drosha y DGCR8 (Duan et al., 2007). Drosha es una
endonucleasa RNasa lll que realiza la escision a través de su dominio de la RNasa
Il (Duan et al., 2007). Para que el microprocesador reconozca el pri-miRNA, la

conservacion de la estructura del tallo de la horquilla pri-miRNA es esencial (Duan
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et al., 2007). Se ha reportado que polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en el
tallo bloquean el proceso adecuado de Drosha (Duan et al., 2007). DGCRS8 funciona
como una regla molecular que permite a Drosha cortar en una posicion precisa para
formar el miRNA precursor (pre-miRNA) (Bohnsack et al., 2004). Después del
procesamiento nuclear, el pre-miRNA se transporta hacia el citoplasma a través de
la Exportina-5. La Exportina-5 reconoce al pre-miRNA no por su secuencia, Si no
por su tallo y horquilla caracteristica saliente 3' (Bohnsack et al., 2004). Estos
requerimientos de reconocimiento permiten solamente el transporte de los pre-
mMiRNA correctamente procesados (Bohnsack et al.,, 2004). Con la unién de alta
afinidad de la Exportina-5 al miRNA se protege tan pronto como se procesa por
Drosha (Bohnsack et al., 2004).

Una vez dentro del citoplasma, el pre-miRNA se procesa adicionalmente
generando un miRNA de doble cadena, la composicion de una hebra madura y una
cadena complementaria, este procesamiento es llevado a cabo por otra
endonucleasa RNasa lll, Dicer (Bernstein et al., 2003). Dicer tiene una PAZ (Piwi-
Argonaute-Zwille) de dominio, que se une preferentemente a la saliente 3' de RNA
monocatenario (Song et al., 2003). La distancia entre su dominio PAZ y dos
dominios RNasa lll es 65 angstrom, que es aproximadamente 25 nucleétidos de
longitud de acuerdo con el andlisis de la estructura cristalina (Song et al., 2003). Por
lo tanto, después de la escision del bucle terminal, el pre-miRNA de doble hebra es
de aproximadamente 22-25 nucleotidos de longitud con 2 nucleétidos salientes en
cada lado 3' (Song et al., 2003).

A raiz de la escision por Dicer, se forma un duplex miRNA pequeiio. Dicer y

sus proteinas asociadas TRBP o PACT disocian el duplex miRNA. Sin embargo,
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sélo una hebra del duplex miRNA actuara como la hebra guia, la otra hebra del
duplex se refiere como la cadena complementaria y posteriormente se degrada
(Macrae et al., 2008). EI mecanismo de esta asimetria en hebra seleccion sigue
siendo poco clara, pero se sospecha que la seleccion hebra esta determinada por
un complejo de ribonucleoproteina llamada complejo de silenciamiento de RNA
inducido (RISC). RISC es compuesto de Dicer, TRBP para RNA vinculante y
Argonauta2 (Ago2) para la actividad catalitica (Macrae et al., 2008). Ago2 parece
tener la capacidad de eliminar por cadenas complementarias para hacer un corte
en la hebra endonucleolitica pasajera (Macrae et al., 2008). La degradacion de la
hebra pasajera facilita la carga de la hebra guia y la activacién de RISC (Macrae et
al., 2008). Experimentos de reconstitucion in vitro han demostrado que no existen
chaperones o cofactores distintos de los mecanismos basicos que sean necesarios
para la formacién de RISC (Macrae et al., 2008). Dicer, TRBP y Ago2 son los
componentes basicos necesarios para el procesamiento de mIRNA y su
funcionamiento. Sin embargo, helicasas particulares pueden estar implicados en la

facilitacion de desenrollado de miRNAs especificos (Figura.3) (Lizano, 2009).
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Figura 3. Biogénesis de miRNA. Fuente: Esquela-Kerscher and Slack,
2006; Van Rooij and Olson, 2012. Los genes de microRNA generalmente se
transcriben mediante la RNA polimerasa Il (Pol 1l) para formar un transcrito cubierto
y poliadenilado. El precursor de miRNA, denominado miRNA primario (primiRNA),
forma una estructura de bucle en forma de horquilla que es escindida por la RNAasa
[l Drosha y regién critica 8 del sindrome de DiGeorge (DGCRS8), que produce un
miRNA precursor en forma de horquilla (pre-miRNA) que tiene ~70 nucleétidos de
longitud. EI pre-miRNA es exportado desde el nacleo al citoplasma, donde es
escindido aun mas por la enzima RNasa Il Dicer, produciendo un duplex imperfecto
de miRNA-miRNA* de aproximadamente 22 nucle6tidos de largo. Aunque cualquier
cadena del duplex puede actuar potencialmente como un miRNA; generalmente
solo se incorpora una cadena al complejo silenciador inducido por RNA (RISC). Los
mMiRNA incorporados en el RISC a menudo reconocen sus objetivos: 2 a 7
nucleotidos del miRNA (conocido como "region semilla”™). La asociacion de un

mMiRNA con su objetivo de RNAm da como resultado la degradacion del RNAm, asi
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como la inhibicion de la traduccién. Recientemente, los pseudogenes también han
sido implicados en la regulacion de la actividad de los miRNA. Las transcripciones
de pseudogenes a menudo se conservan entre especies y muchas contienen sitios
de unién de miRNA conservados, denominados RNA enddgenos competitivos
(ceRNA), que actian como sefiuelos o esponjas al secuestrar los miRNA e impedir
que se unan a sus objetivos de RNAm. Las condiciones de estrés pueden influir en
la biogénesis de miRNA en multiples niveles (indicados en la figura mediante rayos).
INcRNA, RNA largo no codificante; m7G, 7-metilguanosina (una forma modificada

de guanosina unida a los extremos 5' de los RNAm); ORF, marco de lectura abierto.
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4 5.2 Acercamiento al blanco de miRNAs

a. Oligonucleotidos anti-miRNA (AMOSs). Moléculas de cadena simple que forman

complementariedad directa y esto inhibe miRNAs especificos (Garzon et al., 2010).

b. AntagomiRs. Son moléculas de cadena sencilla que son complementarios a
miRNA, que puede ser modificado con 2°-O-metil colesterol conjugado en orden

para mantener estabilidad mientras minimiza su degradacion (Garzon et al., 2010).

c. Esponjas de miRNAs. Funcionan utilizando sitios complementarios del 3’"UTR del
RNAm para un miRNA especifico. Las esponjas competitivamente se unen a los

MiRNAs, interfiriendo con el blanco normal de miRNA (Ebert et al., 2010).

4.5.3 miRNAs como biomarcador de cancer

Los miRNAs constituyen una clase de pequefios RNA que funcionan como
reguladores transcripcionales de la expresion génica (Kozomara et al., 2019).
Aungue son pocos en numero (< 2000 miRNA humanos), una tercera parte de los
transcriptomas celulares estan regulados por miRNA (Cortez et al.,, 2011). Los
miRNAs juegan un papel importante en la mayoria de los procesos celulares y de
desarrollo y han sido asociados a una gran cantidad de enfermedades (Cortez et
al., 2011). Desde el descubrimiento de los miRNAs extracelulares y circulantes, su
estudio en biofluidos como suero, plasma, orina y fluido cerebroespinal ha sido
rapidamente expandido (Cortez et al., 2011) debido a su amplio potencial biolégico
y al hecho de que los miRNA parecen ser muy estables en estos biofluidos, estas
pequefias moléculas son candidatos primarios para el uso como biomarcador no
invasivo en el diagnostico molecular de enfermedades y en otras condiciones

clinicas como dafio de érganos, asi como en ensayos toxicoldgicos preclinicos de

49



seguridad de medicamentos (Mitchell et al., 2008; Kosaka et al., 2010; Wang et al.,
2010; Hanash et al., 2011).

El papel preciso de los miRNA circulantes permanece desconocido. Los
mMIiRNAs circulantes o extracelulares han demostrado ser estables y protegidos de
la degradacion de la RNAasa por inclusiéon en varios complejos de proteinas o
particulas membranosas como microvesiculas o exosomas (Collino et al., 2010;
Wang et al., 2010; Arroyo et al., 2011). Al parecer, son un subconjunto de miRNAs
celulares libres presentes en sangre normal con posibles funciones en el sistema
circulatorio e inmunologico (Vasilatou et al., 2010). El perfil de miRNA en suero y
plasma se ha presentado en estados de enfermedad como cancer (Bryant et al.,
2012).

4.5.4 miRNAs circulantes

Los miRNAs circulantes estan presentes en fluidos corporales extracelulares
humanos, incluyendo sangre periférica, orina, saliva, leche materna y semen
(Weber et al., 2010; Wang et al., 2013). Estos se encuentran encapsulados en
vesiculas extracelulares o libres no asociados a vesiculas en plasmay suero (Ismalil
et al., 2013; Chen et al., 2012). Vesiculas circulantes extracelulares son referidos
como exosomas, macroparticulas o microvesiculas (Ismail et al., 2013). Las
vesiculas extracelulares transportan las moléculas de RNA a sus células blanco,
éstas sirven como un conducto para comunicacién intercelular (Ismail et al., 2013).
Los miRNAs en circulaciébn parecen mantener la homeostasis y cuando se
encuentran desregulados pueden jugar un papel central en la patogénesis de la

enfermedad (Landi et al., 2010; Cho et al., 2011; Ezzie et al., 2012). Adicionalmente
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miRNAs circulantes regulan genes involucrados en diferenciacion celular,
proliferacion, apoptosis, regulacion inmunoldgica y cancer (Mo et al., 2012; Ismail et
al., 2013).

Inicialmente los miRNA en circulacion participan como biomarcadores,
encontrdndose éstos en pacientes con tumores prostaticos (Mitchell et al., 2008).
Las vesiculas extracelulares también pueden ser liberadas al sistema inmunoldgico
y células parenquimales como células endoteliales y células epiteliales en respuesta
al sitio del tejido patologico (Hunter et al., 2008). La presencia de miRNA en
circulacién es un proceso homeostético debido a lesién celular, con la finalidad de
mediar el proceso inflamatorio y por tanto reparacion tisular (Hunter et al., 2008).

Los miRNAs son sobreexpresados en tejido de pulmén en respuesta a una
lesion para asistir en la remodelacion y reparacion de tejido (Nana-sinkam et al.,
2009). Biopsias de rutina de pulmoén para el vigilamiento de la enfermedad y
respuesta a la terapia presentan sus propios retos y aumentan la necesidad de
biomarcadores accesibles (Wang et al., 2015). Diversos estudios han revelado que
los miRNAs son secretados fuera de la célula y su significancia biolégica ha
empezado a ser reconocida (Pegtel et al., 2010). La comunicacion célula-célula es
mediada no solamente por proteinas, como citosinas, quimiocinas y hormonas sino
también por RNA (Kosaka and Ochiya, 2012).

Los RNAmM y miRNAs son secretados a circulacion corporal. Los miR-141,
miR-149, miR-299-5p y miR-135b son encontrados en placenta y plasma materno,
mostrando disminucion de estos después del parto (Lawrie et al., 2008). Por otra

parte, los niveles séricos de miR-155, miR-210 y miR-21 en pacientes con linfoma
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difuso de linfocitos B grandes en comparacion a un grupo control sano mostraron
una mayor expresion (Lawrie et al., 2008).

Un estudio reciente mostrd que el mecanismo de transferencia horizontal de
miRNA no es solamente dependiente de transferencia por vesiculas, como
exosomas, sino también a través de herramientas de conexion intercelular, como
uniones gap y proteinas de union de RNA (Lim et al., 2011; Arroyo et al., 2011). Los
miRNA son transmitidos del estroma de la médula 6sea a células cancerosas de
mama via unién gap y exosomas en células tumorales quiescentes (Lawrie et al.,
2008), asimismo se emple6 una técnica de centrifugacion diferencial y
cromatografia de exclusibn de tamafio para caracterizar miRNA circulantes en
plasma y suero humano y encontraron que la mayoria eran miRNA cofraccionados
con proteina Ago2; complejos de proteina y no dentro de vesiculas, esto fue
confirmado por otros grupos que mostraron que la Ago2 (Arroyo et al,. 2011), o
nucleofosmina 1 son transportadores secretados de miRNA (Wang et al., 2010).

En tejido fibrético de pulmédn, el bloque miR-17-92 es disminuido para permitir
la expresion de genes asociados con fibrosis, incluyendo colageno,
metaloproteinasas, factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), factor de
crecimiento de tejido conectivo (CTGF) y tromboplastina (Concepcion et al., 2012;
Dakhlallah et al., 2013).

4.5.5. Deteccion de miRNAs en fluidos corporales en pacientes con cancer
VPH-positivos
El uso de fluidos corporales como saliva, sangre y sudor como biomarcadores

de relevancia clinica estan emergiendo en el diagndstico molecular (Salazar et al.,
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2014). Por ejemplo, la deteccion de canceres orofaringeos se realiza mediante
muestras de saliva (Salazar et al., 2014; Chai et al., 2016; Sun et al., 2017) la cual
ha demostrado albergar miRNAs tumor especifico como miR-191, miR-9, miR-222
en canceres de cabeza y cuello (Salazar et al.,, 2014). Los exosomas son
fundamentales para entender comunicacion intracelular durante la transformacién
oncogénica mediada por el VPH (Lee et al., 2012). Los exosomas son de 50 a 100
nm y estas vesiculas encapsulan miRNAs (Lee et al., 2012). Los exosomas
comunmente provienen de endosomas y son secretados en fluidos corporales como
saliva, sangre o suero (Gocze et al., 2013). Como un modo de comunicacioén celular
se ha referido como propagacion horizontal de moléculas como proteinas, mRNA,
mMiRNAs (Gocze et al.,, 2013). Ha sido reportado la abundancia de miRNAs en
plasma, los cuales representan casi la mitad de los miRNAs desregulados en células
cancerigenas VPH positivas (Overmeer et al., 2011). Los miRNAS exosomales mas
significativos en canceres VPH positivos incluyen miembros de la familia miR-378
(miR-378a-3p, miR-378c), familia miR-let-7 (let-7a-5p, let-7d-5p, let 7f-5p, let 79-5p
(57), familia miR-99 (miR-99-5p, MiR-100-5p), y bloque miR-17-92 (miR-20a-5p,
miR-92a-3p) (Honegger et al., 2015). Estos miRNAs presentan un patron de
expresion diferencial, por ejemplo, let7d-5p, miR-20a-5p, miR-378-3p, miR-423-5p,
miR-7-5p y miR-92a-3p mostraron subregulacion a diferencia del miR-21-5p que fue
encontrado sobreregulado bajo el silenciamiento de E6/E7 (Honegger et al., 2015).
4.5.6. miRNAs y CaCu

Los miRNAs, con base en su patron de expresidn en tumores, son

clasificados como oncogénicos o supresores de tumor (Gomez-Goémez et al., 2013).
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Asimismo, algunos miRNAs en la célula poseen caracteristicas de supresor de
tumor/pro-apoptético, mientras que otros tienen un papel de anti-
apoptoético/promocidén-proliferaciéon (Gomez-Gémez et al.,, 2013). En el CaCu, la
infeccion por VPH de alto riesgo puede afectar el patron de expresion de miRNAs,
esto a través de las oncoproteinas E5, E6 y E7, lo cual contribuye en la patogénesis
viral (Gomez-Gomez et al., 2013). Se ha observado que el perfil de expresion de
mMiRNAs en el CaCu es distinto al del tejido normal, por lo que su expresion de
mMiRNAs puede servir como biomarcador de diagnéstico y prondstico de cancer
(Wang et al. 2008). Un estudio previo publicado por Greco et al., mostraron que los
queratinocitos VPH16 positivos que expresan E5 son capaces de subregular miR-
203 y miR-324-5 y sobreregular miR-146a (Greco et al., 2011). Por otra parte, es
conocido que la expresion activa de E6 y E7 es requerida para incrementar la
capacidad de proliferacion de células malignas y diferenciacion desacoplada a
través de reguladores prominentes en el control de la progresion del ciclo celular
(Zheng et al., 2011). El nucleo central del modelo clasico E6/E7 es la unién y
desactivacion de las proteinas tumor supresor p53 y pRB, respectivamente,
afectando patrones moleculares involucrados en la carcinogénesis cervical (Zheng
et al., 2011). Por ejemplo, sefializacion autoproliferativa, evasion de supresion de
crecimiento, evasién de muerte celular programada e inmortalidad replicativa, entre
otras. Ademas, ha sido demostrado que las interacciones complejas entre E6 y E7
de HR-HPV involucran la activacion de factores de transcripcion, como E2F y c-Myc,
los cuales pueden promover la transactivacion de la expresion de miRNA (Zheng et
al., 2011). Por lo tanto, es concebible que la expresion de oncoproteinas virales

puedan modular los niveles de expresion de miRNAs mejorando las alteraciones
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progresivas llevando a cancer invasivo y fenotipo radiorresistente. Yeung et al.
demostraron que miR-23b estd subregulado por el blanco de E6 activador de
plasmindgeno tipo urokinasa (Upa), el cual esta sobreexpresado en el CaCu. Por lo
tanto, los niveles disminuidos de miR-23b, incrementan la expresion de uPA y asi
induce la migracion de células derivadas del CaCu (Au et al., 2011). Ademas, un
sitio de unién consenso de p53 fue detectado en la region promotora de miR-23b,
por lo tanto, miR-23b/uPA estéan involucrados con VPH16 E6 en el desarrollo de
CaCu (Au et al., 2011).

Multiples miRNAs tienen expresion alterada en células de CaCu HR-HPV
positivas comparado con células CaCu VPH negativas o tejidos cervicales normales
(Martinez et al., 2008; Wang et al.,2009). Calin et al. reportaron que un bloque de
sitios de fragilidad (FRAs) en el cromosoma 17923 contiene 3 eventos de
integracion VPH16 y 4 genes de miRNAs (miR-21, miR-301, miR-142 y miR-142a),
ellos concluyeron que estos miRNAs son posibles blancos de tal integracion viral
que puede llevar a la desregulacién de expresion de miRNAs (Calin et al., 2004). Es
conocido que un numero significativo de miRNAs estan localizados en FRAs y estos
sitios son preferenciales de integracion de VPH16, cromatidas hermanas,
intercambio, translocacion, delecion y amplificacién en tumores cervicales (Calin et
al., 2004). Adicionalmente las lineas celulares caski VPH16 positivas y SiHa VPH
positivas y carcinoma de células escamosas (SCC) presentan sobreexpresion de
miR-21 comparado con tejido normal VPH negativo, lo cual puede indicar que la
sobreregulacion de miR-21 pueda deberse a la integracién del VPH (Martinez et al.,
2008). Sin embargo, una comparacion directa de perfiles de expresion de miRNAs

en lineas celulares VPH16 integradas contra episomales no revelaron diferencia
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significativa (Martinez et al.,, 2008). Algunos miRNAs son similarmente
desregulados en lineas celulares VPH16 y VPH18 positivas (Martinez et al., 2008).

Lineas celulares SiHa y Caski VPH16 positivas han mostrado una
sobreexpresion de miR-182, miR-183 y miR-210. En contraste miR-1, miR-126,
miR-133b, miR-143, miR-145, miR-195, miR-214 estan subexpresados en lineas
celulares comparado con tejido cervical normal (Gémez-Gémez et al., 2013).

