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1.RESUMEN.

1.1 Introduccién.

La infeccion por Virus de Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo y particularmente
el VPH 16 es una condicion necesaria para el desarrollo de una lesién cervical,
pero solo una fraccidn de las lesiones precursoras progresan a cancer invasor.
Esto implica que se requiere la presencia de factores adicionales, ademas del tipo
viral, para aumentar las probabilidades de presentar cancer invasor. Tales
factores pueden incluir la capacidad inmunoldgica inherente del hospedero para

responder a la infeccion por VPH.

Se ha observado que diferencias en la respuesta inmune a VPH afecta el curso de
la infeccidn hacia la eliminacion o persistencia viral. Los alelos de Antigenos de
Leucocitos Humanos (HLA-human leucocytes antigens) estan relacionados a la
presentacion de antigenos extrafios a las células inmunologicas, para
desencadenar una respuesta contra virus y otros patégenos. Debido a que se
piensa gque la respuesta inmune a VPH es un importante determinante para la
adquisicién y persistencia de la infeccién que conlleva a la presencia de lesiones
de alto grado y cancer, es plausible pensar que las variaciones de HLA pueden

afectar la patogénesis cervical a través del control inmunologico de VPH.



Informes sobre la susceptibilidad especifica a ciertas variantes de mayor
agresividad pertenecientes a infecciéon por VPH-16 en poblacion mexicana y ante
las evidencias de que México ocupa uno de los primeros lugares en el mundo en
el desarrollo de CC invasor, conducen a pensar en factores genéticos de
susceptibilidad y ambientales que estén involucrados en la cadena de causalidad

del cancer de cérvix.

1.2 Planteamiento del Problema.

¢ Se presenta una asociacion entre los alelotipos y/o haplotipos de HLA clase |
(A,B), clase Il (DR,DQ) con Cancer Cervicouterino en mujeres mestizo-mexicanas

infectadas por VPH16?

¢ La presencia de alelotipos y/o haplotipos de HLA clase | y Il identificados como
de riesgo y/o proteccion en pacientes con CC, esta asociado con infeccion por

VPH de alto riesgo en las familiares de primer grado?

1.3 Hipotesis.

Existe una asociacién de susceptibilidad (OR>2.0) o de proteccién (OR<0.5) en
uno o mas de los alelotipos y/o haplotipos de HLA clase | y Il (HLA-A: A2, A9, A28,
HLA-B: B7, B14, HLA-DR: DR5, DRB1*1501, HLA-DQ: DQB1*0602), con Cancer

Cervical invasor en mujeres mestizo-mexicanas infectadas por VPH 16.



Cuando el familiar femenino de primer grado presenta uno o mas de los alelotipos
y/o haplotipos de susceptibilidad de HLA clase I y/o Il, la probabilidad de presentar

VPH es mayor (OR>2.0).

1.4 Objetivo General:

Evaluar la fuerza de asociacion de las frecuencias alelicas y/o haplotipicas de los
loci HLA clase I,II utilizando técnicas de DNA con la presencia de CC en poblacion
mestizo-mexicana positiva a VPH 16. Determinar la asociacion de los alelotipos
y/o haplotipos de susceptibilidad de HLA clase I, 1l identificados en los familiares

de primer grado con la infeccion por Virus de papiloma humano de alto riesgo.

1.5 Material y Métodos

Disefio: Problema 1: Disefio de Casos y Controles. Problema 2: Transversal

Analitico.

Poblacién de Estudio: Mujeres con y sin diagnostico de CC Invasor y un familiar

femenino de primer grado con inicio de vida sexual.

Lugares de Estudio. Hospitales de Oncologia y Unidades de Primer Nivel de
Atencion Médica de la Ciudad de México. Secretaria de Salud (SSA) e Instituto

Mexicano del Seguro Social (IMSS).



Tamafio muestra: 104 casos y 104 controles. Mismo numero de familiares
femeninas de primer grado, estimado. El andlisis en familiares se limito a 24

familiares de casos y 24 familiares de controles.

Variables: Dependiente. Primer Problema: Cancer Cervical Invasor positivas a
VPH16. Segundo Problema: Infeccién por VPH. Independiente: HLA (Human
Leucocyte Antigen), en ambos problemas. Otras variables clinicas, sociales y

reproductivas.

Mediciones. VPH se determind por Captura de Hibridos IlI, en células de
descamacion endocervical y su proceso se realizo en el Departamento de Biologia
Molecular, de Biomédicas de la UNAM. Los loci de clase | (HLA-A 'y B) y clase Il
(HLA-DRB1 y DQBL1) fueron tipificados en Linfocitos de sangre periférica por PCR-
Sequence Specific Oligonucleotides, Reverse Dot Blot (Amplicor Kit), con pruebas
estandarizadas realizadas en el servicio de Fisiologia celular del Instituto Nacional

de Cardiologia.

Andlisis. La prueba de Hardy-Weinberg, las frecuencias alélicas y haplotipicas,
asi como la prueba de homogeneidad para haplotipos fueron estimadas por
maéaxima verosimilitud con el programas Arlequin v. 3.01. La comparacién entre las
frecuencias génicas de alelos especificos para HLA |,II, se realiz6 a través de chi
cuadrada y calculando la razon de momios (OR) e Intervalos de confianza al 95%,
considerando como unidad de analisis el individuo, realizando correccién de los

valores de p por el nimero de comparaciones.



Resultados.

Un total de 1200 mujeres aceptaron participar en el estudio (300 por cada grupo,
pacientes con CCU, mujeres sin neoplasia y los respectivos familiares), de las
cuales en 1050 se realizé la determinacién de VPH. De 285 pacientes con CCU, 6
fueron negativas a VPH (2.1%), 140 positivas a VPH 16 (49.1%), 139 positivas a
otros tipos de VPH (48.8%). La prevalencia de infeccion por VPH de alto riesgo en
mujeres control, en las familiares de casos y en familiares de controles fue de 9%

(25/277), 18.1% (40/221) y de 16.5% (44/267) respectivamente.

Del total de pacientes con CCU positivas a VPH16 (n=140), se eligieron
aleatoriamente 104 pacientes y un numero similar de controles (negativas a VPH).
En las familiares se eligio una muestra de 54 mujeres, 27 de cada grupo, con y sin

cancer.

Resultados 1. No se observaron diferencias estadisticas en las caracteristicas
sociodemogréficas entre las pacientes con cancer y mujeres control de la
poblacién analizada para HLA, sin embargo se diferenciaron en las variables de
tipo reproductivo como la edad de inicio de vida sexual menor a 18 afos, tener
mas de una pareja sexual y haber tenido el antecedente de tres o mas partos

(p<0.05).

Asociaciones consistentes con otros estudios en mujeres con CCU e infectadas
con HPV16 se observaron para HLA-DRB1*15 (OR = 3.9; 1.6-10.2) y el haplotipo

DRB1*15/DQB1*0602 (OR = 4.1; 1.4-12.7). Los haplotipos HLA-A2-B44-DRA4-
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DQ*0302, HLA-A24-B35-DR16-DQ*0301, y HLA-A2-B40-DR4-DQ*0302 mostraron
una asociacion positiva con CCU (OR>1), mientras que HLA-A2-B39-DR4-
DQ*0302, HLA-A24-B35-DR4-DQ*0302, y HLA-A68-B40-DR4-DQ*0302 mostraron
una asociacion negativa (OR <1). La carga viral fue diferencialmente mayor en

pacientes con CC que presentaron los haplotipos HLA A1-DR13y HLA A24-B15.

Resultados 2. En las mujeres familiares de casos y controles (n1=214, n0=264),
se obtuvo una prevalencia de infeccion por VPH alto riesgo de 18.7%, 1C95%
13.2-24.1 y de 17.0%, 1C95% 12.3-21.8, respectivamente, sin mostrar diferencias
de prevalencias entre los grupos (RP=1.1; IC95% 0.7-1.6). Las variables que
mostraron asociacion con la infeccion por VPH alto riesgo fueron poblacion con
bajo nivel social (ORa= 3.0; 1.3-6.9), mujeres no casadas (ORa= 1.8; 1.1-2.9),
inicio de vida sexual menor a 18 afios (ORa= 2.6; 1.1-6.3), tener mas de una
pareja sexual (ORa= 3.4; 1.1-7.3) y el uso de hormonales inyectables (ORa= 3.3;

1.3-8.4).

En la muestra analizada de familiares para HLA (n=54), la frecuencia de VPH fue
de 16.7%, 1C95% 7.9-29.3; no diferente estadisticamente de la muestra original
(p=0.9). De los haplotipos de riesgo observados en la poblacion de casos y
controles solo uno fue identificado en una familiar positiva a VPH AR (HLA-A2-
B18), mientras que de los haplotipos con OR<1, se identificaron 5 haplotipos de
HLA A2-B39, 2 haplotipos de HLA-A24-B35-DR4-DQ*0302, 8 haplotipos de HLA-

B35-DR8. Dos de éstos haplotipos con asociacion negativa, fueron observados en



familiares con infeccion a VPH AR (HLA-B35-DR8). Al medir la asociacién entre
los haplotipos de HLA clase | y Il con la infeccion positiva a VPH AR entre la
poblacion de familiares, solo un haplotipo fue identificado con una asociacion
positiva HLA-A24-B40-DR4-DQ*0302 (OR=22; 1.6-659). De manera consistente
éste haplotipo fue identificado solo en mujeres con céncer cervical positivas a

VPH16, pero con una baja frecuencia no significativa (n=3).