Linea celular HeLa VPH18 positivas muestra sobreexpresion de miR-182 y
miR-183, mientras que miR-1, mMiR-133b, mMiR-143, miR-145, miR-214 esta
subexpresado en esta linea celular comparado con tejido cervical normal (Goémez-

Gomez et al., 2013).
4.5.6.1 Regulacion de la expresiéon de miRNAs por la oncoproteina E7

Los niveles elevados de miRNAs oncogénicos y la baja expresion de miRNAs
supresores de tumor en el CaCu esté frecuentemente asociada a la infeccion por
VPH de alto riesgo, por lo que la alteracion de expresion de miRNAs también esta
ligada a la expresion de las oncoproteinas virales (Gémez-Gémez et al., 2013). La
oncoproteina E7 del VPH16 induce la expresion de miR-15b en CaCu (Myklebust et
al., 2011). Es conocido que E7 induce la degradacion de pRB, lo que ocasiona que
se libere E2F del complejo pRB-E2F. E2F libre puede llevar a cabo su funcién de
factor de transcripcion de genes relacionados con proliferacion, asimismo se ha
reportado que la expresion de miR-15a, miR-15b y miR-16 es regulada por E2F1 y
E2F3 (Myklebust et al., 2011), lo que sugiere que la oncoproteina induce la alta
expresion de los mencionados miRNAs a través de la via E2F (GoOmez-Gdmez et

al., 2013). La oncoproteina E7 del VPH16 es también capaz de inducir la alta
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expresion de miR-27b para promover la proliferacion e invasion en el CaCu (Zhang
et al., 2015). Estos datos sugieren que la induccion de la alta expresion de miR-27b
por la oncoproteina E7 en CaCu es para promover proliferacion celular e invasion
de las células de carcinoma cervical (Zhang et al., 2015).

Para reflexionar en el riesgo relativo de progresion de CaCu, las lesiones NIC
| son hoy en dia conocidas como lesiones de bajo grado, mientras que NIC II/1ll son
lesiones de alto grado (Mccredie et al., 2008). Sin embargo, las lesiones de alto
grado pueden aumentar bastante rapido por una infeccion de VPH de alto riesgo (2-
3 afios), subsecuente desarrollo de carcinoma invasivo puede tomar una o mas
décadas (Mccredie et al., 2008), indicando que lesiones NIC II-Ill representan una
enfermedad heterogénea. Casi todas las lesiones de alto grado y practicamente
todos los carcinomas se asocian con el llamado HR-HPV transformante, el cual es
caracterizado por desregular la expresion de los oncogenes virales E6 y E7 en la
proliferacion de células suprabasales del epitelio (Tian et al., 2014). Se presenta
inestabilidad gendmica debido a la presencia de una infeccion transformante que
termina resultando en la acumulacién de cambios epigenéticos especificos en el
genoma de la célula hospedera conduciendo a la progresion de fenotipo maligno
(Tian et al., 2014). Sharma et al., identific6 un total de 246 miRNAs que se
encontraron subregulados en cancer cervical, miR-21, miR-143, miR-145, miR-214
y miR-218. Tian et al., publicaron un analisis de un panel de miRNAs candidatos en
citologias VPH positivas de pacientes que acudieron a una clinica ginecolégica (Tian
et al.,, 2014). miRNAs candidatos analizados por Tian et al., se expresaron
diferencialmente durante la progresion de la enfermedad (Tian et al., 2014). Una

combinacion de miR-375 y miR-424 resultaron en una buena deteccion de NIC lll,
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el andlisis complementario de miRNAs pueden mejorar la deteccion de enfermedad
cervical (Babion et al., 2018). La combinacion del perfil de miRNA con genotipo
VPH16/18 pueden mejorar ain mas la deteccion de lesiones precancerosas
cervicales (Babion et al., 2018).

4.6. VPH altera expresion de miRNAs

La expresion de miRNA ha sido reportada en tejidos y lineas celulares de
cancer cervical (Martinez et al., 2008; Greco et al., 2011). Numerosos estudios han
encontrado una correlacion significativa entre miRNA y los patrones de expresion
de cancer cervical (Lui et al., 2007; Martinez et al., 2008; Wang et al., 2008; Hu et
al., 2010; McBee et al., 2011; Rao et al., 2012; Zhou et al., 2017; Kozomara et al.,
2019; Sun et al.,, 2022). Diversos miRNA han sido desregulados en tumores
cervicales como miR-21, miR-127, miR-145, miR-143, miR-155, miR-199, miR-
146a, miR-196, miR182, miR-29a, miR-15a, miR-16, miR-214, miR-218 y miR-203,
entre otros, algunos de estos miRNAs han sido descritos en la literatura como
influyentes en procesos neoplasicos de una variedad de canceres (Lui et al., 2007,
Martinez et al., 2008; Wang et al., 2008; Hu et al., 2010; McBee et al., 2011; Rao et
al., 2012; Zhou et al., 2017; Kozomara et al., 2019; Sun et al., 2022).

La expresion alterada de miRNAs en diferentes tipos de canceres ha sido
estudiada como marcador de un posible diagnéstico y tratamiento (Wang et al.,
2014). Los VPH inducen expresion aberrante de muchos miRNA celulares y la
infeccion por VPH-18 produce miRNAs virales no detectables (Wang et al., 2014).

Los miRNAs fueron especificamente regulados por VPH-16 y VPH-18 en cultivos
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poco comunes de queratinocitos vaginales determinados por microarreglos en
combinacion con secuenciacion de miRNA (Wang et al., 2014).

Las oncoproteinas virales E6 y E7 de VPH de alto riesgo desestabilizan 2
proteinas celulares supresoras de tumores, p53 y retinoblastoma (pRB), ambas
proteinas funcionan para soportar la fase productiva de la diferenciacion
postmitética de células escamosas sin embargo, la expresion repetidamente
elevada de VPH de alto riesgo E6 y E7 en células epiteliales no diferenciadas o
células madre interrumpen la regulacion del ciclo celular, inhiben la diferenciacion
celular, inducen dafio cromosoGmico y previenen la apoptosis resultando en
inmortalizaciéon celular y transformacién, la base de la carcinogénesis de VPH
(Roman et al., 2013). La expresion de HR-HPV E6 y E7 es consistentemente
elevada en céncer cervical (Wang et al., 2014).

4.6.1. miR-145-5p

El miR-145 se encuentra en el cromosoma 5g32 y contiene 2 subtipos miR-
145-5p y miR-145-3p (Kozomara et al. 2014) en la base de datos de secuenciacién
referida en miRbase (Kozomara et al. 2011). El miR-145-5p tiene una expansiéon
mayor que miR-145-3p (Schaefer et al. 2010; Pecqueux et al. 2016;
Azizmohammadi et al. 2017). Substancialmente la informacién obtenida en estudios
previos ha demostrado que miR-145 esta subregulado en varios tumores y
corresponden a lineas celulares y es considerado como tumor supresor (Schaefer
et al. 2010; Pecqueux et al. 2016; Azizmohammadi et al. 2017).

La subregulacion de miR-145 estd asociado a baja sobrevida en cancer

colorrectal, glioma, osteosarcoma, pero no en cancer pulmonar, cancer cervical,
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cancer esofagico y cAncer de mama (Wang et al. 2008). Se observé que el miR-145
esta subregulado en CaCu (Wang et al. 2008). Un estudio previo demostro que el
miR-145 puede suprimir la migracion celular e invasion en células HelLa (Xing et al.
2013). El miR-145 suprime la expresion de su gen blanco CDK6 (proteina cinasa
dependiente de ciclina) y la proliferacion de células HelLa (Zhang et al. 2014). Estos
resultados sugieren que miR-145 sirve como tumor supresor y la subregulacion de
miR-145 en CaCu puede resultar en pobre prondéstico (Zhang et al. 2014). P53
conocido como tumor supresor se une al elemento respuesta p53 en el promotor de
miR-145 vy facilita la transcripcion de miR-145 (Spizzo et al. 2010). La invasion
vascular juega un papel importante en la progresiéon de CaCu. Un estudio previo
encontré que el miR-145 es el mMiIRNA mas abundante en células vasculares del
musculo liso (Ji et al.2007).

Se ha reportado que un numero creciente de miRNAs circulantes estan
desregulados en etapas tempranas del cancer (Wang et al. 2008). La expresion
alterada puede ser observada antes de los sintomas o biopsia. EI miR-145 en
plasma esté incrementado en pacientes de cancer de pulmén de células pequefas
en etapa | y Il (Wang et al. 2008). Lajer et al, 2012 identificaron al miR-145 dentro
de un conjunto de miRNAs controlados VPH- y observaron que esta subregulado
en carcinoma de células escamosas cervicales (CSCC) asi como en carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello VPH+ (Wang et al. 2008).

Los miR-143 y miR-145 mostraron previamente suprimir el crecimiento
celular en CSCC y por lo tanto su implicacion en carcinogénesis cervical (Wang et
al. 2008). La regresion del miR-143-145 pudiera ser resultado del oncogén E6 del

VPH (Lajer 2012). Los Niveles reducidos de miR-195, miR-143, miR-145 pudieran
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ser secundarios a la pérdida de p53/p63/p73 dependiente de E6 que normalmente
regulan los miRNAs (Xu et al. 2019). La expresion del miR-145 est4 disminuida en
pacientes con etapas avanzadas de CaCu; significativamente mas bajo en
pacientes con metastasis a nodulo linfatico que en pacientes con metéstasis a
nddulo linfatico negativo e invasion vascular de CaCu, el cual se analizo la expresion
de tejido de cancer cervical y tejido de tumor adyacente mediante qRT-PCR(Xu et
al. 2019). La expresion del miR-145 fue mas baja en tejido de cancer cervical

comparado con el tejido adyacente no tumoral (Xu et al. 2019).

4.6.1.1 Regulacion del miR-145

Evidencia reciente mostr6 que p53 estimula la expresion del miR-145,
interactuando con un elemento de respuesta p53 (p53RE) en el promotor del miR-
145. Ademas, el miR-145 flanquea directamente al oncogén c-Myc (Sachdeva et al.
2009). EI miR-145 desempeiia un papel critico en la regulacion transcripcional de c-
Myc por p53 (Sachdeva et al. 2009). Adicionalmente c-Myc incrementa la expresion
de p53 a través de pl9Arf (Meng et al. 2015). Esta claro que c-Myc también
interviene en la transcripcién de genes de miRNAs. Ademas, c-Myc se une a la caja
E del promotor del blogue miR-17-92 y promueve su transcripcion (Davis et al.
2009). También se ha observado que c-Myc reduce la expresion de varios genes de
MiRNAs tumor supresor, incluyendo los miR-15a, miR-29, miR-34 y familias let-7
(Davis-Dusenbery et al. 2010). El tumor supresor miR-145 puede ser regulado por
fosfatoinositidin 3-quinasa (PI-3K) /Akt y patrones p53, en donde la expresion
especifica de PI3K/Akt causa la sobrerregulacion de miR-145 de manera

dependiente de p53 (Sachdeva et al. 2009). La expresiéon del miR-145 regula a la
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proteina p53 flanqueando permanentemente importantes mediadores
(Vijayakumaran et al. 2015). Por ejemplo, E3 ubicuitina ligasa, MDM2 como el
principal regulador negativo de p53, el cual es blanco de miR-145 para su
degradacion (Vijayakumaran et al. 2015). MDM4, es otro inhibidor importante de la
actividad transcripcional de p53. Existe una regulacion de circuito positivo entre el
miR-145 y p53, en parte por la retroalimentacion de p53-MDM2 (Vijayakumaran et
al. 2015). Esta es la razon por la cual el miR-145 se encuentra subregulado en
canceres con p53 mutado (Vijayakumaran et al. 2015). C-Myc reduce la expresion
de miR-145 por la activacion de miR-17-92, seguido de la inhibicion de PTEN,
después del patrén de sefializacion PI3K, via activacion de MDM2 e inhibicién de
p53 disminuye la expresion del miR-145. Por otra parte, Boyi Gan et al. mostraron
que FoxOs modulaba la actividad de Myc y su expresion por modulacién
transcripcional del Mxi-SRa y miR-145 (Kent et al. 2010; Karimi et al. 2017). Otro
mecanismo que regula la expresion de miR-145 a través del patron Ras. Se ha
observado que la sefializacion k-Ras, contribuye a la subexpresion del bloque miR-
143/145 por la activacion de RREB1 directamente suprimiendo la funcién del
promotor miR-143/145 e induce k-Ras (Kent et al. 2010; Karimi et al. 2017).
Glucocorticoides modulan p53 dependiente de expresion de miR-145 en
células de cancer cervical VPH positivas a través de la induccion de la proteina E6
(Shietal., 2012). El tratamiento de linea celular HeLa de carcinoma cervical humano
VPH18 positivo con cortisol caus6 una subregulacion de miR-145, el nivel de p53
disminuyo significativamente, mientras que la expresion de E6 aumento6 insinuando
que el cortisol puede subregular el nivel de miR-145 via inhibicion de expresion de

p53, adicionalmente, el efecto supresivo de cortisol en la expresion de p53 fue
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también observada en linea celular de cancer cervical VPH16 positivas Caskiy SiHa
(Shi et al., 2012). Se ha observado que p53 transcripcionalmente induce la
expresion de miR-145 en lineas celulares de mamay cancer de colon MCF-7 y HCT-
116 (Sachdeva et al., 2009). miR-145 suprime la expresion de c-Myc, IRS-1y MUC-
1. Es conocido que p53 puede suprimir la expresion del oncogén c-Myc a nivel
transcripcional y traduccional induciendo miR-145 (Sachdeva et al., 2009). El efecto
de miR-145 en la expresién c-Myc se podria revertir completamente invertida por
inhibidores de miR-145 puede cooperar con p53 y reforzar el potencial de p53 para
inhibir actividades oncogénicas (Sachdeva et al., 2009).

miR-145 se ha encontrado como tumor supresor en diferentes tipos de
canceres, es regulado por p53 de manera dependiente o independiente de la
transcripcion (Sachdeva et al., 2009; Suzuki et al., 2009). Un analisis de
microarreglos mostré que la expresion de miR-145 se perdié en carcinoma cervical,
sin embargo, los mecanismos de subregulacién de miR-145 son poco claros (Shi et
al., 2012). La invasiobn y migracion de células de cancer cervical fueron
significativamente inhibidas por la sobreexpresion de miR-145, confirmando la
significancia funcional de miR-145 en el desarrollo y progresién de CaCu (Shi et al.,
2012).

El miR-145 se encuentra subregulado bajo la expresion de Kras. La
sefalizacion de Kras lleva a la represion del bloque miR-143/145 y reduccion de la
expresion, lo cual es necesario para mantener el potencial tumorigénico en células
de cancer pancreéatico (Kent et al., 2010). Evidencia significativa indica que miR-
143/145 poseen actividad tumor supresor (Akao et al., 2007). Expresion reducida

de miR-143/145 es un atributo comun de diversos tipos de cancer como carcinoma
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de colon (Akao et al., 2007). La expresion de estos miRNAs inhibe proliferacion y
activa apoptosis de células de cancer in vitro e in vivo (Kent et al., 2010). La
expresion RREB1 fue reducida bajo la sobreexpresion de miR-145 en células
pancreaticas (Kent et al., 2010).

Expresion de miRNAs reduce fosforilacion de ERKZ1/2 (indicativo de
sefalizacion MAPK) y AKT (Chen et al., 2009; Sachdeva et al., 2009). Esta
expresion de miR-143/145 suprime la actividad del patron Ras. MiR-143/145 estan
bien documentados efectos antiproliferativos y proapoptéticos a través de su
habilidad de negativamente regular a genes blancos, incluyendo MYC, IRS-1 y
ERKS5 (Chen et al., 2009; Sachdeva et al., 2009).

Los miR-145, miR-195, miR-218, miR-376a y miR-376b, que estan
subregulados en CaCu en comparacion con el cuello uterino normal. En cuanto al
SIL, aunque solo existen pocos informes disponibles, algunos miRNA se han
descrito en mas de un estudio con el mismo estado de expresion (Pereira et al.,
2010). miR-10a, miR-21, miR-146a y miR-196a se sobreexpreso en tejidos LSIL y
HSIL, mientras que miR-99a, miR-143, miR-145 y miR-218 estan regulados

negativamente en muestras SIL (Pereira et al., 2010).

4.7.1 miR-148b-3p

Los miR-148a, miR-148b y miR-152 representan a los miembros de la familia
miR-148/152, los cuales estan localizados en los cromosomas humanos 7,12,17 y
en ratén en los cromosomas 6,15y 11 (Coordinators, 2017). Interesantemente, miR-
148b y miR-152 se encuentran en el mismo contexto gendémico, precisamente

intergénicamente en el complejo proteinico subunidad zeta (COPZ) genes en
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homosapiens y Mus musculus indicando que es una familia de miRNA muy
conservada (Lagos-Quintana et al., 2002).

Se observaron bajos niveles de miR-148b, en estado basal (Enerly et al.,
2011) y tumor de mama ERBB2+/ER-/PR-, lo cual sugiere su intervencion en
malignidad (Mattie et al., 2006). El miR-148b ejerce su funcion supresor-metastasis
principalmente controlando el movimiento celular (Ma et al., 2008). Expresion
ectopica de miR-148b en células tumorales malignas lleva a una disminucion en el
crecimiento tumoral, niveles altos de miR-148b llevan a una adhesion fuerte y
anoikis y reduccion de invasion in vitro (Ma et al., 2008). Ademas, in vivo miR-148b
reduce fuertemente extravasacion y colonizacion pulmonar poco después de
inyeccién de células en circulacion sanguinea, cuando la proliferaciéon no tiene
tiempo de jugar un papel importante (Ma et al., 2008). En general, estd bien
aceptado que los miRNAs tienen funciones pleiotrépicas y, por lo tanto, puede
actuar en eventos independientes, como la formacion de tumores y progresion a
través de la activacion / represion de una cascada selectiva y limitante de genes
especificos (Ma et al., 2008).

Genes relevantes en progresion tumoral; CTSA, NRPI, CSF1, MMP15 y
ITGAS, todos ellos suprimidos por miR-148b, ITGA5, ROCK1, PIK3CA/p110a y
NRAS son directamente subregulados por miR-148b, lo cual sugiere un control
especifico de estos miRNAs en un patron conocido por estar involucrado en
diseminacion de metastasis y respuesta de quimioterapia (Cimino et al., 2013).
ITGA5 y ROCK1 se encontraron sobreexpresados en tumor maligno de mamay son

conocidos por incrementar crecimiento tumoral o progresion (Cimino et al., 2013).
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miR-148b es un supresor de progresion tumoral y modulador de respuesta a
quimioterapia actuando via integrina (Cimino et al., 2013).

El miR-148b parece ser un importante regulador en cancer de mama (Cimino
et al., 2013). Teniendo como blanco jugadores principales de sefializacion de
integrina como ITGAS, ROCK1, PIK3CA/p110a y NRAS, miR-148b controla un
patron involucrado en crecimiento tumoral y metéstasis, adicionalmente, miR-148b,
ha demostrado regular el factor 1 estimulante de colonia y esta potencialmente
asociado a conexiones tumorales tumor-stroma (Cimino et al., 2013).

En células pancreaticas, expresion de miR-148b se correlaciona
directamente con un peor prondéstico y reduccion de sobrevida de pacientes,
sugiriendo algunas funciones reguladoras cruciales de miR-148b en esta entidad
tumoral (Zhao et al., 2013). Zhao et al. Encontraron actividad elevada de protein
cinasa a1 activada por AMP (AMPKa1) en tejido de cancer de pancreas y lineas
celulares los cuales fueron asociados con niveles reducidos de expresion de miR-
148b (Zhao et al.,, 2013). knockdown de AMPKa1 por miR-148b incrementd
apoptosis, arresto del ciclo celular e inhibicién de invasién celular (Fiedrich et al.,
2017). miR-148b, un bucle de retroalimentacion con DNA metiltransferasa (DNMT1)
existe en diferentes tipos de tumores (Huang et al., 2010; Zhu et al., 2012). La
sobreexpresion del miR-148b-3p inhibe la proliferacion de células de cancer cervical
posiblemente induciendo la fase G1/S del ciclo celular (Mou et al. 2016). La
sobreexpresion del miR-148b induce apoptosis de células de CaCu, aparentemente
de una manera dependiente de caspasa-3 (Mou et al. 2016).