1.7 Conclusiones. Los datos muestran que en presencia de infeccién por Virus de
Papiloma Humano tipo 16 en pacientes con cancer cervical uterino los haplotipos
de HLA clase | y Il, DRB1*15/ DQB1*0602, HLA-A2-B44-DR4-DQ*0302, HLA-
A24-B35-DR16-DQ*0301, y HLA-A2-B40-DR4-DQ*0302 estdn asociados

positivamente con ésta neoplasia.



2. ANTECEDENTES.

2.1 CANCER CERVICOUTERINO (CCU).

El cancer de cérvix es el segundo cancer mas frecuente de distribucion mundial
gue se presenta en la poblacion femenina, con una estimacion de 555 100 casos
nuevos, de los cuales aproximadamente el 80% se presentan en los paises en
desarrollo. Las tasas mas altas de incidencia por CCU se presentan en
Latinoamérica, el Caribe, el sur de Africa y Asia, con intervalo desde 29.4 a >42.8
x 100 000 mujeres, que comparativamente con otras areas geograficas de baja
frecuencia llegan a ser de 3 a 6 veces mayor (<7.2 x 100 000 mujeres) (1,2). Las
muertes por CCU ocupan el tercer lugar de la mortalidad por cancer en la mujer
con un total de 309 800 defunciones, representando el 15.5% de las muertes
ocurridas en poblaciones de centro y Sudamérica. En los paises en desarrollo su
mayor importancia es debido a las altas tasas de mortalidad reportadas, las cuales
estdn relacionadas con el diagnéstico tardio en etapas avanzadas de la

enfermedad (3,4).

En México de acuerdo a la OMS la frecuencia de casos nuevos fue de 12 516
casos con 5777 muertes atribuibles a ésta neoplasia y una prevalencia a cinco
afos de 35 886 casos, informacion correspondiente al afio 2002 (5). Para el 2007,
la mortalidad por neoplasias malignas a nivel nacional en el sexo femenino ocupo
el tercer lugar como causa de muerte, falleciendo un total de 35 303 mujeres. De

éste total el 15% de las defunciones por tumores malignos corresponden al cancer



de mama y el 13.9% al de cérvix uterino, ocupando los dos primeros lugares de

mortalidad por cancer (6).

2.2 HISTORIA NATURAL DEL CANCER DE CERVIX.

De acuerdo a la historia natural de CC se ha mostrado que esta precedido por una
serie de lesiones celulares dentro del epitelio endocervical. Estas lesiones
consideradas como preinvasoras son denominadas como Neoplasia Intraepitelial
Cervical (NIC). Desde el punto de vista histoldgico se clasifican en tres grupos,
NIC 1, NIC 2 y NIC3, de acuerdo al grado de lesion celular dentro del epitelio (7,8).
La Terminologia del Sistema Bethesda fue disefiada para estandarizar el sistema
de reporte para la prueba de Pap, y se basa en la descripcion morfolégica de las
lesiones, permitiendo identificar datos que sugieren infeccion por VPH y las
alteraciones celulares relacionadas con el desarrollo de CC, las cuéles fueron
identificadas como ASCUS (Atipia de células escamosas de significado
indeterminado) y Lesiones Escamosas Intraepiteliales (LEI) de bajo y alto grado
(9,10). Actualmente no hay un acuerdo internacional sobre el uso de la
nomenclatura, sin embargo, y por fortuna son equivalentes y en cada lugar ha sido
adoptado alguno de estos sistemas, considerando sus ventajas y limitaciones,
asimismo se ha propuesto el uso del Sistema Bethesda para la lectura de las
citologias cervicovaginales, mientras que la nomenclatura de NIC para las biopsias

(11).



En estudios prospectivos se ha reportado que las LEI de bajo grado (LEI-BG)
pueden llegar a presentar tasas de regresion espontanea sin tratamiento en mas
del 60% de los casos en una mediana de seguimiento de 12 a 18 meses, y llegar
a alcanzar tasas de 91% a los tres afios de seguimiento. Mientras que el riesgo de
desarrollar LEI-AG o NIC3 en las mujeres incluidas en estas cohortes fue de 3 a
5% (12,13). Por otro lado en un reporte de meta-analisis de la historia natural del
CC, realizado con un total de casi 28 mil pacientes, la tasa de progresion
reportada en quiénes fueron detectadas con LEI-AG a un céncer invasor posterior
a un seguimiento de dos afios, fue de 1.44% (0%-3.95%) (14). Algunos autores
afirman que transcurre alrededor de diez afios en promedio a partir de detectarse

alteraciones de bajo grado para llegar a presentarse un cancer invasor in situ (15).

De acuerdo a la edad, el pico de incidencia para NIC3 se ha reportado de 27 y
hasta 35 afios de edad promedio, mientras que para el cancer invasor se presenta
al menos diez afios mas tarde reportando una media de 48 afos, lo que hace

evidente la progresién de la enfermedad con la edad (16,17).

2.3 FACTORES DE RIESGO

La gran cantidad de estudios epidemiolégicos, moleculares y experimentales
realizados en la blusqueda de asociaciones causales, han demostrado que el virus
de papiloma humano (VPH) es el principal agente etiolégico del CCU (18-20). Los
primeros estudios mostraron una relacion muy fuerte entre factores sexuales y

reproductivos con la presencia de CC invasor y lesiones precursoras. Consistente
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con la etiologia infecciosa un importante efecto ha sido observado en mujeres que
refirieron tener multiples parejas sexuales, mostrando un exceso de riesgo dos y
hasta diez veces mayor, cuando se identificaban un mayor nimero de parejas
(>10 parejas). El inicio de vida sexual antes de los 18 afios fue asociada con un
exceso de riesgo que varia entre 1.5 a 5 veces mayor, sin mostrar una relacion
lineal, de manera correlacionada el primer embarazo en menores de esta edad,
presentan un impacto similar en el riesgo. Los embarazos multiples (>3)
asimismo, elevan significativamente el riesgo, aun después de ajustar por otros

parametros sexuales (21-24).

Las coinfecciones del VPH con otros agentes infecciosos de transmision sexual
tales como Chlamydia trachomatis, el virus herpes simple tipo 2 (HVS-2) y el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH), posiblemente condicionen un efecto
sinérgico que aumentan las posibilidades de alteraciones celulares que conducen
al desarrollo de una neoplasia. La infeccion por Chlamydia trachomatis vy
marginalmente el HVS-2, favorecen la entrada y persistencia de multiples tipos de
VPH, lo cual conduce a integracion viral, inhibicion de apoptosis, sobreexpresion
de oncogenes E6/E7 y transformacion celular (25, 26). En mujeres infectadas con
HIV la frecuencia de infeccién por VPH es alrededor de 50% Yy llegando hasta 75%
en edades de 25-34 afos, casi cuatro veces mayor a la reportada en poblacién sin
riesgo. En este grupo de mujeres se observa una mayor frecuencia de infeccion
relacionada con menor conteo de células CD4 y mayor severidad de lesiones

cervicales (27).
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Entre las mujeres usuarias de anticonceptivos orales, el riesgo de CCU aumenta
con el incremento en la duracién del uso (RR para 5 aflos 0 mas comparado con
no usuarias, 1.9; 1C95% 1.7-2.1). El riesgo disminuye al mismo nivel de las no
usuarias después de 10 afios de suspender el uso (28). En un estudio reciente se
observo que las mujeres usuarias de hormonas sexuales esteroideas tienen un
efecto interactivo dependiente de un polimorfismo de la haptoglobina, una proteina
que actla en la modulacion de la respuesta inmune local en epitelios. Se observo
que en las portadores del alelo 1 de la haptoglobina y usuarias de hormonales
esteroideos el RR aumento seis veces en relacion a las no portadoras y no

usuarias (29).

Otros agentes no infecciosos, sino quimicos como es el tabaquismo es uno de los
factores que se ha estudiado de manera importante en la asociacion con el CCU.
Altas concentraciones de los constituyentes del tabaco en el moco cervical y las
concentraciones séricas, han mostrado una evidencia bioldgica en el desarrollo del
CCU. Se ha observado gue la fraccion del DNA en fase-S (como una medida de
proliferacion) estuvo correlacionado con la cantidad de cigarrillos fumados y el
nivel sérico de progesterona (30). En otro estudio realizado en mujeres mexicanas
se observo una asociacion entre un polimorfismo del CYP1Al1 (Mspl) con CCU,
potencializando el efecto tres veces mas en mujeres fumadoras cuando se
encontraba presente el genotipo C/C, comparando con mujeres no fumadoras y

sin este genotipo. Las enzimas derivadas del CYP1Al juegan un papel
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significativo en la destoxificacion de los hidrocarburos aromaticos y aminas

aromaticas presentes en el cigarro (31,32).

2.4 VIRUS DE PAPILOMA HUMANO (VPH).

La infeccion genital por VPH es considerada como una de las infecciones més
frecuentes de transmision sexual (ETS) en la poblacion mundial, presente
sobretodo en mujeres jovenes; aunque también estan ampliamente difundidas en
adultos que han sido sexualmente activos (33). La infeccion del epitelio escamoso
del tracto genital por diferentes tipos de VPH se manifiesta en forma clinica,
subclinica o latente. La infeccion clinica por VPH se define como cualquier lesién
visible en el epitelio y/o que causa sintomas. La infeccion subclinica no causa
sintomas y puede diagnosticarse solo con ayuda del colposcopio o microscopio,
mientras que la infeccidn latente no se asocia con anormalidades del epitelio
escamoso y puede ser detectada solo por virologia. La historia natural de la
infeccion por VPH demuestra que la resolucion espontanea se presenta en el 90%
de mujeres inmunocompetentes en aproximadamente el curso de dos afios (17).
La tasa de infeccion en poblacién femenina, se estima en 40% para mujeres de 20
a 29 afos de edad, y en poblacién general independiente de la edad se reportan
cifras de 13 a 15% (17,34,35), cifras que exceden por mucho el nimero de casos
de cancer invasor estimado en menos del 0.01%. Por otro lado méas del 98% de
los casos de cancer invasor del cérvix uterino estan asociados a algun tipo de
VPH. Esta es la principal razon por lo que se ha establecido que la infeccion por

VPH es una causa necesaria pero no suficiente para desarrollar un cancer invasor
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(36). Asi se han determinado otros factores de riesgo que se asocian tanto a la
adquisicién de una infeccion por VPH como a su persistencia, condiciones que
favorecen el subsecuente desarrollo de un céncer invasor. Entre ellos se
encuentra los tipos y subtipos virales, identificando como los de mayor
probabilidad para la persistencia de la infeccién a los VPH-31-16-58 y 52 (37). La
carga viral, definida como el nimero de genomas de VPH presentes en las
células, ha mostrado una correlacion con la severidad de la enfermedad, niveles
mayores de VPH de alto riesgo fueron detectados en NIC3 y lesiones invasoras
comparados con los presentes en lesiones de bajo grado asi como también se ha

relacionado con la persistencia de la infeccion por VPH (38,39).

2.5 BIOLOGIA MOLECULAR DEL VPH.

El virus de papiloma humano estd compuesto por 8,000 nucledtidos de DNA (40).
El genoma viral se ha dividido en tres regiones principales: una region tardia L
(Late) (L1 y L2) que codifica para las dos proteinas que forman la capside viral. La
region temprana E (Early) formada por 6 marcos de lectura, que contiene los
oncogenes virales E1 y E2 que estan involucrados en la regulacién de la
transcripcion y la replicacion viral, asi como las oncoproteinas multifuncionales E6
y E7 que participan directamente en los procesos de inmortalizacion y
transformacioén maligna. Y una tercera region de menos de 1000 pares de bases,

gue controla la transcripcion temprana y el origen de replicacion. La caracteristica
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intracelular invasiva del VPH en la integraciéon del DNA celular, modifica y

mantiene para su beneficio la regulacion que permite inmortalidad celular (40,41).

Los VPH son clasificados en genotipos sobre la base de la secuencia de los
acidos nucléicos que componen su genoma,; los genotipos individuales de VPH se
definen por tener marcos de lectura abiertos en L1, E6 y E7 que difieran en mas
del 10%. Se han detectado mas de 120 genotipos de Virus de Papiloma Humano y
20 de éstos se han detectado en el tracto genital humano (19). Los tipos de VPH
gue se encuentran con mayor frecuencia en lesiones precursoras y malignas de
CC son los VPHs 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,66 y 68 por lo que se han
considerado como que su presencia es de alto riesgo para el desarrollo de cancer
invasor. Mientras que en los casos de verrugas genitales u otro tipo de lesiones
menores es frecuente encontrar los tipos 6,8,11 y los relacionados con los tipos
por género VPH alfa 3 y alfa 15 (VPHs 61,62,71,72,81,83,84 y 89) considerados
de bajo riesgo para cancer (42-44). A nivel mundial el VPH16 es el genotipo mas
frecuente encontrado en el cancer cervical (50%; 45%-64%), seguido del VPH18
(14%; 6%-23.4%), VPH45 (8%:; 3%-13.8%) y VPH31 (4.5%; 1%-7-2%), con

variaciones segun las diferentes areas geograficas (34,42,45).

El analisis de secuencias de DNA, de aislados virales de papilomavirus obtenidos
de diferentes regiones y grupos étnicos, ha permitido detectar variantes de los
VPH 16 y 18 (46-48). El estudio de éstas variantes ha permitido establecer arboles
filogenéticos que muestran su evolucidon molecular y establecer que es tan antiguo
como el hombre mismo (49). De ahi que la distribucion y diseminacién del VPH
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esté en relacion con los movimientos poblacionales (50). De acuerdo con los
resultados de estos autores (46-48), se han identificado cinco diferentes ramas
filogenéticas para el VPH16, la europea, la asiatica, asiatica-americana, africana-1

y africana-2 (43,47).

Las variantes del VPH16 y VPH18 han mostrado una distribucién diferencial entre
la severidad de las lesiones cervicales en CCU, muy probablemente debido a sus
diferencias filogéneticas (51,52). En México las variantes de VPH16 reportadas
con mayor frecuencia son VPH16 var E (58.8%), VPH 16 var AA-a (32.3%) y VPH
16 var AA-c (8.8%). De manera interesante VPH16 var AA-c a pesar de su baja

frecuencia solo fue observada en casos de cancer invasor (53).

2.6 OTROS MECANISMOS DE TRANSMISION.

Los primeros antecedentes de la transmisién vertical del binomio madre hijo para
VPH, surgen a finales de los afios setenta por observacion de papilomas laringeos
y condilomas genitales en nifios recién nacidos (54), confirmando la factibilidad de
este tipo de transmision en estudios de seguimiento recientemente reportados
(55,56). Sin embargo se considera que la tasa de infeccion en recién nacidos es
baja (=10%), aun en mujeres que fueron positivas a la infeccién viral durante el
embarazo (55,57), sobretodo cuando se evalla la concordancia del mismo tipo

viral en la madre y en el hijo.
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Por otro lado los hallazgos de una concordancia entre la prevalencia de VPH en
lesiones anogenitales y en cavidad oral (58), la presencia de infeccion en lechos
subungueales de las manos y verrugas genitales (59), asi como las altas
frecuencias de anticuerpos positivos a VPH en nifios (60) y la ausencia de
asociacion de seropositividad a VPH con la actividad sexual, conducen a la
posibilidad de una transmision horizontal por auto o heteroinoculacibn como
sucede cuando una persona infectada la transmite a si mismo o al tener contacto

con otra persona (55,57,60).

2.7 ANTIGENOS DE LEUCOCITOS HUMANOS. (HLA- HUMAN LEUCOCYTE

ANTIGEN).

El HLA (Human Leukocite Antigen) codifica para las moléculas clase |y clase |l
que funcionan como elementos que presentan antigenos propios y extrafios. Los
genes de HLA ocupan una regién de cerca de cuatro millones de pares de bases
(4Mp), lo cual es equivalente a 0.1% del genoma humano (61). Los genes de HLA
se encuentran en el cromosoma 6p21.31, estan divididos en regiones de clase |, Il
y lll. Se considera como la region de mayor variabilidad en el genoma humano y
tiene un importante papel en la susceptibilidad y resistencia a las enfermedades.
Cerca del 30% de los aproximadamente 150 genes expresados codifican para
moléculas relacionadas al funcionamiento inmune (61). Los genes de clase | estan
colocados telomericamente y codifican las moléculas presentadoras de antigenos

HLA-A, By C. Los genes centroméricos de clase I, codifican para las moléculas
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HLA-DP, DR, DQ, pero también para subunidades del proteasoma (LMP) y genes
transportadores de péptidos (TAP) (19,62). La regién HLA lll es una zona
heterogénea de genes entre los cuales se encuentran algunos asociados al
complemento (C2, C4A, C4B), al proceso inflamatorio (TNFa y TNFB), y al
metabolismo de hormonas (21-Ohasa). Se ha propuesto que la region de HLA es
una agrupacion de genes inmunologicos, tantos como los productos génicos que

estan involucrados en la generacién de la respuesta inmune (63).

Debido al extraordinario polimorfismo de los genes de HLA se han considerados
marcadores de individualidad y son de gran ayuda en genética de poblaciones,
antropologia y el estudio de las enfermedades (64-66). La caracterizacion genética
de una poblacién a través de HLA es necesaria para tener un punto de referencia
que permita comparaciones confiables. Algunos estudios en poblacion mestiza
mexicana han sido reportados desde 1979 y hasta fechas recientes en un intento

de obtener una muestra representativa que permita éste objetivo (66-70).