El miR-148b esta subregulado en CaCu y su sobreexpresion

significativamente disminuye la expresion de DNMT1 (Mou et al. 2016). La
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sobreexpresion del miR-148b inhibe la viabilidad celular, el crecimiento e invasion
de céncer cervical, asi como la induccion de apoptosis (Mou et al. 2016). Estos
efectos pueden ocurrir regulando la expresion de ciclina D1 y proteina caspasa-3
(Mou et al. 2016). Diversos miRNAs como los miR-21, miR-148a, miR-152, miR-
148b y miR-140 han sido identificados como reguladores potenciales de traduccion
de DNMT (Pan et al. 2010; Takata et al. 2013; Azizi et al. 2014), asi como supresion
y proliferacion e induccion de apoptosis (Song et al. 2011; Wu et al. 2012). La
expresion de miR-148b fue mostrada en diferentes tipos de cancer como cancer de
mama y cancer pancreético Cimino et al. 2013).
4.7.1.1. Cancer de mama

El miR148-b parece ser un gran regulador de cancer de mama. Mientras que
directamente flanquean reguladores clave de la sefalizacién de integrina como
ITGA5, ROCK1, PIBKCA/p110a, asi como NRAS. El miR148-b controla el patron
involucrado en crecimiento tumoral y metastasis Cimino et al. 2013).
Adicionalmente el miR148-b mostrd estimular el factor estimulante de colonias 1y,
por lo tanto, esta potencialmente asociado con interacciones del tumor del estroma

celular (Cimino et al. 2013).

4.7.1.2. Cancer pancreatico

En pacientes con cancer pancredtico, la expresion del miR148-b se
correlaciona con un peor prondstico y reduccién en la supervivencia de vida de los
pacientes, sugiriendo funciones reguladoras del miR148-b en esta entidad tumoral

(Zhao et al. 2013). Niveles elevados de la proteina AMP activada por protein cinasa
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a1l (AMPKa1) en tejido de cancer de prostata y lineas celulares, estuvieron
asociados con disminucion de la expresion del miR148-b (Zhao et al. 2013).

El miR-148b se ha identificado como un importante regulador de traduccion
de DNMTs directa o indirectamente flanqueando la expresion de DNMT1 (Azizi et
al., 2014; Pan et al., 2010; Takata et al., 2013). miR-148b pertenece a la familia miR-
148/152, los cuales estan involucrados en varios procesos (Wang et al., 2015;
Zhang et al.,, 2014; Azizi et al.,, 2014). Estd demostrado que miR-148b es
responsable de tumorigenisis, metastasis distante y pobre prondstico en cancer
(Wang et al., 2015; Zhang et al., 2014; Azizi et al., 2014), asi como supresion de
proliferacion e induccion de apoptosis (Song et al.,, 2011; Wu et al., 2012). Sin
embargo, su expresion y su papel potencial funcional en CaCu es poco entendido
(Wang et al., 2015; Zhang et al., 2014; Azizi et al., 2014). Mou et al. Confirmaron en
su estudio que miR-148b protege contra CaCu regulando la expresion de ciclina D1,
la activacion de caspasas lleva a un declive de proteinas que son claves para la
sobrevivencia celular (Mou et al., 2016).

Subregulacién de miR-148b fue asociado con malos resultados en pacientes
con carcinoma hepatocelular (Ziari et al., 2016). Zhang et al encontraron que una
disminucién en la expresion de miR-148b en carcinoma hepatocelular predice mal
prondéstico, subregulacion de miR-148b incrementa progresion de cancer con una
avanzada invasion de venas y etapa TNM (Zhang et al., 2014).

El miR-148b especificamente suprime la ruta HR en la fase G1. Estos
mMiRNAs tienen como blanco los transcritos de los factores de recombinacion
homodloga (HR), BCRA1, BCRA2 y RAD51, e inhibiendo miR-148b incrementa la

expresion de BCRA1L, BCRAZ2 y RAD51 especificamente en la fase G1 llevando a la
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reparacion deteriorada del rompimiento de doble cadena de DNA (DSB) (Choi et al.,
2014). miR-148b impacta en la eficacia de reparacion del DNA impidiendo la
recombinacién homéloga de DSBs (Choi et al.,, 2014). Puede haber una
sobreregulacion de los factores de recombinacion homologa por la inhibicion de
miR-148b en células G1y puede también desestabilizar el balance de HR y patrones

de unién final no homdloga y tal vez impedir la reparacién de DSB (Choi et al., 2014).

4.7.2 miR-195-5p

El miR-195-5p influencia la proliferacion e invasion de células de CaCu
regulado por MMP14 a través de una realimentacién positiva del patron de
sefalizacion TNF (Li et al. 2018). EI miR-195-5p inhibe la proliferacion celular,
invasion y migracion apuntando a genes blanco relacionados, mientras que el
silenciamiento del miR-195-5p tiene el impacto contrario en procesos celulares en
CaCu (Du et al. 2015; Zhou et al. 2016). Se identificé que el miR-195 ejerce un papel
tumor supresor en varios tipos de canceres humano (Fei et al. 2012; Wang et al.
2017). Por ejemplo, se observo que el miR-195 inhibe el consumo de glucosa y
proliferacion de células de cancer de vejiga humana teniendo como objetivo
miembros de la familia 2 de portadores de soluto (Kaneko et al. 2016).
Adicionalmente el miR-195 fue encontrado en inhibicion de proliferacion, migracion,
e invasion de células de CaCu apuntando al miembro 3 de la familia SMAD (Smad
3). Ciclina D2 (CCND2), protooncogen MYB transcripcién del factor MYB y ciclina
D1 (Timoshenko et al. 2014; Managit et al. 2017). miR-195 pudiera ser la clave en
el desarrollo y progresion de CaCu, sin embargo, los genes blanco de miR-195

permanecen poco claros (Zhong et al. 2018).
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El miR-195 realiza su papel en CaCu teniendo como blanco a DCUN1D1
(Zhong et al. 2018). Los niveles de expresion del miR-195 se encuentran
disminuidos en muestras de tejido de CaCu comparado con muestras de tejido
tumoral adyacente (Zhong et al. 2018). La expresion del miR-195 fue asociado con
metéstasis nodular y etapas clinicas avanzadas de TNM en CaCu, en el cual se
encontré asociacion del miR-195 y HR-HPV (Zhong et al. 2018).

La sobrerregulacién de DCUN1D1 esta asociado con la progresion agresiva
y pobre prondstico de cancer cervical. Una reduccion significativa del RNAm vy
niveles de expresion de la proteina de DCUN1DL1 en la sobreexpresion de miR-195
en células SiHa y HelLa (Zhong et al. 2018). E6 VPH16 regula los niveles de
expresion del miR-195 y DCUN1D1 en células de cancer cervical (Zhong et al.
2018). Los niveles del miR-195 fueron significativamente bajos en células Hela
(VPH18) y SiHa (VPH16) comparadas con C33A (VPH-) (Zhong et al. 2018). La
eliminacion de E6 reduce la expresion de DCUN1D1 en células SiHa y Hela. Los
efectos oncogénicos de E6 en cancer cervical pudieran ser en parte regulando la
expresion de los niveles del miR-195 y su gen blanco DCUN1D1 (Zhong et al. 2018).
El miR-195 es un tumor supresor en una gran variedad de canceres, incluyendo
carcinoma hepatocelular (Amer et al., 2014; Yang et al., 2014), cancer de pulmén
de células no pequefias (Yongchun et al., 2014), glioblastoma humano, cancer de
mama, cancer colorrectal. miR-195 ha sido reportado estar subregulado en tejido
tumoral y suero en pacientes con cancer. miR-195 esta involucrado en multiples
procesos durante el desarrollo de cancer, incluyendo proliferacion celular,
migracion, invasion y metastasis (Liu et al., 2012; Amer et al., 2014). Las células

HelLa transfectadas con miR-195 incrementé el numero de células en fase Go/G1y
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disminuy6 el nimero de células en fase S (Du et al., 2015). Esta informacién sugiere
que miR-195 induce el arresto en células HelLa. Series de 3'UTRs de genes
humanos contienen posibles secuencias de unién a miR-195 (Du et al., 2015). Dos
de ellos, CCND2 y MYB, fueron estrechamente asociadas con el ciclo y migracion
celulares (Du et al., 2015). Niveles de CCND2 y MYB disminuyeron
significativamente en células transfectadas con miR-195 (Du et al., 2015). Esta
informacion demostré que la expresion de miR-195 inhibioé la expresion de CCND2
y MYB en células HelLa (Du et al., 2015). Los niveles de expresion de miR-195
disminuy6 significativamente en tejido de CaCu comparado con tejidos normales
(Du et al.,, 2015). La sobreexpresion de miR-195 disminuy6 la proliferacion,
migracion e invasion de células HelLa (Du et al., 2015). La progresion de CaCu es
un proceso complejo que involucra crecimiento tumoral y metastasis (Jemal et al.,
2011). miR-195 inhibe la expresion de CCND2 sugiriendo que miR-195 regula el
ciclo celular e induce el arresto de Gi en células HeLa. miR-195 regula la transicion
del ciclo celular G1/S, subregulando la expresion de CCND2 y por lo tanto inhibe la
proliferacion celular de células HelLa (Du et al., 2015).

El miR-195-5p inhibe la expresion GLUT3 flanqueando la regién 3'UTR y
luego realizando analisis funcionales de miR-195-5p en células de cancer de
prostata, la expresion de miR-195-5p fue fuertemente subregulado en células T24
comparado con células HUC sugiriendo una correlacion inversa entre miR-195-5p y
expresion de GLUT3 en células T24 (Fei et al., 2015). miR-195-5p media la
inhibicion de crecimiento y apoptosis celular de manera dependiente de GLUT3 en
células T24 (Fei et al., 2015). miR-195-5p directamente reduce los niveles de

proteina GLUT3, indicando que la expresion aberrante de miR-195-5p podria ser un
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mecanismo nuevo subyacente de sobreregulacion de GLUT3 en cancer de prostata
(Fei et al., 2015). La expresion de miR-195-5p se ha reportado estar elevada en
leucemia linfocitica cronica (Zanette et al., 2007). La expresion de miR-195 induce
el arresto de la fase Gi, mientras que inhibidores de miR-195 acortan la fase Gi en
células de CaCu. Adicional al efecto supresor de miR-195 en el ciclo celular;
fosforilacion de pRb y antigeno celular nuclear proliferador (PCNA) (Wang et al.,
2016).

El miR-195 es miembro de una familia de miRNAs micro-15a/b/16/195/497 y
su expresion aberrante en multiples canceres (Strzalka et al., 2011). Se demostro
que miR-195 suprime tumorigenesis de carcinoma hepatocelular y células glioma
modulando la expresion de una serie de proteinas del ciclo celular (Strzalka et al.,
2011). El nivel de pRb disminuy6 significativamente en células Hela que
sobreexpresaban miR-195 en comparacion con las de control (Strzalka et al., 2011).
Ademas, PCNA, una proteina sintetizada en fases de G1 y S, con actividad en
replicacion y reparacion del DNA (Strzalka et al., 2011), fue subregulado en
sobreexpresion de miR-195 en células HeLa (Wang et al., 2016), la fase de G1 se
acortd en ceélulas HelLa transfectadas con inhibidor de miR-195 comparado con el
control (Wang et al., 2016). Consistentemente la subexpresién de miR-195 resultd
en un nivel incrementado de fosforilacién de Rb y sobrerregulacién de PCNA (Wang
et al., 2016). La sobreexpresion de miR-195 reduce la expresion de ciclina D1 en
células HeLay SiHa (Wang et al., 2016). PFKFB4 aument6 anormalmente e impulso
la progresion maligna de las células de cuello uterino (Sun et al.,2022). Por otro
lado, miR-195-5p disminuy6 notablemente y restringio a PFKFB4 en ese tipo de

cancer (Sun et al.,2022). El efecto supresor de tumores de miR-195-5p se restauro
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parcialmente al sobreexpresar PFKFB4, lo que indica que miR-195-5p y PFKFB4
pueden ser nuevas dianas terapéuticas para pacientes con cancer de cuello uterino

(Sun et al.,2022).
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V. JUSTIFICACION

El CaCu es la segunda causa de mortalidad en mujeres a nivel mundial, lo
cual genera una gran carga econdémica para los sistemas de salud y resultan en una
disminucion significativa en la calidad de vida. En México, el CaCu ocupa el 2° lugar
en frecuencia, diagnosticandose 500,000 casos nuevos con una tasa de mortalidad
del 50%. En distintas entidades tumorales, se ha demostrado que la desregulacion
de la red celular miRNA desempefia un papel fundamental para el desarrollo del
cancer y su mantenimiento. La oncogenicidad de los miRNA ha sido especialmente
demostrada en miR-145-5p, miR195-5p, miR-148b-3p. En CaCu, la infeccion de
VPH de alto riesgo puede afectar el patron de expresion de miRNAs, ya que se ha
demostrado que interacciones complejas entre E6 y E7 de HR-HPV involucran la
activacion de factores de transcripcion, como E2F y c-Myc, involucrados en el
desarrollo de cancer. Los miRNAs, ademas de presentar una potencial aplicaciéon
como biomarcadores de CaCu, pueden ser utilizados como indicadores del estado
clinico del paciente, asi como predictores de la progresion y metastasis. El papel
que juegan los miR-145-5p, miR195-5p, miR-148b-3p en CaCu no ha sido muy
estudiado, por lo cual es de importancia conocer la participacion de estos miRNAs
en el desarrollo de cancer cervicouterino, lo cual sugiere una posible aplicacion de
estos microRNAs como biomarcadores no invasivos en diagnostico molecular de

CacCu.
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VI. HIPOTESIS

La expresion disminuida de miR-145-5p, miR195-5p, miR-148b-3p en tejido
cervical se encuentra directamente asociado con el grado de neoplasia intraepitelial

cervical en pacientes VPH positivos de alto riesgo.
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VII.OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Evaluar los niveles de expresion de miR-145-5p, miR195-5p, miR-148b-3p
en muestras de tejido cervical en pacientes con neoplasia intraepitelial cervical y su

asociacion con parametros epidemioldgicos y genotipo de VPH de alto riesgo.
7.2. Objetivos especificos

7.2.1. Determinar los niveles de expresion de miR-145-5p, miR195-5p, miR-
148b-3p en tejido cervical en pacientes con neoplasia intraepitelial cervical y CaCu
VPH + de alto riesgo y pacientes sin NIC VPH-.

7.2.2. Asociar el grado de neoplasia intraepitelial cervical y el nivel de
expresion de miR-145-5p, miR195-5p, miR-148b-3p.

7.2.3. Asociar miR-145-5p, miR195-5p, miR-148b-3p y el genotipo de VPH
de alto riesgo en pacientes con neoplasia intraepitelial cervical.

7.2.4. Asociar los pardmetros epidemioldgicos y el genotipo de VPH de alto
riesgo en pacientes con neoplasia intraepitelial cervical.

7.2.5. Asociar los parametros epidemioldgicos y el nivel de expresion de miR-

145-5p, miR195-5p, miR-148b-3p de pacientes con neoplasia intraepitelial cervical.
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VIll. MATERIALES Y METODOS

8.1 Tipo de estudio

Es un estudio de tipo transversal, observacional, descriptivo y comparativo.
8.2 Caracteristicas del grupo participante de mujeres

Se utilizaron 234 muestras de cepillado y biopsia cervicales de pacientes con
neoplasia intraepitelial cervical VPH positivos (n=134) y pacientes sin neoplasia
intraepitelial cervical (n=100).
8.3 Calculo de la muestra

Se invitd a participar a todos los pacientes que acudian a revision
colposcoépica del Instituto Sinaloense de Cancerologia, Instituto Mexicano del
seguro social y Hospital de la Mujer SS, aquellos que cumplieron los criterios de
inclusion y aceptaron participar bajo la firma del consentimiento informado fueron

considerados en esta investigacion.

8.4 Lugar de trabajo

Este trabajo fue desarrollado en el Instituto Mexicano del Seguro Social,
Instituto Sinaloense de Cancerologia, Hospital de la Mujer SS, Laboratorio de
Genética y Biologia Molecular, Universidad Autonoma de Sinaloa, Laboratorio de
Genética Molecular, Universidad Politécnica de Sinaloa.
8.5 Criterios de inclusion

Pacientes: Mujeres con muestra cervical y tincibn de papanicolaou con
citologia positiva, colposcopia con lesion cervical visible, estudio histopatoldgico,

PCR (reaccion en cadena de polimerasa) con carta de consentimiento informado.
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Sanos: Mujeres con muestra cervical y tincion de papanicolaou con citologia
negativa, estudio histopatoldgico y PCR negativa, diagndstico uterino sin cancer con
carta de consentimiento informado.

8.6 Criterios de exclusion
Mujeres con diagnostico previo de cancer y/o se hayan sometido a

tratamientos oncoldgicos.

8.7Criterios de eliminacion

Muestras que hayan sido insuficientes o se encuentren dafiadas o estudios
de diagndstico incompletos.

8.8 Extraccién y cuantificacion de DNA de células cervicales

Se recolectaron 234 cepillados cervicales que asistieron a control del HGR
N°1 IMSS, a consulta de colposcopia del Instituto Sinaloense de Oncologia y
Hospital de la Mujer de SS. Con el cepillado cervical se realiz6 una citologia vaginal
interpretada y clasificada por un patélogo segun el sistema Bethesda.

Las células cervicales remanentes en el cepillado cervical, se resuspendieron
en PBS y centrifugadas a 3,000 rpm por 10 min. Luego se descart6 el sobrenadante
y el precipitado celular se resuspendié y homogeniz6 en 0.4 mL de trizol® reagent.
Posteriormente se almacenaron a -70°C hasta su procesamiento. La extraccion del
DNA, RNAYy proteinas de los cepillados cervicales se realiz6 segun las instrucciones
del fabricante (10296-028, Ambion®, Austin, TX, USA).

Las muestras homogeneizadas en trizol se incubaron durante 5 min. a 15-
30°C, luego se afiadieron 0.2 mL de cloroformo para realizar la separacion de fases.