Las células citotoxicas (CTL) y T cooperadoras (Ty) reconocen péptidos
antigénicos procesados presentados por moléculas del CMH clase | o I,
respectivamente. Este mecanismo sugiere que las células T pueden monitorear
potencialmente cualquier cambio genético, incluyendo aquéllas asociadas con
transformaciones (71). El sistema del CMH humano genera una enorme diversidad

en presentaciones potenciales de péptidos antigénicos, un fenémeno que incluye
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reconocimiento de antigenos tumorales por células T autdlogas. La desregulaciéon
de HLA clase | es un evento frecuente asociado con desarrollo e invasion tumoral
(72). Alteraciones en el fenotipo tumoral de HLA clase | pueden tener profundos
efectos sobre la respuesta antitumoral de las células T y las células asesinas

naturales (NK-natural killer cells).

2.8 INFECCION POR VPH Y EXPRESION DE HLA.

La infeccion por VPH de alto riesgo se desarrolla inicialmente en las células
basales del epitelio estratificado, donde se realiza la transcripcion de los genes
tempranos (E-early) E5,E6 y E7, provocando una cascada de expresion de genes
de VPH que siguen a la diferenciacion de los queratinocitos (73). Una vez que se
inicia la migracion celular hacia capas mas superficiales, de manera concomitante
se lleva a cabo la diferenciacion de los queratinocitos infectados, expresando los
genes tardios (L-late) del virus y conduciendo a la formacion de particulas virales
que son exfoliada a la superficie de la mucosa con capacidad infectiva (74). El
genoma de VPHs se mantiene extracromosomalmente o en forma episomal en las
células epiteliales, aun cuando en células tumorales infectadas por VPH, se

encuentra integrado a los cromosomas de la célula (75).

Los linfocitos T citotéxicos (CTLs) que generalmente son CD8+ (es decir que
expresan el receptor CD8 en su superficie celular) juegan un papel importante en

la eliminacion de las células infectadas por VPH (76). Los antigenos virales son
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reconocidos en la superficie de las células infectadas en la forma de cadenas
cortas de péptidos (8-10 aminoacidos) unidas a las moléculas del sistema de HLA
clase | (77). Las cadenas de péptidos virales son generadas por protedlisis de
proteinas virales en el citoplasma y transportadas por complejos peptidicos
codificados por los genes TAP-1y TAP-2, al reticulo endoplasmico dénde se une
a nuevas moléculas sintetizadas de HLA | (78). El complejo formado de HLA-l y el
antigeno peptidico viral mas la B, microglobulina (Bom) migran a la superficie
celular donde ocurre el reconocimiento por los CTL a través de los receptores de
las células T (TCR), los cuéles son altamente especificos para el reconocimiento
de antigenos (79). Las moléculas del sistema de HLA | son expresadas en la
superficie de todas las células nucleadas, por lo tanto los CTLS anti-virales son un
mecanismo efector poderoso para la eliminacion de las células viralmente
infectadas (19). La activaciéon de los CTLs requieren del reconocimiento de
antigenos extrafos realizado por las células “profesionales” presentadoras de
antigenos (APCs), tales como los macrofagos, los linfocitos By las células

dendriticas.

2.9 HLA CLASE Il Y LINFOCITOS T COOPERADORES (THLS).

Los THLs generalmente son CD4+ y proveen citocinas para activar a las células B
para la produccién de anticuerpos, y citocinas para activar y mantener la respuesta
para CTL CD8+ (73). Pueden también promover la respuesta inflamatoria, como

mecanismo de defensa y a diferencia de las células T CD8+, las células T CD4+
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reconocen a los antigenos exogenos, los cuales son identificados de los
alrededores de las APCs por endocitosis o por fagosomas (62). Una vez dentro de
la célula, los antigenos son encapsulados en vacuolas llamadas endosomas, las
cuales degradan las proteinas en fragmentos peptidicos (11-13 aa de longitud). El
bajo pH presente en los endosomas permite la uniéon con otras vesiculas que
contienen las moléculas de HLA clase Il (76). Las expresion de las moléculas de
HLA-Il se restringen a las células presentadoras de antigenos profesionales.
Todas éstas células tienes altos niveles de expresion de HLA-II, son capaces de
procesar antigenos exdgenos eficientemente, y son ricas en moléculas co-

estimuladoras para la activacion de células T (80).

El procesamiento y presentacion de los antigenos de VPH por la via de las
moléculas de HLA-II puede ocurrir de varias maneras. Teéricamente puede haber
una presentacion “directa” de los antigenos de VPH, debido a que la mayoria de
las células de carcinoma cervical expresan moléculas de HLA Il (81). Sin
embargo, esto es improbable, ya que debido a que las proteinas génicas
tempranas de VPH, son expresadas en el ndcleo y en el citoplasma, sugieren que
estas proteinas serian preferentemente degradadas en el citoplasma vy
presentadas por las moléculas de HLA I. También existe la posibilidad de que las
proteinas de VPH puedan ser liberadas dentro del espacio extracelular como un
resultado de la muerte celular, estos antigenos serian tomados por las APCs y
presentadas a las células T locales CD4+. Esto podria ocurrir en el carcinoma

cervical y en lesiones de alto grado, ya que se ha observado infiltrados de
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linfocitos (82). Sin embargo en lesiones intraepiteliales de bajo grado, se

caracterizan por ausencia de inflamacion local y ausencia de muerte celular (62).

En el cérvix normal, las moléculas clase Il son expresadas por el epitelio columnar
pero no por el epitelio escamoso. De 53 carcinomas escamosos cervicales
examinados para la expresion de CMH clase Il, solo 17% mantuvo un fenotipo
negativo caracteristico del epitelio del cual era derivado el tumor. Los subloci DR,
DP y DQ del CMH clase Il se expresan diferencialmente, lo cual sugiere una
regulacion independiente (76,83). Asi, se ha observado la relevancia que tiene la
inmunogenicidad de las células transformadas o infectadas por VPH y el papel de
la respuesta inmune son consideradas relevantes en el desarrollo o progresiéon de
malignidad en células cervicales, la cual depende en gran medida de la

informacion genética presente en los antigenos de los leucocitos humanos (71,82).

2.10 ALELOS DE HLAY CCU

En céncer cervical y NIC, se han reportado asociaciones con HLA por diferentes
grupos de investigadores, obteniendo conclusiones variables, debido
principalmente a diferencias en el tipo y tamafio de la poblacién, asi como a las
técnicas de medicién para HLA y VPH y por supuesto a la gran diversidad de

polimorfismos en las poblaciones del sistema HLA (84-87).
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Esta bien documentado la importancia que tienen los CTL a la infeccion viral por
VPH, observando una des-regulacion asi como pérdida completa en la expresion
de los antigenos clase | (88). Tales alteraciones en la expresion de los antigenos
clase | hacen posible que las células infectadas por VPH y especificamente para
VPH 16 escapen a la deteccidon del sistema inmune (89). Aunque el papel de las
moléculas de HLA clase | estan bien establecidas en el CC, la importancia del
estudio de los alelos individuales de HLA clase | han sido poco explorados. En los
estudios donde se aborda el andlisis de la frecuencia génicas de éstos alelos se
reportan a HLA Cw3 (p=0.013) en poblacion de Finlandia (88), a HLA-A2
(P<0.001) en poblacion mestizo-mexicana y a Cw*0202 (OR=0.5) en un estudio

unificado para poblaciones de Costa Rica y Estados Unidos (90-92).

Por otro lado una mayor atencién se observa con los estudios de los antigenos de
HLA clase Il, a pesar de que no queda claro su regulacién en la progresion de la
carcinogénesis. Ciertos alelos DQB1 y DRB1 HLA clase Il se han asociado con
riesgo relativo aumentado para CC en mujeres caucdsicas y mujeres africo-
americanas (84,85). En la mayoria de los reportes, se encontrd una asociacion 2 a
7 veces mayor con HLA DQB1*03 y cancer cervical, mientras que para NIC y VPH
el riesgo varié entre 2.5 a 4.0. Para mujeres caucasicas los locus DQB1*03,
DRB1*04 y DRB11 estuvieron fuertemente asociados con susceptibilidad a NIC.
Especificamente, los haplotipos DRB1*0401-DQB1*0301 y DRB1*1101-
DQB1*0301 fueron significativos e indicaron susceptibilidad. El Unico haplotipo que

mostré un efecto protector significativo para NIC y NIC-VPH positivo, en este
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estudio fue DRB1*0101-DQB1*0501 (OR=0.48, p=0.01). Se reporta una
correlacion positiva con NIC-VPH positivo, sugiriendo que alelos especificos de
HLA clase Il pueden ser importantes en determinar la respuesta inmune a los

antigenos de VPH y el riesgo para NIC posterior a infeccion por VPH (82,92).

En mujeres africo-americanas, se observé un riesgo aumentado para DQB1*0303
(OR=2.7, 1C=1.1-7.2), DQB1*0604 (OR=5.2, IC=1.2-31) y un efecto protector para
DQB1*0201 (OR=0.5,CI=0.3-0.9) y para el alelo heterocigoto DQB1*0301/*0501
(17de 214 controles vs. 0 de 66 pacientes con cancer cervical escamoso OR=0,
IC=0-0.7) (85). En mujeres hispanicas residentes de Estados Unidos, los
haplotipos DRB1*0404-DQB1*0302, el DRB1*0407-DQB1*0302 y el DRB1*1501-
DQB1*0602 son considerados de susceptibilidad por su asociacién con CC. Un
efecto protector fue observado con DRB1*1101-DQB1*0301 en esta poblacion.
Otras variantes de los haplotipos de DQB han sido estudiadas en poblaciones de
mujeres germanas, japonesas Yy noruegas (93-95). En poblacion hondurefa el
analisis mostr6 un predominio de HLA-DQA1*0301 al comparar los casos severos,
es decir, con NIC Il y cancer invasor, comparado con el grupo control (RR=3.4),
mientras que DQA1*0501 sugiere un efecto protector hacia la progresion de la
enfermedad al comparar los casos severos y los de NIC | y Il (RR =0.3). El alelo
DQB1*0602 mostré un efecto protector para NIC y Cancer invasor en portadores
de VPH 16 y 18 (96). El Unico estudio reportado en poblacion mexicana muestra
gue HLA-A2 y HLA-DR5 tuvieron mayores frecuencias, en los casos de cancer de

cérvix con relacion al grupo control (OR=4.5 y OR=3.34 respectivamente),
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mientras que HLA-DR6 (OR=0.9), HLA-DR2 (OR= 0.05) y HLA-DR1 (OR=0.05)

presentaron una menor frecuencia entre los casos (96).

2.11 CANCER DE CERVIX Y RIESGO GENETICO.

Recientemente, se ha sefalado evidencia epidemiolégica que demuestra una
predisposicion genética al cancer cervical. En el trabajo se sefala un riesgo de
1.83 (1.C.95%=1.77-1.88) de haber padecido cancer de cérvix para las madres
biolégicas de los casos, mientras que para las madres adoptivas el riesgo relativo
no fue diferente significativamente de la unidad (1.1, 0.76-1.5). El riesgo relativo
para las hermanas biolégicas de los casos fue de 1.93 (1.85-2.0), mientras que
para las hermanas no biolégicas de los casos, el riesgo fue de 1.1 (0.8-1.5).
Indicando que hay un riesgo elevado significativo para los familiares biolégicos de

primer grado de mujeres con cancer cervical (97).

En otro de los estudios se sefala un riesgo de 2.01 (1.C.95%=1.55-2.53) para CC
in situ e invasor en madres o0 hijas de pacientes con CC en relacion a controles y
sus familiares; aun cuando se encontraron riesgos elevados para otros tipos de
cancer entre las hijas de pacientes con CC como son con Cancer pulmonar 2.66
(1.C.95%=1.63-4.11), cancer de piel 2.8 (1.C.95%=1.2-5.51), cancer en cavidad
oral 2.16 (1.C.95%=1.1-3.86), recto 2.40 (1.C.95%=1.03-4.72) y ano 5.36
(1.C.95%=1.46-13.72) (97), estos cuatro ultimos sitios de afectacién por cancer,

asociados también con infeccion por VPH (98). Estos resultados han sido
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confirmados por otros estudios publicados recientemente, incluso se resalta que el
riesgo familiar para el desarrollo de tumores del cérvix contribuye con el 64%,

mientras que el componente ambiental corresponde un 36% (99, 100).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Se considera que el desarrollo del cancer de cérvix es una consecuencia tardia de
infeccion persistente del epitelio del cérvix por ciertos tipos de papilomavirus,
siendo el mas estudiado el VPH 16 por encontrarse presente en mas del 50% de
los casos (18,36). Se reporta que en el 99% de los casos con CC contienen
secuencias de VPH, de las cuales el 70% estan representadas por infeccion por
VPH16 y VPH18 (101,102). Por otro lado se ha observado que mientras 6 a 53%
de las mujeres sexualmente activas estan infectadas con VPH de alto riesgo, solo
2 a 5% tienen anormalidades cervicales consistentes con infeccion por VPH (103-
104). La discrepancia entre el largo periodo de latencia de mujeres infectadas y la
comparativamente baja frecuencia de CC invasor sugiere que se requiere de otros
eventos secundarios y cofactores suficientes para una conversiéon maligna total de
lesiones persistentes (105-106). Se ha sugerido que diferencias en la respuesta
inmune a la infeccion por VPH afecta el curso de la infeccion para su eliminacion o

persistencia (107).

El mecanismo por el cual los alelos de HLA afectan la persistencia de la infeccion

y el desarrollo de CC no es todavia claro. Sin embargo se sabe que se despierta
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una respuesta inmune ante la presencia viral, debido a la presencia de anticuerpos
especificos en el suero de individuos con antecedente de infeccién, relacionadas

con una respuesta iniciada por la presentacion antigénica de HLA | (74).

La respuesta inmune celular esta evidenciada al observar aumento de riesgo para
el desarrollo de neoplasias malignas, incluyendo el CCU, en pacientes con
inmunodepresion terapéutica como sucede en los casos de transplante renal, en
quiénes se reporta hasta 10.8 veces mas posibilidades de desarrollar cancer en
comparacion con la poblacion general, lo que sugiere que la respuesta inmune
celular tiene un papel importante en la eliminacion de la infeccion por VPH y que

estaria representada basicamente por la presencia de HLA 1l (108,109).

De ahi que parece probable que los individuos varian en su habilidad para
presentar epitopes virales al sistema inmune mediado por células T. Individuos
portadores de ciertos alelos de HLA, tales como los que se han encontrado
asociados con CCU, pueden ser menos capaces de presentar péptidos virales a
las células T circulantes; por otro lado la falta de alguno de los alelos de HLA que
puede ser caracteristicos de una poblacién podria implicar una falta de respuesta
ante estos antigenos (110,111). Tales mecanismos tendrian consecuencias sobre
la potencial eficacia de las vacunas como profilacticas contra VPH, en las que se

consideren péptidos antigénicos de E6 y E7, ya que esto limitaria una adecuada
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eficacia esperada, ahora con la implementacion de la vacuna disponible en el

mercado, sera cuestion de observar sus efectos a largo plazo (74,112).

De acuerdo a los resultados de los estudios que evaltan los haplotipos asociados
con CC vy lesiones precursoras, se observa que varian dependiendo de la
poblacién y grupo étnico que se estudie, en ese caso la poblacibn mestizo-
mexicana presenta un marco de referencia en la presentacion de los HLA clase | y
Il que los caracterizan y que los distingue de otras poblaciones en el mundo (66-

70).

Asimismo el andlisis del DNA, principalmente del gen L1 y la regién control, de
aislados virales de papilomavirus obtenidos de diferentes paises y grupos étnicos,
ha permitido detectar que existen variantes en los VPHs que resulta en cierta
susceptibilidad poblacional a virus especificos con distribucion probablemente

regional, incluyendo poblacion mexicana (46-53).

Desde 1986 se ha reportado que el CCU se encuentra significativamente mas
frecuente en madres y hermanas de pacientes con CCU que en familiares
femeninos de mujeres sin CCU. Este agrupamiento familiar sugiere que algunos

de los CCU pueden tener un componente genético primario (113).
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De acuerdo con los antecedentes anteriores, existe la posibilidad de que las
mujeres mexicanas que desarrollan céncer cervical presenten cierta
susceptibilidad a VPHs con variantes diferentes a las sefialadas en otras
poblaciones y que pueden estar relacionadas con mayor poder de oncogenicidad,
asi como también exista una mayor frecuencia de expresion de haplotipos o
alelotipos diferentes a las reportadas para poblaciones no mexicanas que
confieran mayor riesgo o por el contrario protejan en el desarrollo de cancer

invasor. Por lo que se presenta las siguientes preguntas:

¢, Se presenta una asociacion entre los alelotipos y/o haplotipos de HLA clase
| (A,B), clase Il (DR,DQ) con Céncer Cervicouterino en mujeres mestizo-

mexicanas infectadas por VPH16?

¢La presencia de alelotipos y/o haplotipos de riesgo clase | y/o Il en las
familiares de primer grado de los casos y controles se relaciona con mayor

probabilidad de infeccién por VPH?

4. JUSTIFICACION.

El CC ha permanecido como una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad por cancer en nuestro pais en los Ultimas cuatro décadas. De acuerdo

a informacion de la Secretaria de Salud se reporta que cada minuto, se
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diagnosticaban dos casos nuevos de lesiones precursoras de CC, cada 20
minutos se diagnosticaba un caso nuevo de CC en etapa avanzada y cada dia
morian 11 mujeres por ésta causa (114). Esta situacion se mantiene en los paises
en vias de desarrollo, y han tenido que transcurrir mas de 50 afios, posterior a la
introduccién de la deteccion oportuna por tamizaje en nuestro pais para empezar
a observar una disminucién en el nimero de casos de cancer invasor en el cérvix

uterino.