La fase acuosa se traslado a un tubo nuevo para precipitar el RNA con isopropanal,
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la interfase y la fase roja se utilizaron para la extraccion de DNA. EI RNA precipitado
se lavé con 1 mL de etanol al 75% posteriormente se secaron durante 5-10 min. al
aire y fue resuspendido en agua libre de RNasas. EI RNA obtenido fue cuantificado
mediante espectrofotometria y conservado a -70°C hasta su uso. EI DNA se
precipité con 0.3 mL de etanol absoluto de la interfase y de la fase roja resultante
de la adicién del cloroformo. Luego se lavé dos veces con solucion de citrato de
sodio (0.1 M citrato de sodio en etanol 10%, pH 8.5) y una vez con etanol al 75%.
Finalmente fue secado y resuspendido en NaOH 8mM y conservado a -20°C hasta
el momento de su uso. Las proteinas fueron precipitadas del sobrenadante de la
precipitacion del DNA con 1.5 mL de alcohol isopropilico. El precipitado de proteinas
fue lavado tres veces con hidroclorhidrato de guanidina 0.3 M en etanol al 95%;
luego fue secado y resuspendido en SDS al 1% y conservado a -70°C, hasta el
momento de su uso. Posteriormente se cuantificd el DNA por espectrofotometria en
un nanodrop y se observo la integridad mediante un corrimiento electroforético en
geles de agarosa al 1%.
8.9 Determinacién de genotipo de alto riesgo VPH 16, 18, 35, 45
8.9.1 Amplificacién del gen beta-globina humana

Para verificar la viabilidad de las muestras de DNA, se amplificé por reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) punto final, un fragmento de 280 pares de bases
(pb) del gen beta-globina humana utilizando los oligos PC04 (5"-GAA GAG CCA
AGG ACA GGT AC-3") y GH20 (5"-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3) (Saiki et

al., 1986).
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8.9.2 Identificacion de VPH

Para detectar la presencia de VPH en las muestras, una PCR fue realizada
usando oligos GP5+/GP6+, obteniendo un fragmento de 150 pb en casos positivos,
confirmando su presencia en un gel de agarosa al 1.5%. En tanto que el genotipo
se realiz6 mediante PCR anidada, como se describe a continuacion. La extraccion
de DNA'y el analisis de genotipo de VPH se realizé en 234 mujeres de acuerdo con
el estatus del grupo (VPH + n=170; VPH - n=64). EI DNA gendémico de las muestras
de citologia se analiz6 con reaccién en cadena de la polimerasa anidada mdultiple
(NMPCR), con la finalidad de determinar el genotipo de VPH. La secuencia blanco
de los genes EG6-E7 fueron obtenidas del GenBank. Los VPH-16 (K02718),
VPH18(X05015), VPH35 (X74477), VPH45 (X74479), fueron alineados con el
programa CLC Sequence Viewer version 8.0 y se determind una regidon consenso
GP-E6-E7; para el disefio de iniciadores consenso entre los 4 genotipos analizados;
sentido (GP-E6-3F) para VPH 16,18,35,45, antisentido para VPH16 y VPH 35(GP-
E6-5B) y antisentido para VPH 18 y 45(GP-E6-6B) (cuadro 2). Para incrementar la
sensibilidad, se realiz6 una PCR anidada; en la primera ronda se utilizaron
iniciadores consenso GP-E6/E7, obteniendo un amplicon de 600-630 pb, el cual fue
usado como molde para la PCR anidada utilizando pares de iniciadores especificos
para cada genotipo (VPH16, VPH18, VPH35, VPHA45) (cuadro 3). Para reducir el
namero de PCR anidadas diversos iniciadores de genotipos de VPH fueron
acomodados en multiples cocteles; Primer coctel contenia 3 diferentes pares de
iniciadores de genotipos VPH-16, 18 y 45, el segundo coctel un par de iniciadores

del genotipo 35.
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Las condiciones de PCR con iniciadores consenso E6 fueron los siguientes:
94°C por 1 minuto (min)., 40°C por 1 min. y 72°C por 2 min. para un total de 40
ciclos de amplificacion. El primer ciclo fue precedido por desnaturalizacion a 94°C
por 4 minutos. El ultimo ciclo fue seguido por elongacion a 72°C por 10 min. La PCR
anidada multiplex fue realizada con iniciadores especificos bajo las siguientes
condiciones: 35 ciclos de 94°C por 30 segundos (seg), 56°C por 30 seq, y 72°C por
45 seg. El primer ciclo fue precedido por un paso de elongacién por 4 min, paso de
desnaturalizacién y ultimo ciclo por 4 min de paso de elongacion. Todas las PCR
fueron realizadas en un volumen final de 25 pL conteniendo: 50 mM Tris-Hcl (pH
9.0) 50 mM NaCl, 200 pM cada dNTP, 1.8 mM MgClz, 1U DNA polimerasa
termoestable (GoTag® Flexi DNA Polymerase; promega, USA) y 0.1 uM de cada
iniciador. Cuatro pL de producto de PCR se usaron como templado para las
reacciones de PCR anidadas. 10 pL de productos de amplificacién fueron
analizados por electroforesis en geles de agarosa 1.5% previamente caracterizadas
y tincién con gelred. Muestras clinicas VPH-16, 18, 35 y 45 fueron utilizadas como

control positivo.
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Cuadro 2. Secuencias de iniciadores consenso GP-E6-E7 para determinacion de

genotipo 16, 18, 35,45 de VPHA

Amplicon
Nombre Secuencia (5-3") Secuencia (5-3")

(pb)
GP-E6-3F SENTIDO GGG WGK KAC CGA AAACGG T 35-53
GP-E6-5B ANTISENTIDO (VPH16,35) GAG NCA ACT GAN CTN TAC TGT 636-658 630 pb
GP-E6-6B ANTISENTIDO (VPH18, 45) TNC TNT GTN ACG ATC AAT TAAGC 663-688

a Codigo de una sola letra: W, A/T; K, G/T; R, A/G; Y, CIT; N, A/IC/GIT, -, idéntico a secuencia

consenso.
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Cuadro 3. Secuencias de iniciadores tipo-especifico PCR anidada empleados

en el estudio.

Iniciador | Amplicén (pb) Secuencia (5-3") Posicion (pb)

VPH 16 457 CACAGTTATGCACAGAGCTGC 141-161
CATATATTCATGCAATGTAGGTGTA 597-573

VPH 18 322 CACTTCACTGCAAGACATAGA 170-190
GTTGTGAAATCGTCGTTTTTCA 491-470

VPH 35 358 CAA CGA GGT AGA AAG CATC 157-178
CCG ACCTGTCCACCGTCCACCG 514-493

VPH 45 151 GTG GAA AAG TGC ATT ACA GG 82-101
ACC TCT GTG CGT TCC AAT GT 232-213
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8.9.3 Determinacion de la presencia de los miRNA: miR-145-5p, miR-148b-3p,
miR-195-5p en tejido cervical
8.9.3.1 Analisis de expresion miRNA

Se seleccion6 un subgrupo de pacientes (n = 35) para medir los niveles de
expresion de miRNA. Se realiz6 la extraccion de RNA y expresion relativa en este

subgrupo de estudio.

8.9.3.2 Obtencién de muestra de tejido cervical

Se obtuvieron muestras de tejido cervical aproximadamente 0.5-1.5 cm de
diametro mediante biopsia y se colocaron en tubos eppendorf estériles de 2 mL, con
1 mL de trizol LS (Ambion®, Austin, TX, USA) por cada 50-100mg de tejido y se
colocaron en hielo para evitar la degradacion del RNA durante su homogenizacién
con la ayuda de un homogeneizador Tissue tearror® (Biospec). Posteriormente se

almacené a -70°C hasta su procesamiento.

8.9.3.3 Extraccién de miRNA de tejido cervical

El miRNA se extrajo de muestras de tejido cervical de pacientes con NIC y
CaCu VPH+ y sin NIC VPH-, utilizando el kit miRNA easy RNA Qiagen® Las
muestras de tejido cervical fueron descongeladas y se colocaron en hielo para evitar
la degradacion del RNA durante su procesamiento, posteriormente se procedi6 a la
fase de separacion de RNA que consistid en incubar durante 5 min. a temperatura
ambiente con el fin de permitir una disociacion completa del complejo de
nucleoproteinas, posteriormente se afiadieron 140 pL de cloroformo al tubo que
contiene el homogenizado; se tapo y agitd vigorosamente durante 15 seg, seguido

de incubacion por 3 min a temperatura ambiente para iniciar la separacion de las
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fases. Las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm durante 15 min a 4°C. Una vez
separadas las fases, se tomé el sobrenadante (fase acuosa) de las muestras y se
coloco en un tubo eppendorf estéril de 2 mL, mientras que la fase organica de fenol-
cloroformo y la interfase de cada tubo se almacenaron a -20°C para extracciones
de DNAy proteinas. Se afiadieron 350 L de etanol 70% y se mezclé vigorosamente
en vortex. Se tomaron 700 pl incluyendo cualquier precipitado que se haya formado
en una columna RNeasy Mini spin en un tubo recolector de 2 mL, se cerro el tubo y
se centrifugd a 10000 rpm por 15 seg a temperatura ambiente, se recolecto el liquido
sobrante (contiene miRNA) en un tubo de reaccion de 2 mL, se afiadieron 450 pL
de etanol 100% al liquido obtenido anteriormente, se agité vigorosamente. Se
afiadieron 700 pL de muestra en una columna RNeasy Mini spin colocada en un
tubo recolector de 2 mL, centrifugd 10000 rpm por 15 seg a temperatura ambiente.
Se descart6 el liquido sobrante (se repitié este paso hasta que toda la muestra fue
pipeteada en la columna spin). Se afladieron 700 pL de buffer RWT a la columna
RNeasy Mini spin y centrifugé 10000 rpm por 15 seg para lavar la columna. Se
afadieron 500 pl de buffer RPE en la columna RNeasy Mini spin y centrifugé 10000
rpm por 15 seg; se descarto el sobrenadante, posteriormente se afiadieron 500 pL
de etanol 80% en la columna RNeasy Mini spin y centrifugé 10000 rpm por 2 min.
Para secar la membrana de la columna (descartar el tubo recolector y el liquido
sobrante), se coloco la columna RNeasy Mini spin en un tubo recolector nuevo de 2
mL y centrifugd 10000 rpm por 5 min, finalmente se coloco la columna RNeasy Mini
spin en un tubo recolector de 1.5 mL y afiadio 14 pl de agua libre de nucleasas en
la columna spin de membrana y centrifug6é a 10000 rpm por 1 min para obtener la

fraccion enriquecida de miRNA.
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8.9.3.4 Conversion de miRNA a cDNA
Una vez obtenido los miRNA se realiz6 una transcripcion reversa mediante
Tagman Advanced MicroRNA cDNA synthesis Kit Applied Biosystems (Foster City,

California, USA).
a. Reaccion Cola poly A:

Se afadieron 2 pL muestra miRNA y 3 uL de la reaccion Poly A teniendo un
volumen final de 5 pL, el cual en vortex se homogenizé y se colocod en el
termociclador con las siguientes condiciones: poliadenilacién: 37°C, Reaccion Stop

65°C 10 min., Hold: 4°C.
b. Reaccién de Ligacion:

Se mezcl6 la reaccién de ligacion para homogenizar reactivos y se afiadieron
10 pL de reaccion de ligacion a cada tubo que contenia previamente 5 pL de
reaccion poly A dando un total de 15 pL, se colocaron los tubos de reaccion en un

termociclador con las siguientes condiciones: ligacién; 16°C 60 min., Hold 4°C.
c. Reaccién RT:

Se afiadieron 15 pL de reaccion RT a cada tubo de reaccién que previamente
contenia 15 pL del producto de reaccion de ligacién, se homogeneizé con vértex,
se colocaron los tubos de reaccion en un termociclador con las siguientes
condiciones: transcripcion reversa: 42°C durante 15 min, Reaccion stop 85°C 5 min.,

Hold 4°C.

d. Reaccion miR-Amp:
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Se afadieron 45 pL de reaccién miR-Amp en un tubo nuevo. Se afiadieron 5
uL de producto de reaccion RT para un volumen final de 50 pL. se colocaron los
tubos de reaccion con las siguientes condiciones: Activacion enzima: 95°C durante
5 min., desnaturalizacion: 95°C 3 seg., alineamiento y extension: 60°C 30 seg.,
reaccion stop 99 °C 10 min. Hold 4°C.
8.9.3.5 Determinacion de expresion de miRNAs mediante RTg-PCR

La amplificacion y cuantificacion para los miR-148b-3p, miR-145-5p y miR-
195-5p se realizaron en PCR en tiempo real (RTg-PCR), utilizando sondas Tagman
Advanced microRNA Assays de Applied Biosystems (Foster City, CA, USA), para
esto los 5 L del producto de preamplificacion de RT se diluyeron en 45 uL de agua
inyectable (dilucion 1:10), se preparo la mezcla que contenia 5 pL de buffer 2X
master mix fast advanced, 0.5 uyL miRNA tagman advanced assay 20X (miR-145-
5p, miR-148b-3p, MiR-195-5p), 2 pyL agua libre de nucleasas y 2.5 uL de cDNA
diluido. Realizandose ensayos por duplicado para cada miRNA.

La relacién se llevé a cabo en el termociclador Step One Plus Real Time PCR
de Applied Biosystems (Foster City, CA, USA), con las siguientes condiciones:
activacion enzima 95°C 20 seg., desnaturalizacion 95°C 1 seg., alineamiento y
extension 60 °C 20 seg. por 40 ciclos.

Los resultados de expresiéon entre los pacientes con NIC, CaCu y sin NIC
VPH- con patologia benigna del cuello uterino permitieron tener los valores de CT
de cada miRNA. Como miRNA constitutivo se utiliz6 el miR-16-5p, el cual fue

seleccionado de acuerdo con su estabilidad entre diversos candidatos.
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Todas las muestras se realizaron por duplicado. Para cuantificar la expresion
génica relativa se utilizé el método de Livak y Schmittgen (2001).

Los calculos se basaron en la comparacién de los valores de umbral de ciclo
(Ct).

El método 2ACt expresa la proporcién obtenida de la relacién entre los
valores Ct de la muestra y los valores Ct del control:

Ratio = 244t
AACt = (ACt Muestra — ACt Control)
ACt = Ct miRNA problema — Ct miRNA constitutivo

Validacion del ensayo

Se realiz6 RTQ-PCR en un equipo StepOnePlus (Applied Biosystems). Se
utilizé agua libre de nucleasas (Ambion®) para los controles negativos. Junto a
estos, se utiliz6 cDNA de las muestras y se sometieron a amplificacion en un
volumen de reaccién de 10 pL. Las mezclas de reaccion para los controles y miR-
145-5p, miR-148b-3p, miR-195-5p contenian los siguientes componentes: TagMan
microRNA assays ® y Tagman universal PCR Master Mix, agua libre de nucleasas
(Ambion®), cDNA de tejido cervical. El ensayo se realizé por duplicado en
reacciones duplex miR-145-5p, miR-miR-148b-3p, miR-195-5p. La validacion del
ensayo se realiz6 de curvas estandar de 5 puntos con una dilucion 1:2 a
concentraciones de 400 ng, 200 ng, 100 ng, 50 ng y 25 ng de cDNA. La eficiencia
de amplificacion de la curva estandar con un valor < 95% para miR-145-5p, miR-
148b-3p, MiR-195-5p y miR-16-5p permitio utilizar una concentracion de 50 ng de

cDNA en cada reaccion.
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La eficiencia de amplificacion de la curva estandar presentd un valor <95%
para miR-145-5p, miR-148b-3p, MmiR-195-5p y miRNA enddgeno (miR-16-5p) y se
utilizé una concentracion de 50 ng de cDNA en cada reaccion. Se realizé una
cuantificacion relativa para obtener la diferencia entre los niveles de expresion del
mMiRNA endogeno de referencia y el miRNA diana en las muestras de CaCu en
comparacion con los niveles de expresion de los mismos miRNAs en las muestras
de mujeres voluntarias en donde el método AACt mostro los cambios en los niveles
de expresion en relacion con los valores Ct de la muestra y los valores Ct del control,
los cuales fueron calculados con el método 2-22Ct representado de la siguiente
manera:

2- AACt = 9- [(Ct mRNA Diana-Ct miRNA endégeno muestra]- [(Ct miRNA Diana-Ct miRNA endégeno) control]

La eficiencia de amplificacion de la curva estandar con valor <95% para miR-
145-5p, miR-148b-3p, miR195-5p y miRNA enddégeno (miR-16-5p) permitié utilizar
una concentracion de 50 ng de cDNA en cada reaccion.

8.9.4 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron como la media * desviacion
estandar. Se utilizé un analisis de varianza de una sola via (ANOVA) comparando
las medias con prueba post-test de Bonferroni, t de Student y prueba U de Mann-
Whitney con un nivel de significancia de p <0.05 (comparando perfil de expresion
de cada uno de los miRNAs en NIC y CaCu VPH+ y pacientes sin NIC VPH-. En el
caso de los rasgos dicotémicos se realizd prueba de chi-cuadrada para diferentes

frecuencias de genotipo entre las pacientes con y sin NIC y prueba de Pearson y
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Spearman fueron usadas para calcular coeficiente de correlacion entre variables.

Se utilizé el software estadistico STATA version 13.0.
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IX. RESULTADOS

9.1 Datos epidemioldgicos de pacientes con y sin neoplasia intraepitelial

cervical y CaCu

9.1.1 Prevalencia de pacientes VPH+ con y sin neoplasia intraepitelial cervical

Para el analisis se incluyeron 234 pacientes, correspondiendo 134 casos a
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) en estadios diferentes (I-11l). Para NIC | se
contd con 107 casos (79.8%), NIC Il con 17 (12.7%), y NIC Ill con 6 (45%) y cuatro
casos con CaCu (3%). El 100% de las pacientes con NIC y CaCu resultaron VPH+.
Se incluyeron 100 pacientes con patologia del cuello uterino diversa de tipo benigno
sin NIC y en este grupo, el 36% fueron VPH+y 64% VPH-.

En relacién con la prevalencia de VPH+ en los diferentes grados de NIC.
Donde NIC | present6 62.9%, seguido de mujeres sin NIC con 21.2%, NIC Il 10%,

NIC Il 3.5% y CaCu 2.4% (Figura 4.).
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Figura 4. Prevalencia de pacientes VPH+ con y sin neoplasia intraepitelial
cervical. NIC [: neoplasia intraepitelial cervical grado 1; NIC II: neoplasia
intraepitelial cervical grado 2; NIC Ill: neoplasia intraepitelial cervical grado 3; Sin

NIC: sin neoplasia intraepitelial cervical.
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9.1.2 Factores de riesgo asociados a cancer cervicouterino
9.1.2.1 Edad

La edad promedio de las pacientes fue de 37 afios (IC95% 35.8-38.7). En
NIC | (34.1 afios), NIC 1l (31.5), NIC 11l (39 afios), CaCu (52.5 afios) y pacientes sin
NIC (41 afos), encontrandose una diferencia significativa entre NIC | y VPH-
(p=0.000) (Cuadro 4). El mayor niumero de pacientes se encontro entre 25-44 afios;
el 61.2% resultaron ser NIC, sin NIC VPH+ (47.2%) y sin NIC VPH- (53.1%) (Cuadro
5), encontrandose una asociacion significativa en las pacientes entre 20-24 afios

(p=0.011) y 50-59 afios (p=0.0025) en relacién con VPH (Cuadro 6).

9.1.2.2Numero de parejas sexuales

El nimero de parejas sexuales promedio para pacientes con NIC | fue de
2.3£0.2, NIC 1l 2+0.3, NIC Ill 2.2£0.5, CaCu 2+0.7, sin NIC VPH+ 1.9+0.2, sin NIC
VPH- 1.8+0.1, presentandose con el menor numero de parejas sexuales las
pacientes sin NIC VPH — (Cuadro 4). encontrAndose una diferencia significativa en
pacientes VPH+ y VPH- que tuvieron 4 o mas parejas sexuales (p=0.018) (Cuadro
6).
9.1.2.3 Inicio de sexualidad Temprana

El inicio de relaciones sexuales en promedio fue de 17 afios (IC95% 17.3-
18.2), presentandose un mayor numero con NIC (79.9%) y sin NIC VPH + (77.8%)
entre los 15 y 20 afos. Las edades de las pacientes con NIC | fueron de 17.6+0.3
afos, NIC 1l 16.2+0.5 afios, NIC Il 16.6£0.4, CaCu 17.5£1.4, sin NIC VPH+ 17.3+0.5
y sin NIC VPH- 18.9£0.5 Encontrandose una diferencia significativa entre pacientes

con neoplasia intraepitelial cervical y sin NIC VPH- (p=0.01) (Cuadro 4).
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9.1.2.4 Tabaquismo

El 92.5% de las pacientes con NIC y CaCu no consumian tabaco y el 7.5%
consumia tabaco, el 100% de las pacientes sin NIC no consumian tabaco (Cuadro
5).
9.1.2.5 Antecedentes Heredofamiliares

El 82.8% de las pacientes con NIC no presentaron antecedentes
heredofamiliares, el 17.2% si lo hicieron. Las pacientes sin NIC, el 41.7% presento

antecedentes heredofamiliares, el 58.3% no present6 (Cuadro 5).