Aun ahora en el interior del Pais se observan algunas regiones de alto riesgo de
morir por ésta causa por el exceso de casos que se presentan con relacion al
promedio nacional, entre ellas las localizadas en centro y sur de la Republica
(115). La distribucion observada es posible que no sea un evento al azar. De
acuerdo a los antecedentes presentados, la infeccién por VPH, no es una causa
suficiente para explicar la presencia del cancer cervical. Caracteristicas propias
del virus, como son su capacidad de integracion al genoma humano, la carga viral,
los tipos y variedades que obedecen a cierta distribucion mundial, son condiciones
gue influyen en su capacidad de infeccion, primero, pero también para transformar
la célula infectada. Se ha sefialado, asimismo, una serie de factores genéticos
poblacionales como alteraciones cromosomicas y determinantes del CMH clase | y
II, que se relacionan tanto con susceptibilidad como proteccién a la infeccion por
VPH. Estas caracteristicas, ademas de las asociadas con el medio ambiente que
pueden favorecer la exposicion temprana a la infeccién (transmisién sexual,

transmision vertical madre-hijo) y los cofactores ambientales (hormonales,
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tabaquismo, etc.) permiten que su interaccion probablemente favorezcan o no la

carcinogenesis.

Los reportes basados en poblacion mexicana, muestran evidencia de algunas de
éstas caracteristicas (91,116-118), los cuales dan sustento a la posibilidad de
explorar con un enfoque epidemioldgico, la importancia de algunos factores tanto
bioldgicos por la infeccion de VPH-AR como del hospedero en su capacidad de
respuesta inmune, que aporten mayor informacion para el desarrollo del cancer
cervicouterino en poblacibn mexicana. Esto permitiria identificar el posible
impacto sobre determinar a poblacion de alto riesgo que conduzca a una
optimizacibn de los recursos en programas de prevencidn poblacional,
especificamente con el impacto esperado con la aplicacion de las vacunas
profilacticas, ante las evidencias de que la carcinogénesis de CCU esta

influenciada, al menos en parte, por el polimorfismo de VPH y de HLA.

5. HIPOTESIS

Existe una asociacion de susceptibilidad (OR>2.0) y/o de proteccién (OR<0.5) en
uno o mas de los alelotipos y/o haplotipos de HLA clase | y Il (HLA-A: A2, A9, A28,
HLA-B: B7, B14, HLA-DR: DRB1*05, DRB1*1501, HLA-DQ: DQB1*0602), con

Cancer CC invasor en mujeres mestizo-mexicanas infectadas por VPH 16.
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Cuando el familiar femenino de primer grado de la poblacién estudiada (casos y
controles) presenta uno o mas de los alelotipos y/o haplotipos de susceptibilidad
de HLA clase | y/o Il, la probabilidad de presentar VPH de alto riesgo sera mayor o

igual a 2.0 (OR>2.0).

6. OBJETIVO GENERAL:

1. Evaluar la fuerza de asociacion de los alelotipos y/o haplotipos de HLA clase |
(A, B) y Il (DR, DQ) (HLA-A: A2, A9, A28, HLA-B: B7, B14, HLA-DR: DRB1*05,
DRB1*1501, HLA-DQ: DQB1*0602), con la presencia de CCU Invasor con

infeccién positiva a VPH16 en poblacion mestizo-mexicana.

2. Determinar la asociacion de los alelotipos y/o haplotipos de susceptibilidad de
HLA clase | y/o Il identificados en la poblaciébn de casos y controles, con la
infeccion por Virus de papiloma humano de alto riesgo en los familiares de primer

grado.

6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar diferencias en la frecuencia de alelotipos y/o haplotipos en HLA
clase | (A, B) (HLA-A: A2, A9, A28, HLA-B: B7, B14) y clase Il (DR, DQ) (HLA-
DR: DRB1*05, DRB1*1501, HLA-DQ: DQB1*0602), en los casos y los

controles.
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Identificar la frecuencia de los alelotipos y/o haplotipos de riesgo HLA clase |
(HLA-A, HLA-B) y/o Il (HLA-DR, HLA-DQ) entre los familiares de primer grado
de los casos y de los controles.

Describir la frecuencia de infeccion por VPH-AR
(16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/ 58/59/68) en los casos/familiar y en los
controles/familiar.

Describir la frecuencia de alteraciones epiteliales (Neoplasia Intraepitelial
Cervical) en los familiares de primer grado (por antecedente o por hallazgo).
Identificar los factores de riesgo sociales (edad, nivel de escolaridad, nivel
socio-econdmico, tabaquismo) y reproductivos (inicio de vida sexual, edad de
primer parto, multiparidad, numero de compafieros sexuales, uso de
anticonceptivos hormonales) para CCU en la poblacion de casos y controles y
para Infeccion por VPH en las familiares de casos y controles.

Evaluar caracteristicas diferenciales de la carga viral por VPH en las pacientes

con CCU invasor.

7. MATERIAL Y METODOS.

7.1 LUGARES DE ESTUDIO.

Secretaria de Salud, Hospital General de México. Servicio de Ginecologia

Oncologica. Hospital de Oncologia, Centro Médico Siglo XXI. Servicio de

Ginecologia Oncoldgica. Unidades de primer nivel de atencion médica en donde

se realizan estudios de citologia cervical, del area donde se identificaron las casos
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de ambas instituciones (SSA-IMSS). El Hospital General de México es una
unidad de tercer nivel de atencién médica, de alta especialidad en enfermedades
oncologicas. A ésta unidad hospitalaria son referidas o acuden por iniciativa propia
poblacion de nivel social y econdmico medio y medio bajo que no cuentan con
seguridad social médica. Forma parte del sistema Nacional de Salud, tiene una
amplia cobertura en la ciudad de México y en estados colindantes. La clinica de
displasias, asi como el servicio de Oncologia, cuenta con personal especializado

para el diagndstico y tratamiento de lesiones precursoras y cancer invasor.

Las unidades de primer nivel correspondientes a la Secretaria de Salud, fueron
seleccionadas de acuerdo a la mayor cobertura poblacional en funcién del lugar de
residencia de los casos seleccionados que vivian en la ciudad de México, con el

fin de identificar controles que residieran en la misma area geografica que el caso.

El hospital de Oncologia del Centro Médico Siglo XXI, es un hospital de tercer
nivel que atiende a poblacion derechohabiente, referida para su diagndéstico y/o
tratamiento en patologia oncoldgica, principalmente de la clase trabajadora de
nivel medio y medio-bajo de la zona sur de la ciudad de México y de algunos

estados como son Chiapas, Guerrero, Morelos.

El primer nivel de atencién médica, en el IMSS, se encuentra representado por
Unidades de Medicina Familiar, las cuales atienden un promedio de 30 a 40
mujeres diariamente que acuden a realizar el estudio de Papanicolaou (Pap), en el
programa de deteccion oportuna de cancer, a través de los servicios de Medicina

Preventiva. La selecciéon de los controles, se realizO en estas unidades de
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acuerdo al area geografica de donde residia el caso, para disminuir sesgos de
seleccion en los controles, las pacientes fueron invitadas a participar solo en
aquéllas mujeres que habian acudido como acompafantes o bien que
demandaron atencién médica en la consulta externa y que no tenian como motivo

principal solicitar el estudios de deteccion de CCU.

El principal motivo para haber considerad hospitales de concentracion oncolégicos
fue tener una mayor poblacion de casos de una enfermedad de baja incidencia
poblacional (44 X 100 000 mujeres), ademas de contar con la posibilidad de una
atencion médica de alta especialidad, que garantizara un seguimiento de las
pacientes. Por otro lado se buscoé tener una muestra con mayores posibilidades
de representar a poblacion mestiza mexicana con y sin seguridad social, que por

otro lado representan casi el total de nuestra poblacion (119).

7.2 DISENO DE ESTUDIO:

1. Estudio de Casos y Controles Prolectivo de Casos Incidentes. Este tipo de
estudio permitié probar la hipétesis propuesta para buscar asociacion de los alelos

y/o haplotipos de HLA clases | y Il con cancer de cérvix (120).

Este tipo de disefio de estudio epidemiolégico ha sido incorporado en

Epidemiologia Genética, en funcion del importante aumento de marcadores
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genéticos en diferentes cromosomas relacionados con la presencia de ciertas
enfermedades. Este disefio permite evaluar si una enfermedad, en este caso el
cancer de cérvix invasor cosegrega con un marcador especifico (HLA 1y Il) en
pacientes consideradas de alto riesgo. Su principal ventaja es que estos estudios
pueden indicar la localizacién en un cromosoma de genes de susceptibilidad (o

proteccion) a la enfermedad.

Este disefio tiene algunas ventajas para el estudio de marcadores genéticos, en
primer lugar se considera un disefio eficiente para el estudio de enfermedades de
baja frecuencia, por otro lado se considera que el estudio de genes especificos,
representan marcadores estables indicadores de susceptibilidad en el huésped,
ademas de que es posible medir el efecto de interacciones genético-ambientales

(121).

2. Para el segundo problema aplicable a las mujeres familiares de primer grado
tanto de casos como de controles, se realizé un estudio Transversal Analitico, en
el gue la exposicion se consider6 como la identificacion de los alelotipos o bien
haplotipos de HLA de riesgo para cancer de cérvix y el efecto fue la identificacion
de infeccion por virus de papiloma humano de alto riesgo, los cuales fueron

medidos en el mismo momento de seleccion (122).
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7.3 POBLACION DE ESTUDIO:

Mujeres mestizas mexicanas con y sin diagnostico de Cancer de Cérvix Invasor y

un familiar del sexo femenino de primer grado.

CASOS: Mujeres con diagnostico de Céncer de cérvix invasor, de reciente
diagndstico, etapas clinicas | a IV, que no hubieran iniciado tratamiento y un

familiar femenino de primer grado (madre, hija o hermana).

Criterios de Inclusion: Diagnéstico histopatologico de Cancer Primario de cérvix
invasor, positiva a VPH16, en cualquier etapa clinica, de cualquier edad, que se
considere como poblacidbn mestizo-mexicana (nacimiento de los familiares de tres
generaciones en México), que tengan un familiar de primer grado femenina, que
hayan iniciado vida sexual, y que ambas el caso y familiar acepten la participaciéon

voluntaria, que sean residentes del area metropolitana.

Criterios de Exclusion: VIH positivo, embarazo.

Criterios de Eliminacion: Falta completa de muestras biolégicas en el caso y/o

familiar.

CONTROLES: Mujeres sin diagnostico de cancer cervicouterino, ni lesiones
precursoras, con antecedente de Papanicolaou negativo a neoplasia al momento

de la entrevista, 0 negativas a sintomatologia cervico-vaginal, negativa a VPH de
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alto riesgo, pareadas por frecuencias en grupos de edad +5 afios en relacion a los

casos.

Criterios de inclusion: Poblacién mestizo-mexicana (nacimiento de los familiares
de tres generaciones en México), edad +5 afios con relacion a los casos, de la
misma area geografica (delegaciones politicas) que los casos, que hubieran
acudido a la demanda de atencion médica en el primer nivel de atencibn como
acompafantes, que cuenten con un familiar de sexo femenino de primer grado

gue haya iniciado vida sexual y que ambas acepten participar en el estudio.

Criterios de exclusion: VIH positivo, nacionalidad extranjera en las tres
generaciones previas, negativa de participacion de ella o del familiar de primer

grado, embarazo.

Criterios de Eliminacién: Muestras biolégicas incompletas del control y/o del

familiar.

7.4 MARCO MUESTRAL.

La poblacion mestiza mexicana se define como los descendientes de una mezcla
de habitantes autdéctonos con otros grupos étnicos, principalmente de habla
hispana y en menor grado de raza negra, los cuales constituyen mas del 90% de
la poblacion (119). Con el fin de identificar poblacién de casos y controles que

cumplieran con éstas caracteristicas se considero en la entrevista los
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antecedentes de nacimiento de los padres y abuelos, minimizando de ésta manera

la posibilidad de un error en la seleccion de la poblacion fuente.

Los casos fueron seleccionados a partir de la deteccion de mujeres con
Papanicolaou Clase V que fueron referidas para diagnostico de CC invasor, en
cualquier etapa clinica y a quién se le plante6 la posibilidad de estudiar a una de
sus familiares, estas pacientes fueron captadas en las unidades de referencia
correspondientes. En el caso de la Secretaria de Salud, en el Servicio de
Ginecologia Oncoldgica del Instituto Nacional de Cancerologia y del Hospital
General de México. En el IMSS, se detectaron las pacientes referidas para su
diagndstico al servicio de Ginecologia Oncolégica del Hospital de Oncologia, CMN

Siglo XXI.

Los controles fueron seleccionados de las unidades de primer nivel de atencién
meédica correspondiente al area geogréafica por delegacion politica en donde
residia el caso y donde se realiz6 el programa de deteccidon oportuna de cancer

cervical.

7.4.1 TAMARO DE MUESTRA.

Para la busqueda de diferencias en la frecuencia de alelotipos y/o haplotipos de

HLA que indicaran susceptibilidad a la infeccion por VPH de alto riesgo
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relacionada con el cancer de cérvix en relacion con el grupo control, nivel de
confianza del 95%, poder de la prueba de 80%, y una asociacion minima de 2
(frecuencia de HLA-B35=27.5% en casos vs. 13.3% en controles) (91,96), el
tamafio muestral calculado fue de 117 casos y 117 controles. El calculo del

tamafo muestral fue calculado con la siguiente formula:

(Zal2+ZB)* p (1-p )(r+1)

n=--

(d)?r

donde:

p = (pl +rp2)/(1+r)

pl = proporcion de exposicion entre los casos

p2 = proporcion de exposicion entre los controles
r = razén de casos y controles 1:1

d = diferencia esperada entre los casos y los controles

En familiares fueron considerados un nivel de confianza del 95%, un poder de
80%, una diferencia esperada de 0.48, se obtuvo una muestra teérica de Ny y1 =
98; sin embargo debido a que cada caso o control tendra un familiar el tamafio
muestral serd ajustado al tamafio muestral anteriormente calculado. ng'= 117;
n;’= 117 (+10% de posibles pérdidas — eliminadas).
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El promedio de hijas entre los casos es de 2.1+1.1 de acuerdo a un estudio piloto
entre las mujeres con CC y el promedio poblacional de hijas por familia es de 1.5,
de acuerdo a datos estadisticos del censo de poblacion y vivienda en México
(119). Estimando una tasa de respuesta entre los familiares de los casos de 95%,
se obtendria una submuestra en familiares de 98, mientras que la tasa esperada
de respuesta en el grupo control sera de 85% con un total estimado de 99

familiares de controles.

Se consider6 una cuota similar de casos con CCU invasor positivas a VPH16 por
centro participante (IMSS-SSA) (50% aproximadamente). Para captar a las
pacientes con CCU invasor con infeccién positiva a VPH 16 (n=117+12=129), y
considerando una probabilidad de encontrar pacientes con esta caracteristica en
0.5, necesitamos determinar VPH en al menos 248 pacientes que cumplan los

criterios de inclusion.

7.5 VARIABLES.

Problema 1.

Variable Dependiente.
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Céancer cervical invasor positiva a VPH 16. Neoplasia maligna localizada en el
cuello del utero con invasién a tejidos adyacentes en cualquier grado, de acuerdo
a los criterios de la FIGO y que tengan identificacion positiva a VPH tipo 16. El
diagnostico sera realizado con el estudio histopatolégico en tejido de biopsia o
bien en tejido de pieza quirurgica, el cuél sera leido por dos médicos patélogos en

forma independiente.

Mujeres control sin cancer invasor negativas a VPH 16. Mujeres que en la citologia
cervical no se encuentren datos de neoplasia intraepitelial o cancer invasor, en el
estudio analizado por el médico patdlogo, con antecedentes personales negativos

a cualquier neoplasia.

Escala: Cualitativa. Categorias: Presente (Casos), Ausente (controles).

Variable Independiente.

Alelos de HLA clase | (HLA-A, HLA-B) y clase Il (HLA-DR y HLA-DQ).

HLA (Human Leucocyte Antigen). HLA clase | y Il son las dos principales
moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC - Major
Histocompatibility Complex), son heterodimeros transmembranales cuyo dominio
extracelular amino-terminal atrae antigenos para presentarlos a las Células T.
Hay tres tipos de proteinas clase |, HLA-A, HLA-B y HLA-C vy tres tipos clase I,

HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR. Los genes que codifican para HLA clase | y Il, se
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encuentran en el cromosoma 6. Se realizara el analisis de la distribucion de los
alelos para clase | y Il, determinados en DNA de leucocitos en sangre periférica.
Haplotipos de HLA. Se refiere a la combinacién de alelos de HLA ligados a

multiples loci que se transmiten juntos.

Problema 2.

Variable Dependiente: Virus de Papiloma Humano de alto riesgo.

Variable Independiente: Alelos y/o haplotipos de HLA clase | (HLA-A, HLA-B) y

clase Il (HLA-DR, HLA-DQB1).

7.5.1 DEFINICION OPERATIVA DE LAS VARIABLES

Problema 1.

Cancer de Cérvix. Diagnéstico definitivo realizado con el estudio histopatolégico
en tejido de biopsia o bien en tejido de pieza quirdrgica, obtenido por acuerdo
interobservador entre dos médicos patélogos que lo evaluaron en forma

independiente.

Alelos de HLA. Determinacion positiva por bandeo de acuerdo al método de

hibridizacion in situ en el DNA de leucocitos de sangre periférica.
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Problema 2.

Virus de papiloma humano de alto riesgo. Determinacion positiva / negativa, de

acuerdo al método de captura de hibridos Il (Razén RLU control / muestra >1)

Alelos de HLA. Determinacion positiva / negativa, por bandeo de acuerdo al

método de hibridizacion in situ en el DNA de leucocitos de sangre periférica.