9.1.2.6 indice de masa corporal

El indice de masa corporal (IMC) promedio fue de 28 (IC95%: 27.3-28.6) en
el total de las pacientes. El 41.9% de las pacientes mantenian sobrepeso y 29%
obesidad (Cuadro 5). El promedio de las pacientes con NIC | fue de 27.5+0.5, NIC
[ 27.5+1.6, NIC Il 29.9+1.8 y CaCu 32.6+0.9. Se observé un mayor porcentaje de
obesidad conforme aumento6 el grado de lesion cervical.
9.1.2.7 Anticonceptivos

El uso de anticonceptivos fue referido en un 52.1% de las pacientes con NIC,
siendo quirurgico (30.6%), DIU (14.9%), hormonal (23.9%), condén (3.7%) y sin
método (26.9%) y sin NIC VPH+: DIU (5.6%), quirargico (13.8%), sin método
(80.6%), sin NIC VPH-: DIU (6.3%), hormonal (7.8%), condon (3.1%), quirdrgico
(9.4%), sin meétodo (73.4%) (Cuadro 5). Encontrandose una diferencia significativa
en el uso de anticonceptivos orales entre pacientes VPH+ y VPH- (p=0.004)

(Cuadro 6).
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9.1.2.8 Partos

Se observd una mayor paridad en las pacientes con LIEAG, observandose
100% de paridad en pacientes con NIC Ill. El nimero de partos promedio en NIC |
fue de 2+0.2, NIC 11 1.9£0.4, NIC 111 4.3+1.1, CaCu 11, Sin NIC VPH+ 1.9+0.3 y Sin

NIC VPH- 2.4+0.2 (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Factores de riesgo mas asociados a cancer cervicouterino

NIC Sin NIC

n =134 n =100

Variable NIC | NIC lI NIC 1l CaCu VPH+ VPH- P
(n=107) (n=17) (n=6) (n=14) (n =36) (n =64)

Edad, afios 34.1(1.0) 31.6(1.9) 39(3.9) 52.5(10.1) 40.6(1.9) 41.3(1.2) 0.000 *
Parejas sexuales 2.3(0.2) 2(0.3) 2.2(0.5) 2(0.7) 1.9(0.2) 1.8(0.1) 0.06
Inicio sexualidad, 17.6(0.3) 16.2(0.5) 16.6(0.4) 17.5(1.4) 17.3(0.5) 18.9(0.5)  0.01*
afios
IMC 27.5(0.5) 27(1.6) 29.9(1.8) 32.6(0.9) 28.5(0.7) 28.5(0.6) 0.49
Partos 2(0.2) 1.9(0.4) 4.3(1.1) 1(1) 1.9(0.3) 2.43(0.2) 0.43
Cesareas 0.4(0.8) 0.5(0.2) 0(0) 0.5(0.5) 0.8(0.1) 0.6(0.1) 0.07
Abortos 0.2(0.1) 0.1(0.1) 0(0) 0.25(0.2) 0.1(0.1) 0.2(0.09) 0.66
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Resultados expresados como la media + desviacién estdndar. Se realiz
comparacién entre grupos. Se considerdé como significativo un valor de p <0.05, se
utilizé un ANOVA de una via con prueba poshoc tipo Bonferroni. IMC; indice de
masa corporal; CaCu: cancer cervicouterino; NIC I: neoplasia intraepitelial cervical
grado 1; NIC Il neoplasia intraepitelial cervical grado 2; NIC Il neoplasia intraepitelial
cervical grado 3; VPH+: virus de papiloma humano positivo; VPH-: virus de papiloma

humano negativo.
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Cuadro 5. Caracteristicas sociodemograficas de los participantes del estudio.

NIC VPH+ Sin NIC VPH+ Sin NIC VPH-
(n =134) (n = 36) (n=64)
Variable N % N % N %
Edad, afios 6 4.4 0 0 1 1.6
15-19
20-24 22 16.4 3 8.3 2 3.1
25-44 82 61.2 17 47.2 34 53.1
45-49 13 9.7 9 25 11 17.2
50-59 8 6 5 13.9 16 25
60-64 1 0.8 0 0 0 0
65+ 2 15 2 5.6 0 0
Parejas sexuales 54 40.3 14 38.9 34 53.1
; 38 28.3 13 36.1 17 26.6
3 22 16.4 7 194 9 14
40 més 20 14.9 2 5.6 4 6.3
Inicio de sexualidad afios
<15 11 8.2 5 13.9 5 7.8
15-20 107 79.9 28 77.8 41 64.1
21-24 13 9.7 3 8.3 10 15.6
25 0 més 3 2.2 0 0 8 125
Tabaquismo Sl 10 7.5 2 5.6 0 0
NO 124 92.5 34 94.4 64 100
AHF Sl 23 17.2 15 41.7 23 35.9
NO 111 82.8 21 58.3 41 64.1
IMC Bajo peso 3 2.2 0 0 0 0
Normal 43 32 6 16.7 16 25
Sobrepeso 49 36.6 21 58.3 28 43.8
Obesidad 39 29.2 9 25 20 31.2
Anticonceptivos DIU 20 14.9 2 5.6 4 6.3
Hormonal 32 23.9 0 0 5 7.8
Condon 5 3.7 0 0 2 3.1
Quirurgico 41 30.6 5 13.8 6 9.4
Sin método 36 26.9 29 80.6 47 73.4
Paridad Ninguno 36 26.9 8 22.2 10 15.6
1-2 53 39.6 17 47.2 24 37.5
3 0mas 45 335 11 30.6 30 46.8
Cesareas 103 76.8 18 50 40 62.5
Ninguno
1-2 25 18.7 15 41.7 20 31.2
30 maés 6 4.5 3 8.3 4 6.3
Abortos 117 87.3 32 88.9 56 87.5
Ninguno
1-2 16 12 4 111 6 9.4
30 mas 1 0.7 0 0 2 3.1

n: nimero de pacientes; VPH: virus de papiloma humano; IMC: indice de masa corporal; AHF: Antecedentes Heredofamiliares.
Las edades fueron de acuerdo con Direccion general de Epidemiologia de la SS.
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9.1.3 Asociacion de factores de riesgo de CaCu y VPH

En relacion con factores de riesgo asociados a CaCu y VPH, encontramos
una asociacion significativa entre grupo de pacientes de 20-24 afios y VPH+ (OR:
5.3, 1C95%:1.22-23.27), 50-59 afios y VPH+ (OR: 0.27, 1C95% 0.12-0.60). Por otra
parte, las pacientes con 4 o mas parejas sexuales tuvieron un mayor riesgo de
contagio de VPH (OR: 3.6, IC95%: 1.19-10.68), de igual manera observamos una
asociacion significativa entre el uso de anticonceptivos orales y VPH+, mostrando
15.6 veces mas riesgo de contagio de VPH que las pacientes que utilizaban otro

método anticonceptivo (cuadro 6).

9.2 Determinacion de Genotipo de VPH de alto riesgo (VPH16, VPH18, VP35y

VPH45)

9.2.1 Integridad de DNA mediante gen de beta-globina

Para verificar la viabilidad de las muestras de DNA, se amplific6 por PCR
punto final un fragmento de 280 pb que corresponde al gen de la beta-globina
utilizando los oligos PCO4 y GH20. Se observo la integridad de DNA en un gel de
agarosa al 1.5 %. Se utilizé un marcador de peso molecular de 50 pb. Se utilizaron

8 muestras de pacientes con NIC, control positivo y control negativo (Figura. 5).
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Cuadro 6. Asociacion de factores de riesgo de CaCu y VPH

Iniciador VPH- P IC
VPH+ RM 95%
20-24 2 0.011
afios (edad) 25 5.3 1.22-23.27
50-59 15 0.025
afios (edad) 13 0.27 0.12-0.60
4 0 mas 4 0.018
parejas 22 3.6 1.19-10.68
sexuales
Uso de
Anticonceptivos 5 0.004 0.92-
orales
32
15.65 263.08

RM: razén de momios; IC= intervalo de confianza; p<0.05 se consideré
estadisticamente significativo. VPH+: virus de papiloma humano positivo; VPH-:

virus de papiloma humano negativo.
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Figura 5. Determinacion del gen beta-globina. Carril 1 (marcador de 50 pares de
base), carriles 2 al 9 (muestras de pacientes con NIC) encontrandose un producto
de 280 pb del gen de la beta globina, carril 10 control positivo y carril 11 control

negativo, Carril 12 (marcador de 50 pares de base).

101



9.2.2 Genotipo de VPH 16, 18, 35y 45 de alto riesgo en pacientes con y sin
neoplasia intraepitelial cervical

De los 234 pacientes analizados, 72.6% (n =170) fueron positivas a la
deteccion molecular de VPH, con una edad promedio 35.8+11.3 para VPH+ y
41.3+9.9 VPH- (P=0.001), el 34.1% de pacientes VPH positivos fueron genotipos de
alto riesgo (16,18,35,45); 16 (20%), 45 (18.8%), 35 (12.4%) y 18 (5.3%);
encontradndose algun genotipo de alto riesgo en 26.9% de casos VPH+ y en 22%
sin NIC VPH+; utilizando iniciadores GP5+ y GP6+ e iniciadores especificos de
genotipo (Figura 6).

En la Figura 7, se muestra la frecuencia de genotipos de alto riesgo en
pacientes con y sin NIC, VPH16 por grado de NIC fue de 17.8% en NIC |, 11.8% en
NIC 11, 33.3% en NIC Ill, 30.6% en pacientes sin NIC; VPH18: 4.7% NIC I, 5.9% NIC
Il, 25% CaCu y 5.6% sin NIC. VPH35: 9.3% NIC I, 11.8% NIC II, 25% CaCu, 22.2%
sin NIC. VPH45: 12.5% NIC 1, 17.6% NIC 1lI, 33.3% NIC 1lI, 38.9 sin NIC.
Observamos una alta frecuencia de VPH 45 en pacientes sin NIC (38.9%) y VPH18

y 35 en pacientes con CaCu.
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Figura 6. Presencia de VPH utilizando iniciadores GP5+/GP6+ e identificacion
de genotipo con iniciadores especificos. Carril 1: control negativo, carril 2,3:
muestras sin NIC VPH+ con un fragmento de 150 pb, Carril 4: control positivo, Carril
5: marcador de 50 pares de bases), Carril 6: muestra VPH 35 positiva con un

fragmento de 358 pb.

103



38.9
15 333 333 30.6
ﬁ %0 2525
E 25 22.
320 17.8 17.6
;:; 15 125 118118
i0 9,
Ll | I
0

NIC | NIC Il NIC 1 CaCu sin NIC
=VPH16 VPH18 = VPH35 mVPH45

Figura 7. Frecuencia de genotipos de VPH de alto riesgo en pacientes con y
sin neoplasiaintraepitelial cervical. CaCu: cancer cervicouterino; NIC I: neoplasia
intraepitelial cervical grado 1; NIC Il neoplasia intraepitelial cervical grado 2; NIC I
neoplasia intraepitelial cervical grado 3; VPH: virus de papiloma humano; Sin NIC:

sin neoplasia intraepitelial cervical.
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9.2.3 Frecuencia de infeccion multiple de VPH de alto riesgo

En relacion con la presencia de més de un genotipo de VPH de alto riesgo,
se muestra en la figura. 8, que el 13.1% de las pacientes con NIC | presentaban
mas de un genotipo de alto riesgo, 17.6% NIC I, 33% NIC Ill, 25% CaCu, 27.8% sin
NIC. El mayor porcentaje de infeccidbn multiple se presento entre genotipos en NIC
I: VPH 16y 18, 35y 45, NIC Il: 16 y 45, 16,35,45y 35,45; NIC Ill: 16 y 35, CaCu: 18
y 35; sin NIC: 16y 35, 16 y 45.
9.3 Expresion de miR-148b-3p, miR-145-5p, miR-195-5p en pacientes con NIC,
CaCu VPH+ de alto riesgo y sin NIC VPH-

Se midieron los niveles de expresion de miRNA en un subgrupo de 35
mujeres con NIC VPH+ de alto riesgo (n=12) y sin NIC VPH- (n=23).
9.3.1 Evaluacion de la expresion de sondas tagman miR-148b-3p, miR-145-5p,
miR-16-5p (constitutivo), miR-195-5p

En relacion con la adecuada amplificacion de las sondas, se realizé una
gPCR para determinar amplificacién de cada una de las sondas miR-148b-3p, miR-
145-5p, miR-195-5p, miR16-5p) para comenzar a procesar todas las muestras de
pacientes con NIC VPH positivas de alto riesgo y pacientes sin NIC VPH-, donde
pudimos observar que si amplificaron correctamente.
9.3.2 Determinacioén de niveles de expresion relativa de miR-148b-3p, miR-145-
5p, miR-195-5p en pacientes con NIC, CaCu VPH+ de alto riesgo y sin NIC VPH-

Se realiz6 la determinacion de expresion de miR-148b-3p, miR-145-5p, miR-
195-5p en 12 muestras de pacientes con NIC y CaCu VPH+ de alto riesgo (16, 18,

35, 45) y 23 muestras sin NIC VPH-.
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miR-148b-3p y miR-145-5p mostraron sobreexpresion 15.35 veces y 18.25
veces en pacientes con NIC VPH+ respectivamente con respecto a pacientes sin
NIC VPH-, encontrandose una diferencia significativa (p = 0.002 and p = 0.003,
respectivamente). miR-195-5p mostro sobreexpresion 2.60 veces mas en pacientes
con NIC VPH+ con respecto a pacientes sin NIC VPH- (Figura.9). Se observo mayor
expresion en pacientes con LIEAG respecto a pacientes de LIEBG y sin NIC VPH-
de miR-148b-3p, miR-145-5p y miR-195-5p.

El miR-148b-3p se sobreexpreso 57.61 veces en infeccion simple respecto a
infeccion multiple 49.3 veces; miR-145-5p se sobreexpres6 36.53 veces en
infeccién multiple respecto a infeccion simple, encontrandose diferencia significativa
(p = 0.047), miR-195-5p se sobreexpreso 4.19 veces en infeccion multiple respecto
a infeccion simple. Los genotipos de VPH de alto riesgo en infeccién simple fueron
VPH 16 y 35 y en infecciones multiples fueron VPH16 con 18, 16 con 45y 18 con
35 (Figura. 10). Ademas, observamos una diferencia significativa en los niveles de
expresion de miR-195-5p entre pacientes VPH 45+ y VPH 45-. Pacientes con
genotipo VPH 45+ presentaron mayores niveles de expresion 5.65 veces (p = 0.046)
(Figura. 11). Interesantemente, encontramos que la expresion de miR-195-5p
distinguia a pacientes con NIC | de aquellos mas agresivos NIC Il/11l, los niveles de
expresion mas elevados fueron observados en NIC de alto grado (p = 0.045).
Observamos una fuerte correlacion entre miR-148b-3p y miR-145-5p con un
coeficiente de correlacion de 0.917 (p=0.001). Sin embargo, no se encontré una
relacion significativa entre miR-195-5p y miR-148b-3p y miR-145-5p (p=0.253 y

p=0.086 respectivamente (Figura 12.).
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Figura 8. Frecuencia de infeccion multiple de VPH16, VPH18, VPH35 y VPH45.
CaCu: cancer cervicouterino; NIC I: neoplasia intraepitelial cervical grado 1; NIC I
neoplasia intraepitelial cervical grado 2; NIC Il neoplasia intraepitelial cervical grado

3; VPH: virus de papiloma humano; Sin NIC: sin neoplasia intraepitelial cervical.
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Figura 9. Expresion relativa de miR-148b-3p, miR-145-5p y miR-195-5p. PCR en
tiempo real muestra niveles de expresion mas altos de miR-148b-3p and miR-145-
5p en pacientes VPH positivas. Nuestros resultados no mostraron diferencia
significativa en los niveles de expresion de miR-195-5p entre grupos. Barras de error

indican + DE. ** p < 0.05.
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Figura 10. Niveles de expresion relativa de miRNAs y tipo de infeccion.
Nuestros resultados muestran niveles de expresién significativamente mas altos de
miR-145-5p entre infecciones simples e infeccién multiple, sin embargo, esto no se

observé en miR-148b-3p y miR-195-5p. Barra de error indica + DE. ** p < 0.05.
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miR-195-5p y Genotipo VPH45
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Figura 11. Niveles de expresion de miR-195-5p y genotipo VPH45. PCR tiempo
real muestra una diferencia significativa en los niveles de expresion de miR-195-5p
entre los estados de pacientes con VPH45. VPH45 positivos muestran mayor nivel
de expresion con un cambio de 5.64 veces. Barras de error indican £ DE. ** p <

0.05.
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Figura 12. Analisis de correlacion entre expresion relativa de miRNAs. Se
realizd un analisis de correlacion a los miRNAs de nuestro estudio. La expresion
relativa de miR-145-5p y miR-148b-3p tuvieron una fuerte correlacién positiva con
un coeficiente cercano a 1. Respecto a miR-195-5p, nuestros resultados no
mostraron una correlacion significativa entre los niveles de expresion de miRNAs

148b-3p y 145-5p.
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9.3.3 Factores de riesgo asociados a CaCu en pacientes VPH16, 18, 35, 45
positivos de alto riesgo en las cuales se evalud expresion de miR-148b-

3p, miR-145-5p, miR195-5p.

9.3.3.1 Edad

La edad promedio de las pacientes fue de 39 afios (IC95% 35.8-42.3). En
LIEBG (35.5 afios), LIEAG (40.9 afos) y sin NIC VPH- (41.2 afos) no
encontrdndose una diferencia significativa. En cuanto a cesareas se observé una
diferencia significativa entre LIEBG y sin NIC VPH- (P=0.02). En las demas variables
de riesgo asociadas a céncer cervicouterino no fueron estadisticamente

significativas, lo cual se refiere en el cuadro 7.
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Cuadro 7. Factores de riesgo mas asociados a cancer cervicouterino en pacientes
VPH 16, 18, 35, 45 positivos de alto riesgo, en las cuales se evalu6 expresion de

mMiR-148b-3p, miR-145-5p, miR195-5p.

NIC Sin NIC
n=25 n=25 P

Variable LIEBG LIEAG VPH-

n=18 n=7 n=25
Edad, 35.5+11.6 40.9+16.2 41.2+48.1 0.23

afos
Parejas 1.6+0.8 2.7+1.3 1.8+0.9 0.06
sexuales
Inicio 17.4+2.6 16.8+0.8 18.4+3.9 0.40
sexualidad, afios

IMC 26.4+4.4 27.6+3.2 28.1+5.0 0.49
Partos 2.7+2.7 3+3.2 2.1+1.7 0.61
Cesareas 0.1+0.3* 0.1+0.3 0.9+1* 0.01
Abortos 0.1+0.3 0+0 0.2+0.8 0.59

Resultados expresados como la media + desviacion estandar. Se realiz6 comparacién entre grupos.
Se consideré como significativo un valor de p <0.05, se utiliz6 un ANOVA de una via con prueba
poshoc tipo Bonferroni. IMC; indice de masa corporal; CaCu: cancer cervicouterino; NIC I: neoplasia
intraepitelial cervical grado 1; NIC Il neoplasia intraepitelial cervical grado 2; NIC Il neoplasia
intraepitelial cervical grado 3; VPH +: virus de papiloma humano positivo; VPH-: virus de papiloma

humano negativo.
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X. DISCUSION

10.1 Datos epidemioldégicos de pacientes con y sin neoplasia intraepitelial

cervical

10.1.1Prevalencia de pacientes con y sin neoplasia intraepitelial cervical

La prevalencia de NIC en nuestra poblacibn de acuerdo al estudio
histopatolégico fue de 62.9% NIC I, 10% NIC II, 3.5% NIC Ill, 2.4% CaCu y 21.2%
sin NIC, lo cual concuerda por lo reportado por Medina-Villasefior et al., 2014, en
donde analizaron 568 pacientes donde la edad mas frecuente fue de 24-45 afios y
quienes encontraron de acuerdo al estudio histopatolégico mayor prevalencia en
NIC | con 83.98% y 16.02% de NIC II, NIC Ill y carcinoma in situ (LEIAG), en nuestro
grupo de estudio de igual manera la edad mas frecuente de pacientes con NIC fue
de 24-45 afos y la prevalencia en pacientes con LIEAG fue similar con 15.9%;
ambas poblaciones son mexicanas por lo cual tiene comportamiento similar
respecto a la prevalencia de NIC. En poblacién brasilefia la edad fue de 18-85 afios
(edad media 38 afios), en la cual se detecto 31.9% de LEIBG), 15.8% LEIAG y CaCu
2.3% (De Brot et al., 2017), lo cual concuerda con la tendencia de prevalencia
encontrada en nuestro estudio. En relacién con VPH+ todas las pacientes con alguin
grado de NIC fueron positivas a VPH (100%), y 21.2% de las pacientes sin NIC, lo
cual coincide con lo reportado por Wolday et al., 2018 encontrando que el 100% con
algun grado de lesion cervical fue VPH+ y 48.9% con citologia normal. Camacho-
Ureta et al. 2018 observaron 52.4% de citologia. La edad de nuestras pacientes
coincide con la edad de otros estudios, es por esto la razén de una prevalencia

similar de NIC y CaCu en nuestro estudio con lo reportado por otros autores; sin
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embargo, en poblacion china el 77.6% con algin grado de NIC fue VPH+ y 22.4%
de pacientes sin NIC (Bao et al., 2022). La distribucién del promedio de edad en las
3 etapas cada vez mas severas en carcinogénesis cervical e infeccién aguda de
VPH, NIC Il y cancer es esencial (Franceshi et al., 2006). Los picos de distribucion
varian por region geografica (Franceshi et al., 2006) y reflejan la edad promedio
local de la primera relacion sexual, dado que la infeccion de VPH “inicia el reloj” para
los eventos siguientes (Herrero et al., 2005). Pocos afios después de la edad
promedio a la cual la mujer comienza su vida sexual activa, hay un pico alto de
infecciones de VPH seguido por una disminucion gradual (Herrero et al., 2005); un
pico bajo de NIC Ill sucede de 5-15 afios después (el pico de diagndstico de NIC I
sucede a edades mas jovenes con el incremento de intensidad de programas de
deteccion); y el pico o meseta prolongado en céanceres invasivos ocurre en las
décadas siguientes (Altekruse et al., 2007). El tiempo prolongado requiere una
transicion de infeccion a cancer invasivo, tiene dos aplicaciones importantes: pocos
casos de rapida aparicion de CaCu ocurren antes de los 25 afios y la mayoria de
los canceres diagnosticados se presentan después de los 40 afios de edad
(Altekruse et al., 2007).

La prevalencia de VPH permanece debajo de los 25 a 35 afos y disminuye
con la edad en ltalia, paises bajos, Espafa, Argentina, Korea y Vietham. Mientras
gue en México, Colombia y Chile un segundo pico de la prevalencia de VPH fue
detectado en mujeres de mayor edad, en regiones mas pobres de Asia y Nigeria fue
alta en todas las edades (Franceschi et al., 2006). lllades et al., 2009, el 100% de
las mujeres con CaCu fueron VPH positivas y 35.5% de los controles. lllades et al.

2009, reportaron que VPH de alto riesgo estuvo presente en 94.7% de los casos de
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CaCu similar a lo encontrado en otras partes del mundo (Walboomers et al., 1999)
y en México (Tirado-Gomez et al., 2005). VPH16 es por lejos el mas prevalente en
CaCu, en carcinoma de células escamosas fueron VPH16,18,31,45,58,69,52 y
6,11,33,56,67; en adenocarcinoma fueron VPH16,18,31,69 (Tirado-Gémez et al.,
2005). Existe una variacion entre diferentes tipos histolégicos de cancer, VPH16 se
encontr6 mas seguido en adenocarcinoma o0 carcinoma adenoescamoso
(ADC/ADSC) (78.7%) y en carcinoma de células escamosas (SCC) (65.5%); similar
a lo encontrado en el norte y sur de Africa donde VPH16 fue encontrado en 72% de
los casos de ADC (Castellsague et al. 2006), sin embargo a nivel mundial VPH16
fue identificado en 55.2% de SCC y 31.3% de ADC y en la ciudad de México fue
encontrada en 45.1% de los casos de CaCu. En el sureste de México, VPH18 fue
mas frecuente en SCC (9.3%) que en ADC (7.1%) con lo cual no concuerda con
otros estudios donde SCC esta presente en 12.3% (Clifford et al., 2003) y 37.7-39%
en ADC (Castellsague et al., 2006). Lépez Revilla reporté en pacientes de 16 a 78
afnos una prevalencia de LSIL (73.1%), HSIL (16.7%) y carcinoma invasivo en 10.2%
(Lopez Revilla et al., 2008).

A través de edades (20 a 69 afios), los tipos de VPH mas comunes asociados
con alto grado de neoplasia intraepitelial cervical (NIC grados 2 y 3) fueron VPH16
(51%), 52 (19%), 31 (17%), 33 (13%) y 18 (12%) (Innes et al., 2018). Sin embargo,
hubo una tendencia a tasas mas altas de infeccion por VPH 16 y 18 en comparacion
con otros genotipos de VPH en mujeres de 20 a 29 afios (Innes et al., 2018). Los
genotipos de VPH comunmente detectados asociados con cancer cervical invasivo

fueron VPH16 (51%), 18 (21%), 31 (4%), 45 (3%) y 52 (3%) (Innes et al., 2018).
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10.1.2 Factores de riesgo asociados a cancer cervicouterino

10.1.2.1 Edad

El VPH es la infeccion de transmision sexual mas comuan en las mujeres (Aral
et al., 1999). EI 50% de las mujeres sexualmente activas estan infectadas con algun
tipo de VPH, que puede promover el desarrollo de cancer (Galloway et al., 1998).
Pacientes con VPH de alto riesgo que no aclaran espontdneamente después de 1
0 2 afios tienen un mayor riesgo de desarrollar cancer (De Brot et al., 2017). La tasa
de infeccién por VPH en mujeres sanas jovenes esta entre 28 a 46% (Bauer et al.,
1991, Collins et al., 2002). Esa misma infeccién puede remitir con el tiempo. El pico
de prevalencia de la infeccion por VPH en mujeres ocurre cerca de los 20 afios
(Naucler et al., 2008). Después de los 20 afios la prevalencia declina, aunque ocurre
un segundo pico en mujeres posmenopausicas en algunas areas geograficas
(Naucler et al., 2008). Esto podria ser atribuido a la persistencia viral, o
posiblemente nuevas adquisiciones (Naucler et al., 2008). El 80% de las personas
sexualmente activas tuvieron una infeccion de VPH antes de los 45 afios (Smith et
al., 2008). Afortunadamente en un 80% de los casos la infeccién es transitoria y
aclarada naturalmente en individuos inmunocompetentes 12-24 meses. (Jaisamrarn
et al.,2013) los picos de infeccidn fueron identificados en el inicio de la vida sexual
hasta los 25 afios (Bruni et al., 2021; Smith et al., 2008). Diversos estudios han
reportado un segundo pico de infeccion en mujeres postmenopausicas,
particularmente en Africa y América central (Yan et al., 2021).

El intervalo entre la infeccién y el diagndstico de cancer es de 10 a 20 afios

(Snijders et al., 2008). En nuestro grupo de estudio, la edad promedio de las
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pacientes fue de 37 afos con un rango de edad de 16 a 70 afios, las pacientes con
mayor grado de neoplasia presentaron una mayor edad que aguellas mas jévenes,
esto quiza debido a que hay una mayor persistencia del virus conforme la edad
aumenta, lo cual fue reportado por Plummer et al., 2007 donde mujeres =50 afios
comparado con mujeres < 20 afios presentaban mayor persistencia viral (Plummer
et al., 2007). En nuestro grupo de estudio observamos que las pacientes de CaCu
fueron las de mayor edad con un promedio de 52 afios. Syrjanen et al. Describen
que la mayoria de las infecciones de VPH en mujeres mayores de 55 afios estan
asociados a lesiones de alto grado y CClI, esto se debe a la inhabilidad para aclarar
el virus y la transicion de infeccion episomal a integracion viral, asi como la seleccién
clonal (Syrjanen et al., 2008). La edad mas frecuente fue de pacientes con NIC fue
24-45 afios, lo cual coincide con Medina-Villasefior et al., 2014 en poblacién
mexicana (Medina-Villasefior et al., 2014). La edad media de las pacientes con NIC
| fue 34 afos, NIC Il (31 afios), NIC 1l (39 afos), CaCu (52 afios), sin NIC (40 afios),
lo cual es similar a lo reportado por Medina-Villasefior donde la edad media de las
pacientes con NIC | fue de 36 afios, para las lesiones de alto grado NIC Il 'y NIC 11l
fue de 41 afos (Medina-Villaseiior et al., 2014), lo cual corresponde a lo reportado
en otras publicaciones nacionales (Villalobos et al., 2008; Yafiez et al., 2009).
lllades et al., 2009 reportaron que el promedio de edad fue de 52.2 afios en los
casos y 50.5 afos en los controles; el 53% de los casos de CaCu ocurrié en mujeres
de 50 afios 0 mas, 41% en mujeres de 35-49 afos y 6% de mujeres de 34 afios o
mas jovenes (illades et al., 2009). Velazquez-Marquez en poblacion poblana reporto
que la mayor prevalencia de infeccion de VPH fue en mujeres jovenes (18-24 afos)

y disminuyo ligeramente 25-34 y 35-44 afos, bajo drasticamente 45-54 afios e
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incrementd para alcanzar el mayor nivel 55-64 afios (Velazquez-Marquez et al.,
2009). La edad media fue 41.5 afios (18-85 afios) la edad media para el grupo de
cancer fue 52.7 afos, HSIL 50.3 afios, LSIL 38.7 afios y en el grupo de citologia
normal fue 45.2 afos (Velazquez-Marquez et al., 2009). Los picos de infeccion
fueron identificados en el inicio de la vida sexual a los 25 afios (Bruni et al., 2010) y
un segundo pico de infeccidon en mujeres postmenopausicas (Yan et al., 2021), esto
debido a la senesencia del control inmunologico celular, reactivacioén de la infeccién
latente y adquisicion de nuevas infecciones a través de transmision sexual (Yan et
al., 2021).
10.1.2.2 Numero de parejas sexuales

El nUmero de parejas sexuales en pacientes con y sin NIC fue en promedio
de 2, presentandose con el menor niumero de parejas las pacientes VPH -. Se
observo una diferencia significativa en pacientes con NIC y sin NIC VPH+ y sin NIC
VPH- (p=0.04).

El riesgo de contagio con VPH fue mayor en aquellas pacientes con mas de
4 parejas sexuales (RM: 3.16, 95% IC: 1.19-10.68). El mayor porcentaje de las
pacientes refirieron tener una pareja sexual y mas de 2 parejas, las pacientes con
algun grado de neoplasia, lo cual concuerda con lo reportado por Castellsague; el
namero de parejas y la sexualidad temprana se relacionan con genotipos de alto
riesgo a nivel mundial (Castellsague et al., 2008). En el estudio de Medina-Villasefior
et al, 2014, el 14.89% de los casos tuvieron solo un compafiero sexual y el 85.01%
mas de uno (Medina-Villasefior et al, 2014), en mexicanas sexualmente activas con

infeccion subclinica detectada por PCR, la frecuencia encontrada es de 20%, con
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incremento en el riesgo a 50-60% cuando tienen o han tenido varias parejas

sexuales (Sam-Soto et al. 2011).

10.1.2.3 Inicio de sexualidad temprana

El inicio de relaciones sexuales en promedio fue de 17 afios (IC95% 17.3-
18.2), presentandose un mayor numero en pacientes con NIC (79.9%) y sin NIC
VPH + (77.8%) entre 15 y 20 afios. Se observo una diferencia significativa entre
pacientes con NIC y sin NIC VPH- (p=0.01), lo cual difiere por lo reportado por
Camacho et al. 2018 quienes encontraron que el 46% inicio relaciones sexuales >18
afos y 52% VPH+ >18 afios (Camacho et al. 2018). Sin embargo, fue similar a lo
reportado por Medina-Villasefior donde el inicio de vida sexual tuvo un rango de 13-
35 afios, con promedio de 16 afios, lo cual confirma que la infeccion por el VPH se
adquiere en la adolescencia, muy rapidamente después de iniciar su actividad
sexual (Medina-Villasefior et al, 2014),. Se ha documentado que la prevalencia de
la infeccién por VPH entre las mujeres de 20 afios es del 22-24% (Medina-Villasefior
et al, 2014).

El promedio de inicio de las relaciones sexuales en los Estados Unidos de
Norte América es de 16.4 afios; en México segun la encuesta Gente Joven de la
Fundacion Mexicana de la Formacién Familiar (MEXFAM), la edad promedio de la
primera relacion sexual fue de 15.2 afios en hombres y 15.3 afios en mujeres en el
grupo de 13 a 19 afos (Baseman et al., 2005). En el 2000, el Instituto Mexicano de
la Juventud, report6 que el 60% de los hombres y 51% de las mujeres del grupo de
15 a 29 afos eran sexualmente activos (Baseman et al., 2005). Se ha documentado

gue el inicio temprano de la vida sexual incrementa el riesgo de infeccion por VPH
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y se relaciona con el mayor numero de compafieros sexuales, que cada nueva
pareja sexual aumenta 10 veces el riesgo Baseman et al., 2005). Tener un
compafero sin circuncidar y el uso inconstante o inadecuado del preservativo,
aumenta el riesgo de transmision (Baseman et al., 2005). De acuerdo a la CONAPO
2014, en las mujeres entre 25 y 34 afos y 35 a 49 afos, brinda la posibilidad de
comparar el comportamiento de dos generaciones, para la ultima generacion
mencionada, las nacidas entre 1965 y 1979, se estimé que el 50 por ciento habia
experimentado su primera relacion sexual a los 18.4 afios, mientras que las nacidas
entre 1980 y 1989 tuvieron su primer encuentro sexual a los 17.7 afios; es decir, a
una edad menor que la cohorte anterior, por lo cual podriamos decir que la
generacion mas joven tendra un periodo mas amplio de exposicion al riesgo de un
embarazo o de adquirir alguna ITS (CONAPO, 2014).

Tal como indican los datos, en la etapa de la adolescencia es cuando la mitad
de las mujeres tuvieron su primera relacion sexual, ademas se observa que, al
clasificarla, de acuerdo al nivel de escolaridad, hubo un descenso de la edad en
todos los niveles en las dos generaciones, aunque en ambos casos hay una
postergacion de la edad de inicio de la primera relacién sexual conforme aumenta
el nivel de escolaridad (CONAPO 2014).

Asi, en 2014, las que no tienen escolaridad o cuentan con primaria
incompleta comenzaron en la etapa media de la adolescencia de 15.9 y 16.5 afios,
respectivamente; las que cuentan con primaria completa a los 16.8 y 17.5 afios, en
este caso se observa que las mas jévenes comienzan un poco antes de la fase
tardia de la adolescencia; y las de secundaria 0 mas, en ambas generaciones inician

en la fase tardia de esa etapa, 17.9 y 19.0 afios, respectivamente; en el caso de las
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jovenes la brecha entre las menos escolarizadas y las mas escolarizadas baja a dos
afos respecto a las més adultas que tuvieron una brecha de 2.5 afios; esto muestra
gue las mujeres con bajo nivel de escolaridad tienen una mayor posibilidad de tener
un hijo a una edad mas temprana (CONAPO 2014). De acuerdo al lugar de
residencia, se observa que, en los Ultimos cinco afos, en las zonas rurales no se
presentaron cambios en la edad mediana al primer encuentro sexual (17.5 afios en
las mujeres de 25 a 34 y 17.6 afos en las de 35 a 49 afos), mientras que en las
zonas urbanas las jovenes tienden a iniciar a una edad mas temprana respecto de
las adultas, de 17.7 a 18.6 afos, respectivamente (CONAPO 2014).

El inicio de las relaciones sexuales a una edad mas temprana en las mujeres
entre 25 y 34 afios se presentd en todas las entidades federativas del pais, entre
las que destaca Nuevo Leo6n con un descenso de la edad en afio y medio, seguido
por Jalisco, Aguascalientes, Sonora, Nayarit, Ciudad de México y Coahuila, quienes
comenzaron un afo antes que las mujeres entre 35 y 49 afios (CONAPO 2014).
Asimismo, se observa que en Chiapas la generacion de 35 a 49 afios inicié a una
edad mas temprana (17.6 afios) que en el resto de las entidades; de igual forma,
considerando a las de 25 a 34 afos, Chihuahua es la entidad en la que 50 por ciento
de las mujeres tuvo su primera relacion sexual antes de los 17.2 afios, esto es, una
edad todavia menor que la registrada en Chiapas (CONAPO 2014). Por otra parte,
la entidad federativa donde la mitad de las mujeres inicio a una edad mas tardia en
las adultas (35 a 49 afnos) fue Nuevo Ledn a una edad de 19.2 afios y, en las mas
jovenes es Zacatecas con una edad de 18.3 aflos (CONAPO 2014). Estos
resultados muestran que, si no hay un acompafamiento de orientacion y acceso al

uso de métodos anticonceptivos, existe una mayor posibilidad de que las mujeres
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tengan un embarazo en la adolescencia, o bien contraigan una ITS. Se ha
observado un incremento en el riesgo de lesiones preinvasivas y CaCu, cuando las
mujeres iniciaron su vida sexual activa antes de los 20 afios, lo cual puede deberse
a la inmadurez del cuello uterino como mencionan algunos autores (Mufioz et
al.,2007). La exposicién del VPH es muy comun en la adolescencia después del
inicio de las relaciones sexuales, como por ejemplo se ha encontrado que el 38%
de las mujeres universitarias han resultado positivas a la prueba del DNA del VPH
por PCR, pero solo el 13% desarrollan cambios citol6gicos por alguna lesion de bajo
grado por el VPH (Winer et al., 2011). En nuestro estudio el 46% de las pacientes
presentaron algun grado de neoplasia. El riesgo de infeccibn aumenta con el
namero total de parejas sexuales y con el nimero de parejas sexuales del
compafiero actual (Ho et al., 1998) Velazquez-Marquez reportd que el inicio de vida
sexual en sus pacientes fue 18.8 afios (14-36 afios) (Veldzquez-Méarquez et al.,

2009).

10.1.2.4 indice de masa corporal (IMC)

El IMC promedio fue de 28 (IC95%: 27.3-28.6) en el total de las pacientes. El
41.9% de las pacientes mantenian sobrepeso y 29% de obesidad. Las pacientes
con NIC | presentaron 27.7% de obesidad, NIC Il (27.8%), NIC Ill (60%), y CaCu
(80%), sin NIC (28.8%), por lo anterior las pacientes con mayor grado de neoplasia
presentaron mayor porcentaje de obesidad, lo cual coincide con Lacey et al. 2003,
guienes observaron mayor prevalencia de obesidad en mujeres con LIEAG (Lacey

et al. 2003).
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10.1.2.5 Uso de anticonceptivos

Fue referido en un 52.1% del total de las pacientes, siendo los mas frecuentes
la cirugia (22.2%) y hormonal (31.7 %). Moreno et al. 2002 observaron un
incremento en el riesgo en la incidencia de CaCu y lesiones precursoras en mujeres
que consumen anticonceptivos orales, lo que concuerda con nuestra poblacion de
estudio, ya que se encontrd 15.6 mas riesgo de CaCu en las pacientes que utilizan
anticonceptivos orales (p=0.004) comparado con pacientes que utilizaban algun otro
método anticonceptivo. En el estudio de Medina-Villasefior, los anticonceptivos
orales fueron utilizados en el 30.99% de los casos (Medina-Villasefor et al.,2014).
El uso de anticonceptivos orales se ha asociado con CaCu, en sujetos VPH+ de un
estudio en Manchester para NIC Il un OR de 1.5 (95%ClI, 0.8-2.9) por 8 afios o mas
de uso de anticonceptivos orales comparado con quienes no usaban
anticonceptivos orales (Deacon et al., 2000), Otros estudios no encontraron un
incremento del riesgo para NIC o CaCu (Schiffman et al., 1993; Lacey et al., 1999),
pero el estudio realizado por Lacey encontr6 una asociacién con el uso de
anticonceptivos orales para adenocarcinoma in situ (OR=17.1, 95% CI:1.5-188.2).
En el estudio de Copenhagen un patrén de disminucion de riesgo de ASCUS, LSIL
y HSIL fue visto con el incremento en el nUmero de afios con anticonceptivos orales
en mujeres VPH positivas (Kruger-Kjaer et al., 1998). En el estudio de Costa Rica
de HSIL/CC, encontraron un incremento de riesgo por 5 aflos o0 mas en el uso de
anticonceptivos orales solo en mujeres con menos de 3 embarazos (OR= 3.1, 95%
IC: 1.1-9.1) (Hildesheim et al., 2001). En contraste, la informacion del estudio IARC
en mujeres VPH+ mostraron un incremento en el riesgo de 5-9 afios de uso

(OR=2.8, 95% 1.5-5.4) y por mas de 10 afios (OR= 4.0, 95% 2.1-7.8). El uso de
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anticonceptivos orales por mas de 5 afios es un cofactor que puede aumentar 4
veces mas el riesgo de CaCu en mujeres VPH+ (Moreno et al.,, 2002). Estos
hallazgos en otros estudios comparado con el nuestro muestran que en nuestra
poblacion existe un riesgo mayor que en otras poblaciones por el uso de
anticonceptivos orales en mujeres VPH+.

Mecanismos hormonales pueden influenciar la progresién de lesiones
premalignas a lesiones cervicales malignas promoviendo la integracion de DNA de
VPH en el genoma del hospedero, lo que resulta en una desregulacion de la
expresion de E6 y E7 (IARC, 2012), estudios experimentales han mostrado que el
estradiol puede estimular la transcripcion de VPH16 E6 y E7 en lineas celulares que
contienen integrado VPH16 (Mitrani-Rosenbaum et al., 1989), desde que los marcos
de lectura de E6 y E7 han sido asociados con el potencial oncogénico de VPH16, el
efecto de estrégenos en la transcripcion de estos genes virales pueden ser de
importancia biolégica en la transformacion maligna de células cervicales infectadas
con VPH16 (Elson et al.,, 2000). Informacion de estudios experimentales
demostraron un mecanismo sinérgico ante la exposicion crénica de estrégeno y
oncogenes de VPH16 que modulan la carcinogénesis escamosa en el tracto

reproductivo femenino de ratén expresando VPH16 (Elson et al., 2000).

10.1.2.6 Tabaquismo

Louie et al. 2011, consideraron al tabaquismo como factor de riesgo para
CaCu, sin embargo, en nuestro estudio no fue estadisticamente significativo, las
pacientes con NIC el 7.5% refirieron fumar, sin NIC VPH+ (5.6%), y sin NIC VPH-

(100%) (Louie et al. 2011). Fumar ha sido asociado con CaCu desde 1970 basado
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en la correlacion entre la incidencia de CaCu y la incidencia de otros canceres
relacionados con el tabaco (Winkelstein, 1977). Un articulo de revision extenso de
la relacion entre fumar y CaCu fue publicada en 1998 incluyendo 8 estudios de
cohorte y 44 casos-controles (Szarewski and Cuzick, 1998). El reporte concluyo6 que
la asociacion era consistente en analisis en mujeres VPH+, el riesgo fue de 1-3
veces, el riesgo incrementaba conforme aumentaba el grado de neoplasia
preinvasiva (Louie et al. 2011). El hecho de que la nicotina y carcinbgenos tabaco
especificos han sido detectados en moco cervical de fumadores incrementa la
hipotesis de la accion sinérgica entre fumar tabaco y VPH para el desarrollo de LSIL
y CaCu (Louie et al. 2011). Carcin6genos quimicos del tabaco pueden ejercer un
efecto mitégeno directo causando dafio en el DNA (Poppe et al., 1995). Algunos
autores mencionan que la exposicion a tabaco puede afectar la habilidad de la
respuesta del hospedero a montar una respuesta inmune local contra las
infecciones virales, como se ha demostrado que el fumar disminuye el nUmero de
células de Langerhans y otros marcadores de la funcion inmune (Poppe et al.,
1995). Una correlacion significativa entre la disminucion del consumo de tabaco y
disminucién en la zona de la lesibn en un estudio de intervencidon en mujeres
fumadoras con lesiones de bajo grado incrementa la fuerza del posible papel del
fumar tabaco en carcinogénesis de VPH (Szarewski et al., 1996). Velazquez-
Marquez et al., 2009 no encontré ninguna asociacion de tabaco como factor de
riesgo, porque la mayoria de las mujeres eran no fumadoras (93.8%) (Velazquez-

Marquez et al., 2009).
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10.1.2.7 Partos

Observamos que el 100% de las pacientes con NIC Il tuvieron mas de 4
partos, lo cual coincide con Schifman et al. y Mufioz et al., quienes mostraron que
la alta paridad esté asociada a CaCu y LIEAG (Schifman et al., 2003; Mufioz et al.,
2002). Alta paridad ha sido asociada con CaCu y carcinoma in situ en estudios de
casos y controles (Mufioz et al., 2002). Estudios en mujeres VPH+ reportaron un
incremento en el riesgo de HSIL/CaCu con un incremento en el niumero de
embarazos (Mufioz et al., 2002). En el estudio de IARC mujeres con 7 0 mas
embarazos a término incrementaron 4 veces el riesgo de desarrollar células
escamosas de CaCu comparado con mujeres nuliparas (OR =3.82, 95% IC:2.66-
5.48) (Muiioz et al., 2002). Riesgo de HSIL/ CaCu significativamente incrementaron
con el aumento en el nimero de embarazos en el estudio de Costa Rica (P=0.04)
(Hildesheim et al., 2001). Una asociacion estadistica fue encontrada con NIC Ill en
un estudio en Manchester para mujeres con 3 o0 mas embarazos a término
comparado con mujeres nuliparas OR= 1.9, 95% IC:0.9-3.8) (Deacon et al., 2000).
El estudio caso-control de Copenhagen no detectd efecto de paridad en HSIL, pero
esto se puede deber a la baja paridad de la poblacién de estudio (Kruger-Kjaer et
al.,1998). Un estudio en Honduras mostro tener efectos en paridad, sin embargo,
no fueron significativos en casos VPH+ y controles (Ferrera et al., 2000). La alta
paridad puede incrementar el riesgo de CaCu porque mantiene la zona de
transformacion del exocérvix por muchos afios (Autier et al., 1996), facilitando la
exposicion directa al VPH y posiblemente otros cofactores. Cambios hormonales
inducidos por el embarazo también modulan la respuesta inmune a VPH e influencia

el riesgo de persistencia o progresion (Mufioz et al., 2002; Sethi et al., 1998).
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Veldzquez-Marquez report6 que las mujeres de su estudio tuvieron 4 embarazos en
promedio y encontré una asociacion positiva entre el nimero de embarazos vy el
grado de neoplasia (p<0.05).

10.2 Genotipo VPH de alto riesgo (VPH16, VPH18, VPH35, VPH45)

En México CaCu es la segunda causa mas frecuente de neoplasia y la
segunda causa mas frecuente de muerte por cancer en mujeres (Jemal et al., 2011),
se ha reportado que los tipos de VPH 16, 18,58,31 y 45 son los mas frecuentes en
muestras de pacientes mexicanas (Velazquez-Marquez et al., 2009; lllades et al.,
2010; Lépez-Rivera et al., 2012), en relacién al genotipo de VPH de alto riesgo en
nuestra poblacién se encontré en el 34.1 % de mujeres VPH+, siendo los mas
prevalentes VPH16(20%) y VPH45(18.8%); lo cual difiere con lo reportado por
Peralta-Rodriguez et al., 2014, quienes encontraron los genotipos VPH16 y VPH18,
esto quizéa por la variabilidad de genotipos en cada poblacién (Peralta-Rodriguez et
al., 2014). En cuanto a las pacientes sin NIC VPH+, el genotipo VPH45 fue el mas
prevalente, lo cual coincide con Salcedo et al., 2014 y Peralta Rodriguez etal., 2012
cuyos estudios mostraron que el VPH45 fue el genotipo mas prevalente en
pacientes con citologia normal sin NIC (Salcedo et al., 2014; Peralta Rodriguez et
al., 2012), esto ultimo es de relevancia ya que este genotipo al estar presente en
este tipo de pacientes podria ser un riesgo ya que no hay presencia de neoplasia
intraepitelial cervical, una posible explicacion de esto es la presencia de diferentes
sublinajes de VPH45 de acuerdo a la region, lo cual concuerda con lo reportado por
Chen et al. en poblacion china (Chen et al., 2013; Chen et al., 2014), por lo cual se

requeririan estudios posteriores para determinar el sublinaje de VPH45 presente en
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esta poblacion. Algunos autores sugieren que las diferencias geogréaficas en la
distribucion de VPH podrian tener un impacto en la efectividad de la vacuna de VPH
en diferentes poblaciones (Dong et al., 2017). El mas frecuente fue VPH16 seguido
por VPH 42, 58, 31, 18, 56 ,81, 35, 33 Y 45. En México, los tipos VPH 16, 18, 31,33,
39, 45, 53, 58 y 59 fueron encontrados en muestras cervicales normales (Orozco-
Colin et al., 2010; lllades-Aguiar et al., 2010; lllades-Aguiar et al., 2009). Informacion
regional de la prevalencia y distribucion de VPH son esenciales para estimular el
impacto de las vacunas en CaCu y desarrollo de programas de deteccion (Orozco-
Colin et al., 2010). Una posible explicacion a la diferencia en la prevalencia de VPH
incluye variables relacionadas con la edad, edad de inicio de relacién sexual,
ndmero de parejas sexuales, estatus socioeconémico, nivel de educacion, estatus
marital, nimero de embarazos, uso de anticonceptivos hormonales, fumar y
variacion intrarregional (Orozco-Colin et al., 2010). Similar a otros estudios previos
edad-especifico en México y otras regiones del mundo, Lépez-Rivera encontré dos
grupos con alta prevalencia de VPH, mujeres menores de 20 afios y mujeres de 70-
76 afos. El grupo mas joven (<20 afios) con una mayor incidencia de infeccion de
VPH puede ser un indicador de transmision sexual y coincide con la iniciacién de
vida sexual. El grupo de mayor edad (70-79 afios) de mujeres VPH+ pudieron estar
expuestas por mas tiempo a la transmisién por VPH cuando eran jovenes o tienen
infecciones por VPH reactivas latentes por factores asociados a la edad (Lopez-
Rivera et al., 2012). Aguilar-Lemarroy reportdé que el 100% de las pacientes con
CaCu y NIC Il fueron VPH+ y 12.4% de las mujeres en el grupo control. Esta
observacion fue consistente con lo reportado en distintas partes del mundo (de San

José et al., 2007; Bruni et al., 2010; Crow et al., 2012) estudios previos en pacientes
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mexicanas reportaron una incidencia 10-12% de infeccion de VPH en mujeres sanas
de la ciudad de México (Lopez-Rivera et al., 2012), 16.7% en mujeres sanas en el
estado de Morelos (Lazcano-Ponce et al., 2001) y 35-40% en mujeres sanas en el
sureste de Meéxico (lllades et al.,, 2010), sin embargo en nuestro estudio
encontramos 36% en mujeres sanas. Estas diferencias pueden reflejar la
variabilidad epidemiolégica actual en las diferentes regiones del pais o a las
diferencias de la sensibilidad del método de deteccién. La prevalencia de VPH y sus
genotipos en mujeres mexicanas es heterogénea de acuerdo con el tipo de lesion y
area geografica (Oyervides et al., 2020). De acuerdo con la prevalencia de VPH
respecto a la edad, el mayor pico de infeccion de VPH fue observado en mujeres
<25 afos (54.9%) y esto disminuy6 substancialmente en mujeres de 46-55 afos
(27.5%), de igual manera en mujeres sanas y con NIC | la infeccién mayor fue en
mujeres <25 afios, con 20% y 63.2% respectivamente. Esto disminuyd conforme la
edad (Sargent et al., 2008; Ting et al., 2010). Aguilar- Lemarroy reporté que el
genotipo mas prevalente fue VPH16 en todos los grupos de diagndstico, como lo
fue reportado alrededor del mundo por diversos autores (Guan et al., 2012; de San
José et al., 2010; Forman et al., 2012; Peralta Rodriguez et al., 2012). Ademas,
Berumen et al. sugieren que las variantes americano-asiaticas (AA) son mas
oncogénicas que las variantes europeas y pueden contribuir a la alta incidencia de
CaCu en México (Berumen et al., 2001). VPH16 es el genotipo mas frecuente en
CaCu alrededor del mundo y la asociacion entre sus variantes y CaCu ha sido
encontrada (Berumen et al., 2001), lllades-Aguilar reportd que VPH 16 se
encontraba en 45% de mujeres, Gonzalez-Losa et al. encontraron que VPH58 era

el mas frecuente en HSIL (30.6%), seguido por VPH16 (27.4%), VPH33 (16.1%) y
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VPH 18 (11.3%). Lopez-Reuvilla et al. encontré que VPH16 fue el mas frecuente en
HSIL en el estado de San Luis Potosi y en el estado de Guanajuato y Torroella-
Kouri et al. Encontr6 que fue el mas frecuente en la ciudad de México (Lopez-Revilla
et al.,2008; Torroella-Kouri et al., 1998).

lllades-Aguiar en pacientes con LSIL, VPH33 fue el mas frecuente (29%),
seguido de VPH16 (23%), Gonzalez-Losa et al. encontr6 VPH58 en LSIL en el
estado de Yucatan, Lopez-Revilla encontré que VPH16 es el mas comun en LSIL
en San Luis Potosi y Guanajuato (Gonzalez-Losa et al., 2004; Gonzélez-Losa et al.,
2017; Lépez-Revilla et al.,2008). La distribucién en el mundo de tipos de VPH en
mujeres con LSIL reportado por Clifford et al., mostraron que VPH16 es el tipo mas
frecuente y en Sudamérica y Centroamérica VPH33 es uno de los mas frecuentes
(Clifford et al, 2005). En mujeres sin lesion intraepitelial puede variar entre
poblaciones, en estudios basado en poblaciones, la frecuencia de VPH fue 25.6%
en Africa, 8.7% en Asia, 14.3% en Sudamérica y 5.2% en Europa (Clifford et al,
2005) y 12.4% en el estado de Morelos (Lazcano-Ponce et al., 2001).

A nivel mundial hay variaciones importantes en la prevalencia de VPH en
diferentes grupos. En los EUA y en Europa la prevalencia de VPH disminuye con la
edad. En Asia es variable, Korea, Tailandia y Vietnam, disminuye con la edad; pero
en la india la prevalencia permanece alta y muy similar en todos los grupos
(Franceschi et al., 2006). En Africa (Nigeria), prevalencia es uno de las mas altas
en el mundo y muy similar en todos los grupos (Franceschi et al., 2006). En algunos
paises de Latinoamérica (Chile, Colombia y Morelos en México) hay una prevalencia
edad especifica y en otros como Argentina disminuye con la edad. En el estudio de

lllades-Aguiar, la infeccion por cualquier tipo de VPH disminuye con la edad, pero
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infecciones con VPH de alto riesgo en general y VPH16, la frecuencia de infeccion
por VPH aumenta en mujeres mayores de 55 afios de edad (Yamada et al., 1997).
En mujeres del sureste de México encontraron variantes europeas y asiatico-
americanas (Yamada et al., 1997); en los casos de CaCu 35% fueron positivos para
variantes AA, apuntando a la subvariante AA-c estuvo presente en CaCu y no en
SIL y lesion no intraepitelial (Gonzélez-Losa et al.,, 2004). Berumen et al.,
encontraron que la cuarta parte de los casos de CaCu en mujeres mexicanas eran
atribuibles a la variante AA e identificaron la subvariante AA-c como la mas
prevalente en mujeres con CaCu (Berumen et al.,2008). Ha sido propuesto que las
variantes AA de VPH16, en particular la subvariante AA-c son mas oncogénicas que
las variantes E (Kammer et al., 2000). Lopez-Reuvilla et al. reportaron la prevalencia
de VPH de alto riesgo: 16 (53.4%), 31 (15.6%), 18(8.9%), 35 (5.6%), 52(5.4%), 33
(1.2%), 58 (0.7%). La prevalencia de infeccion por 2 6 3 tipos de VPH de alto riesgo
25.9% y 2.7%; VPH18 fue acompafado de genotipos 31, 52 y 35. por otra parte,
Benavente et al., 2018 report6 que el 63.6% de las pacientes presentaban VPH de
alto riesgo; 23.1% oncogénico y 7.4% de bajo riesgo y otros tipos fueron detectados
en 19.83% (Lépez-Revilla et al.,2008). Coinfecciones entre 2 o0 mas genotipos
fueron observadas en 12 casos entre VPH 39-45-68, 40-43-91, y 31-91 en poblacion
peruana. Perl mostro una alta frecuencia de VPH de alto riesgo en mujeres de zona
urbana comparada con mujeres de las amazonas, en la poblacion urbana VPH16
fue el genotipo mas comun seguido por VPH18 y VPH31, en la comunidad de
amazonia, VPH16 no fue comun como otros tipos VPH39, VPH71 y VPH96; la
distribucion de genotipos es diferente en dos regiones cercanas del mismo pais y

cambio la prevalencia de genotipos (Martorell et al., 2012). La prevalencia de VPH16
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disminuye significativamente debido a la introduccion de la vacuna (Dong et al.,
2017; Mesher et al., 2013; Mesher et al., 2016). Velazquez -Marquez reporté que
6/8 muestras de CaCu fueron VPH16 y una VPH18. VPH16 fue el mas frecuente sin
NIC (5.9%), LIEBG (12.9%), LIEAG (13.7%) y 75% en CaCu. La prevalencia de
VPH16 se presentd 5.9% en muestras normales, 12.9% en LIEBG, 13.7% en LIEAG
y 75% en CaCu, la prevalencia de VPH18, 31,6 y 11 fueron 37.3%, 9.6%, 9.6%, y
4.8%. es importante que una de las muestras con LIEAG estaba infectada con
genotipos de bajo riesgo, pero con el mayor nimero de embarazos. Mdltiples
infecciones con genotipos virales diferentes fueron detectadas en los grupos de
LIEBG y LIEAG, pero no en pacientes con CaCu y muestras normales. La mas alta
prevalencia de VPH18 en mujeres jovenes (18-34 afios) y disminuy6 con la edad,
mientras que VPH16 mostro alta prevalencia en dos grupos 35-44 y 55-64 afios. La
media de edad con multiples infecciones fue 41.8 afios, pero no se encontro
asociacion con ningun grupo de edad. Nogueira et al., 2017 reportd que los tipos de
VPH mas frecuentes fueron VPH16 (54%), VPH 18 (10%), VPH33-58 (7%), VPH45
(5%), la presencia de mas de un genotipo en muestras tumorales fue en 4%.
Adenocarcinoma se asocié con mayor proporcion con VPH 18 (37.5%) que VPH16
(19.1%) (p=0.032). En poblacién coreana el genotipo mas prevalente fue VPH53,
seguido de 16,58,52 y 68, siendo los VPH de alto riesgo mas frecuentes VPH33,

35, 39, 51, 52, 53, 58 (Kim et al., 2017).
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10.2.1 Infeccion maltiple de genotipo de VPH de alto riesgo

En relacion con la presencia de mas de un genotipo de VPH de alto riesgo
en pacientes con NIC | encontramos 13.1% de infeccion multiple, lo cual es similar
a lo reportado por Lépez-Revilla et al. Quienes reportaron 21.1% y observaron que
un 10% podria evolucionar a lesiones de mayor grado (Lopez-Revilla et al.2014). y
Kim et al., 2021 que reportaron 15.7% de infeccion multiple en LEIBG (Kim et al.,
2021)

En pacientes sin NIC VPH+ con citologia normal (27.6%) observamos un alto
namero de infecciones mdultiples en nuestra poblacién, lo cual concuerda con lo
reportado por Aguilar-Lemarroy et al. 2015 (63%) en poblacion mexicana (Aguilar-
Lemarroy et al. 2015). En los pacientes con CaCu, VPH16, 18 y 45 fueron los més
prevalentes seguidos por 52, 58 y 39. VPH 52 fue el mas reportado en Asia (Quek
et al., 2013; Wu et al., 2013) en EUA (Hariri et al., 2012) y Chile (Fereccio et al.,
2008). En mujeres con NIC lll, los mas prevalentes son VPH 16, 31, 18,70 y 51
pero VPH 16 y 31 tienen una mayor atribucién, es claro que la presencia de tipos
de VPH 16, 31 y 18 es comun en este tipo de lesion alrededor del mundo (Castle et
al., 2010; Coutlee et al., 2011; Hariri et al., 2012; Anderson et al., 2013). Los VPH
mas comunes en NIC | aparte de VPH16, son 84 y 62; VPH 84 fue reportado en
poblacion suiza (Froberg et al., 2012) e India ( Datta et al., 2010).

En muestras de CaCu hay una disminucion mayor en la prevalencia de
infeccion multiple similar a la reportado por Aguilar-Lemaroy et al., 2015 y Hariri et
al., 2012. En contraste una alta prevalencia de coinfecciones ha sido reportada en
pacientes japoneses en CaCu (Watari et al., 2011), Adicionalmente VPH16 fue mas

frecuentemente encontrada en coinfeccion con VPH 18, 39 y 70 en mujeres con
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CaCu, en cambio en mujeres sin lesion cervical, estd acompafado de los tipos 62,
51 y 84 (Aguilar-Lemaroy et al., 2015) VPH16, VPH18, 45, 39, 52, 58 Y 33 son
responsables de la mayoria de los casos de CaCu en pacientes mexicanas. El papel
de coinfecciones en carcinogénesis cervical no es claro, por lo que seria interesante
determinar si la presencia de coinfecciones con ciertos tipos de VPH modifica el
tiempo de progresion y/o el tiempo de regresion de las lesiones (Michimata et al.,
2013). Ha sido reportado que la coinfeccion con VPH34 esta asociada con una
menor incidencia de metéstasis de nodulo linfatico en pacientes con CaCu
(Michimata et al., 2013). Estudios posteriores son necesarios para determinar la
contribucion biolégica de las coinfecciones de VPH, especialmente aquellas
asociadas con respuestas inmunogénicas que pueden tener serias implicaciones en
tratamiento y/o diagndstico (Bachtiary et al., 2002).

lllades et al., 2009 reportaron que el tipo de VPH mas prevalente en mujeres
con carcinoma de células escamosas (SCC) fue VPH16 (65.5%) seguido de VPH18
(9.3%), 31 (7.6%), 45 (5.1%) y 58 (4.2%). En mujeres con carcinoma
adenoescamoso (ADC) VPH16 fue el mas frecuente (78.7%), seguido de VPH18
(7.1%), 31(7.1%) y 69 (7.1%) y sujetos control 29.6% fueron infectados con tipos de
alto riesgo y unicamente 11 (4.3%) se detectaron de bajo riesgo. Es importante
hacer notar que, en el grupo sin lesién cervical, VPH33 fue el mas recurrente
(13.7%) seguido por VPH16 (11.3%), 58 (1.6%), y 61(1.6%). En Puebla Velazquez-
Marquez, reportd que las pacientes presentaron 3.4% de coinfeccion.

VPH 18, 45 y otros tipos en las especies alfa-7 tienen una alta propension a

lesiones glandular endocervical y adenocarcinoma cervical (Clifford et al., 2008), los
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cuales son menos eficientemente detectados y prevenidos en deteccion citologica
(Ronco et al., 2010; Katki et al., 2011; Ault et al.,2011).

VPH31, 33 y 58 se han reportado como de alto riesgo para el desarrollo de
NIC Il que otros tipos de VPH de alto riesgo aparte de VPH16. Este metaanalisis
confirma una fuerte relacién entre citologia normal y NIC lll, este patron se observo
también entre VPH 52 y VPH 35 (Guan et al.,, 2012). En poblacion coreana
reportaron 33.2% de coinfeccion en lesiones de alto grado (NIC I, NIC IIl) y el mas
frecuente fue VPH16 (Kim et al.,2017).

El Diagnostico citolégico de ASCUS o LIEBG tienen una limitada utilidad para
estratificacion de riesgo de mujeres VPH+ y junto con NIC I, son predominantemente
pronésticas para infeccion de VPH a diferencia de verdaderos precursores de
cancer (Schifman et al., 2011; Wang et al., 2009). En efecto, un diagnostico de
ASCUS y/o LIEBG ha mostrado tener una pequefia estratificacion de riesgo a largo
plazo para NIC Il en comparacién con las pruebas de VPH de alto riesgo (Schifman
et al., 2011; Wang et al., 2009). NIC Il VPH16+ indica mas un estado precanceroso
que NIC Il sin VPH16 + (Wang et al. 2009).

Interesantemente VPH 45 no es considerado de alto riesgo en pacientes con
citologia normal, sin embargo es causante de CaCu y podria desarrollar en poco
tiempo una lesién de alto grado, aun falta hacer un andlisis exhaustivo del genotipo
de las pacientes ya que muchas de ellas no desarrollan una lesion cervical y tienen
presentes genotipos de alto riesgo, consideramos se necesita un monitoreo mas
exhaustivo del genotipo de VPH a edades mas tempranas para poder brindarles a

estas pacientes un tratamiento oportuno ya que hay una mayor incidencia de
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mujeres VPH+ a edades tempranas y un posterior desarrollo de lesiones de alto
grado en edades posteriores de su vida.
10.3 Expresion de miR-148b-3p, miR-145-5p, miR-195-5p en pacientes con
NIC, CaCu VPH positivos de alto riesgo y sin NIC VPH-

La participacion funcional de miR-148b-3p ha sido investigado en diferentes
tipos de patologias como cancer y actia como un tumor supresor (Ge et al., 2015;
Zhao et al., 2013). Por ejemplo, este miRNA es conocido por jugar un papel en
cancer gastrico, pulmén y prostata a través de la regulacion de patrones de
sefalizacion de Wnt, MAPK y Jak-STAT (Luo et al., 2015; Huang et al., 2016). La
sobreexpresion de miR-148b-3p inhibe la proliferacion de células de cancer cervical
posiblemente induciendo la fase G1/S del ciclo celular de CaCu (Mou et al., 2016).

Sin embargo, poca informacién esta disponible sobre el papel de miR-148b
en infeccion por VPH. Nuestro estudio es el primer reporte de sobreexpresion de
miR-148b-3p en pacientes VPH + y se observa un aumento conforme aumenta el
grado de lesion; mayor expresion en pacientes con LIEAG respecto a pacientes con
LIEBG VPH+ y sin NIC VPH-. En 2016, se observo que miR-148b-3p se encontraba
subexpresada en células cervicales VPH16 positivas, sugiriendo que la
sobreexpresion de este miRNA puede proteger contra CaCu (Mou et al., 2016).

miR-145-5p es conocido comuUnmente como tumor supresor. Se ha
demostrado que miR-145-5p tiene como blanco E1 y E2 de VPH; los cuales tienen
mecanismos oncogénicos (Laimins, 2013; Shi et al., 2012). Se ha demostrado la
reduccion de miR-145-5p por VPH-31 a través de la oncoproteina E7, la cual

suprime la actividad de NF-KB, un factor de transcripcion que promueve la expresion
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de miR-145-5p (Gunasekharan y Laimins,2013). Algunos miRNAs se encuentran
desregulados en lineas celulares VPH16 y VPH18 positivas. En lineas celulares
SiHa y Caski VPH16 + han mostrado una subexpresién de miR-145 comparado con
tejido cervical normal. De igual manera en lineas celulares HeLa VPH18 +, miR-145
esta subexpresado en esta linea celular comparado con tejido cervical normal
(Gbmez-Gbmez et al., 2013). Los niveles elevados de miRNAs oncogénicos y la
baja expresiéon de miRNAs supresores de tumor en CaCu esta frecuentemente
asociada a la infeccion por VPH de alto riesgo, por lo que la alteracién de expresiéon
de miRNAs también esta ligada a la expresién de las oncoproteinas virales (Gomez-
GOmez et al., 2013). La subregulacion de miR-145 est& asociado a baja sobrevida
de CaCu, VPH+. Muestras VPH+ y VPH- tienen diferentes patrones de expresion
(Wang et al., 2008). Lajer et al., mostraron que carcinoma de células escamosas
tienen distinto perfil de miIRNA comparado con VPH-; el bloque miR-145 parecen
tener blancos relacionados con la patogénesis de VPH (Lajer et al., 2012).
Similarmente nuestros resultados muestran una diferencia significativa en los
niveles de expresién entre pacientes VPH+ y VPH-, sin embargo, donde muchos
autores han observado a este mMIRNA subexpresado, en nuestro estudio
observamos una sobreexpresion de miR-145-5p en LIEAG y CaCu a diferencia de
pacientes sin NIC VPH-. Es importante mencionar que se hizo su asociacién con
VPH16 y 35, sin embargo, en nuestros resultados el genotipo mas comun fue
VPHA45. Similar a nuestros resultados, Draher et al., observaron una sobreexpresion
de miR-145-5p en VPH 16 y 45 en coinfeccion (Draher et al., 2011). De igual manera
encontramos una diferencia significativa entre pacientes con infeccion simple y

multiple donde los méas altos niveles fueron en pacientes con infeccion multiple.
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Probablemente la existencia de dos variantes de VPH puede afectar el mecanismo
por el que la proteina E7 inhibe la expresidon de miR-145, llevando a una
sobreexpresion. El tumor supresor miR-145 puede ser regulado por fosfatidin 3-
quinasa (P1-3K) (Akt y patrones p53), en donde la expresion especifica de PI3K/Akt
causa la sobreregulacion de miR-145 de manera dependiente de p53 y ya que tiene
una regulacion importante de p53 podria influenciar en las oncoproteinas virales E6
y E7 y un importante rol en el desarrollo de CaCu (Shi et al., 2012).

El miR-195-5p, un miembro de la familia miR-15/16 esté localizado en el
cromosoma 17p13.1 (Song et al.,, 2017). Estudios previos han demostrado una
expresion reducida de miR-195-5p en lineas de carcinoma cervical y muestras de
tejido de CaCu vs muestras de cérvix normal, sugiriendo una funcién tumor supresor
(Sammarco et al., 2020; Song et al., 2017; Granados-Lépez et al., 2017; GOmez-
GOmez et al., 2013), debido a su sobreexpresion inhibe proliferacién, transicion G1-
S, migracién e invasion flanqueando via 3’'UTR al miembro 3 de la familia SMAD
(Smad3), ciclina D2, transcripcion del factor MYB vy ciclina D1 (Timoshenko et al.,
2014; Managit et al. 2017). miR-195 puede ser la clave para el desarrollo de CaCu.
Niveles reducidos de miR-195-5p, podria ser secundario a la pérdida de E6 de
p53/p36/p73 que normalmente regulan este miRNA (Lajer et al., 2012). En nuestro
estudio no encontramos este comportamiento, sin embargo, encontramos una
diferencia significativa entre la presencia de VPH45 y sobreexpresion de miR-195-
5p (5.64 veces). Este es el primer reporte presentando esta asociacion; otros
estudios se han enfocado en la interaccion de miR-195y VPH16 y 18, por su fuerte
papel en carcinogénesis (Zhong et al., 2018; Gomez-Gomez et al., 2013), sin

embargo, en nuestra poblacion VPH45 presentd una alta prevalencia reportado
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previamente por Aguilar-Lemarroy et al., y puede ser observado en lesiones
precancerosas de cérvix y en patologias benignas del cuello uterino, representando
un factor de riesgo significativo (Aguilar-Lemarroy et al., 2015). Esta evidencia nos
permite ver la importancia de identificar el mecanismo molecular y su posible
regulacion entre miR-195-5p y VPH45.
10.3.1 Factores de riesgo asociados a CaCu en pacientes VPH16, 18, 35, 45
positivos en las cuales se evalud expresion de miR-148b-3p, miR-145-5p,
miR195-5p

La edad de las pacientes con genotipo de alto riesgo (VPH16,18,35,45) fue
mayor en las pacientes con LIEAG, en comparacion con las pacientes con LIEBG.
En el estudio de Camacho-Ureta et al., en pacientes VPH16 positivas la edad mas
prevalente fue de 25-34 afios (Camacho-Ureta et al., 2018), La mayoria de CaCu
ocurre 15-20 afios después de la primera infeccién inicial de VPH segun lo reportado
por Bruni et al., (Bruni et al., 2010). Este periodo de latencia puede explicar por qué
el CaCu es mas comun en la edad media de la mujer, lo cual fue descrito

previamente (San José et al., 2010; Tjalma et al., 2013).
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XI. CONCLUSIONES

11.1. Conclusion general

La expresion del miR-148b-3 y miR-145-5p, miR-195-5p en tejido cervical de
pacientes con NIC VPH + de alto riesgo fue mayor respecto a pacientes sin NIC
VPH-.
11.2. Conclusiones especificas
1. El nivel de expresion de miR-145-5p, miR-148b-3p, miR-195-5p fue mayor en
pacientes con LIEAG respecto a LIEBG y sin NIC VPH-.
2. La expresién de las pacientes con genotipo de alto riesgo VPH 16,18,35,45 fue
menor comparado con pacientes de LIEBG con genotipo VPH16 y el nivel de
expresion de miR-195-5p es mayor en pacientes VPH45 positivos comparado con
VPHA45 negativos.
3. El miR-195-5p presenta una expresion diferencial entre los grados de NIC
permitiendo diferenciarlos.
4. La edad promedio de las pacientes VPH16, 18, 35, 45 positivos de alto riesgo en
las cuales se evalu6 expresion de miR-148b-3p, miR-145-5p, miR195-5p fue de 39
anos.
5. La presencia de LIEAG es mayor en pacientes VPH positivas de alto riesgo a una

edad mayor.
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Xll. PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

1. Determinar el nivel de expresion de miR148b-3p, miR-145-5p, miR-195-
5p en suero de pacientes con neoplasia intraepitelial cervical VPH
positivos de alto riesgo.

2. Incrementar el numero de muestras con cancer cervicouterino en conjunto

con el departamento de ginecooncologia.
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XIV. ANEXOS

14.1 Documentos Complementarios
14.2. Productos Académicos
De la tesis de doctorado se presento un cartel en congreso nacional:

Asistencia y presentacion en modalidad cartel “Evaluacion de la expresion de
mMiRNA del bloque miR-17-92 en muestras de tejido cervical y suero en
pacientes VPH positivos en el 3er Encuentro de Jévenes Investigadores en
Mazatlan, Sinaloa. Octubre 2015.

Asistencia y presentacion en modalidad cartel “Parametros epidemioldgicos en
pacientes con neoplasia intraepitelial cervical y cancer cervicouterino”
en el 5° Encuentro de Jbévenes Investigadores en Mazatlan, Sinaloa.
Septiembre 2017.

Asistencia y presentacion en modalidad cartel “Parametros epidemiolodgicos en
pacientes con o0 sin neoplasia intraepitelial cervical y cancer
cervicouterino” en el 6° Encuentro de Jévenes Investigadores en Mazatlan,

Sinaloa. Septiembre 2018.

Asi mismo, durante el periodo de doctorado, participé como asesora de servicio

social de dos alumnos de licenciatura:

Del alumno Paul Alexis Lopez Duran de licenciatura en Biotecnologia Gendmica con

el proyecto de Evaluacion de la expresion de miRNA del bloque miR-17-92 en
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muestras de suero y tejido cervical en pacientes con neoplasia intraepitelial

cervical en VPH positivos de alto riesgo 2° parte Enero-Julio 2018.

De la alumna Kassandra Aguilar Cézares de licenciatura en Biotecnologia
Gendmica con el proyecto de Evaluacion de la expresion de miRNA del bloque
miR-17-92 en muestras de suero y tejido cervical en pacientes con neoplasia

intraepitelial cervical en VPH positivos de alto riesgo 2° parte Enero-Julio 2018.
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XV. SIGLAS Y ABREVIACIONES

OMS: Organizacion mundial de la salud
PVs: Papillomavirus

LCR: Region de control largo

ORF: Marco de lectura abierto

NIC: Neoplasia intraepithelial cervical
FIGO: Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia
pRB: Proteina de retinoblastoma
HR-HPV: Papillomavirus de alto riesgo
NK: Natural Killer

IFN: Interferon

Th1l: Linfocitos T cooperador 1

Th2: Linfocitos T cooperador 2

TGF: Factor de crecimiento tumoral
IL-10: Interleucina 10

DNA: Acido desoxirribonucleico
MiRNA: microRNA

RNAmM: RNA mensajero

PMR-1: Ribonucleasas 1
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Ago2: Agoutina 2

RISC: Complejo silenciador inducido RNA

AMOS: Oligonucleétidos anti-miRNA

miR: microRNA

E2F: Factor de elongacion 2

PI3K: fosfatidilinositol- 3-kinasa

MDM2: Proteina MDM2

FRAs: Regiones fragiles cromosémica

PTEN: Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa
DNMT Citosina metiltransferasa 1

AMP: Adenosin monofosfato

MYB: Factor de transcripcion de mieloblastosis
SMAD: Proteina Smad

CCND2: Ciclina 2

gPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
Pb: Pares de bases

Ct: Ciclo de temperatura

Rx.: Reaccion

Seg: Segundo
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CaCu: Cancer cervicouterino
LIEBG: Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado

LIEAG: Lesion intraepitelial escamosa de alto grado
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