OTRAS VARIABLES (potencialmente confusoras).

Para los problemas 1y 2.

Sociodemograficas: edad, nivel socioecondémico, escolaridad y habito tabaquico.

Reproductivas: edad de inicio de vida sexual, edad del primer parto, nUmero de
partos, numero de césareas, numero de compaferos sexuales, uso de

anticonceptivos orales.

La definicion de las variables se muestran en el Anexo 1.

8. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

8.1 PRUEBA PILOTO:

Se disefio un cuestionario (anexos 2,3) con la informacién de las variables de
estudio. La prueba piloto se conformé con una muestra de la poblacion de estudio
(n0=20, nl1=20), para ver la factibilidad y la validacion del contenido del

cuestionario, asi como el tiempo que se requeria con cada paciente para
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responderlo, el cual fue en promedio de 22 minutos. Aproximadamente el 20% de
las preguntas fueron modificadas, en redaccion, en las opciones de respuesta y en
aquéllas que eran redundantes. La validez interna de las preguntas en el
cuestionario fueron evaluadas con coeficientes de correlacion (t Kendall=0.89). El
grupo de monitores fueron capacitados para evitar sesgos en la recoleccion de la

informacion.

8.2 RECOLECCION DE DATOS.

La primera fase del estudio fue obtener la informacion de las pacientes con cancer
cervicouterino, que habian sido referidas para su atencibn médica a las dos
unidades hospitalarias. Las pacientes ingresaban al estudio una vez que cumplian

criterios de inclusion y aceptaban la participacion de un familiar de primer grado.

Un grupo de trabajadoras sociales fueron las encargadas de identificar a la
poblacion que cumpliera los criterios de inclusién, bajo la supervisiébn de una
enfermera encargada de trabajo de campo. Las pacientes fueron captadas en los
maddulos de consulta externa cuando solicitaban atencion médica de primera vez
para los diagnosticos de interés, se solicitd el consentimiento de la paciente,
informandole de las caracteristicas que tendria y la necesidad de que un familiar
participara de manera voluntaria.y se pidi6 que firmaran el documento que lo
avalara (anexo 4). Una vez firmada la carta de consentimiento, se llevé a cabo la
entrevista y se concerto una cita para los familiares que no se encontraban en ese

momento.
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El personal de enfermeria fue el encargado de obtener las muestras biologicas y
dar la orientacién de seguimiento. Todo el personal de salud participante fue

previamente capacitado y elegido para realizar éstas actividades (anexos 5,6).

Una vez que se tuvo el namero total de casos se identifico el nUmero de pacientes
por delegacion politica en el area metropolitana y por tipo de seguridad social. De
ésta manera nos permitié identificar conglomerados de casos de acuerdo a su
domicilio y se pudo optar por la seleccion de las unidades de primer nivel en
donde se invitaria a participar a las mujeres con altas probabilidades de no tener

cancer o lesiones precursoras.

8.3 METODO DE RECOLECCION DE MUESTRAS PARA VIRUS DE PAPILOMA

HUMANO.

La muestra fue tomada con cytobrush, se realizé el extendido en dos laminillas
limpias (una para el estudio, otra para el servicio de patologia). Las preparaciones
fueron fijadas, identificadas y almacendas para su estudio. La toma de muestra
para el frotis de Papanicolaou se realiz6 antes de obtener la muestra para los
analisis de DNA. Se eliminara el moco sobrante del orificio cervical y ectocérvix
circundante utilizando una torunda de algodén o Dacréon. Para la toma de muestra
en las determinaciones virales, se utilizd un cepillo cervical marca Digene. La
introduccién del cepillo se realizé a una profundidad de 1 a 1.5 cm., hasta que las
cerdas externas mas largas del cepillo tocaron el ectocérvix. El cepillo se gir6 tres

veces en sentido antihorario, sin insertar el cepillo completo en el canal cervical. Al
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sacar el cepillo se evitd el contacto entre las cerdas del cepillo y la parte externa
del tubo u otro objeto. Posteriormente se Introdujoel cepillo en el fondo del tubo
de transporte, rompiendo la varilla en la linea delimitada y, cerrandolo bien. La
muestra fue colocada en una rejilla, manteniendola a temperatura ambiente hasta

enviarla a la red fria junto con las otras muestras recolectadas del dia.

8.4 DETERMINACION DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO.

La identificacion vy tipificacion del VPH fue realizada en el laboratorio de biologia
molecular. Se utilizdé la prueba de Digene para VPH, usando la tecnologia de
captura de hibridos IlI, la cual consiste en un ensayo en microplaca de sefal
amplificada de hibridizacién, usando quimioluminiscencia para la deteccion
cualitativa de 18 tipos de DNA de papilomavirus humano en muestras cervicales.
Esta prueba puede diferenciar entre dos grupos de DNA-VPH: los tipos VPH de
bajo riesgo 6/11/42/43/44; y los tipos de VPH de intermedio y alto riesgo

16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68 (123,124).

Antes de iniciar el proceso el tubo de transporte se dejo a temperatura ambiente
durante 30°. Se prepar6 el agente de desnaturalizaciébn agregando 5 gotas de
Indicator Dye y se mezclo vigorosamente hasta alcanzar un color homogéneo
purpura. Se agregaron 500ul de ésta solucion de Hidroxido de Sodio (NaOH)
diluida, al tubo colector de la muestra. Se dejo durante 45"a 65°C. Se preparo la

prueba cocktail para VPH, centrifugando el vial, fue determinada la cantidad de
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Probe Mix requerida (25ul/test). Se realiza una diluciéon 1:25 de la prueba de VPH
A y el Probe Diluent para preparar el Probe Mix. Fueron colocados 25ul de la
solucién en cada microtubo, y colocados en el vortex por 5 *". Setenta y cinco ul de
cada muestra fue colocada en un microtubo de hibridizacion, y cubierta para
centrifugacion a 1,100 +100 rpm por 3 + 2min. Las muestras fueron transferidas a
los micropozos de captura correspondiente, usando un set de pipetas a 8 canales
de 100ul, las microplacas fueron cubiertas y colocadas en un Rotary Shaker a
1100+ 100 rpm, a 20-25°C durante una hora. Se vaciaron 75ul del reactivo de
deteccion 1 (anticuerpo fosfatasa alcalina) en cada pozo de la microplaca de
captura, usando una pipeta de 8 canales. Las placas se cubrieron e incubaron a
20-25 °C durante 30 +£3 minutos. En la fase de lavado se uso el Digene’s Wash
Apparatus el cual realiza el lavado empezando en Al y continda en forma de S
hacia la derecha y abajo, en 2 ciclos, después inicia en forma inversa y asi hasta
completar 6 ciclos. Se colocaron 75ul del Reactivo de Deteccion 2 (CDP-star
smerald, sustrato quimioluminiscente) en cada pozo de la microplaca de captura,
los pozos al adquirir un color amarillo, se cubrieron e incubaron a 20-25°C durante

15 min. La lectura se realizé en el Luminémetro DML 2000.

El DNA contenido en las muestras hibridiza con el RNA especifico de VPH en una
prueba cocktail. Los hibridos resultantes de RNA:DNA son capturados en la
superficie de una microplaca cubierta con anticuerpos especificos para los

Hibridos RNA:DNA. Los hibridos inmovilizados reaccionan entonces con
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anticuerpos especificos para hibridos de RNA:DNA, conjugados con fosfatasa
alcalina y detectados con sustrato quimioluminiscente. Algunas de las moléculas
de fosfatasa alcalina son conjugadas a cada anticuerpo. Multiples anticuerpos
conjugados unen a cada hibrido capturado resultando en una sefial substancial
de amplificacion. Como el sustrato es dividido por la union de la fosfatasa alcalina,
la luz emitida es medida como unidades de luz relativas (RLUS) en un
luminémetro. La intensidad de la luz emitida denota la presencia o ausencia de

DNA en la muestra (124,125).

8.5 DETERMINACION DE HLA

Las muestras sanguineas venosas fueron obtenidas de los casos-familiar y los
controles-familiar. La muestra de 2 a 3 ml. de sangre periférica se obtuvo con
tubos de Vacoutainer, se identificaron y se mantuvieron a temperatura ambiente
hasta su traslado al laboratorio de inmunogenética. EIl DNA gendmico de sangre
total conteniendo EDTA (Acido di-etil-amino-tetra-acético) fue extraido por técnicas
estandarizadas (BD tract Genomic DNA Isolation Kit) en leucocitos de sangre
periférica (126) (Anexo 7). La tipificacion de HLA-A, B, DR, y DQB1 fueron
realizadas a través del método de PCR-SSO reverse dot blot (PCR-SSO
polymerase chain reaction- sequence-sensitive-oligonucleotide), usando el kit

comercial Dynal RELI™ SSO HLA (Dynal Biotech Ltd, United Kingdom).
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La amplificacion de HLA A, B, DR, y DQB1 fueron realizados usando Tagq DNA
polimerasa (Promega, Madison, Wis). Los primers para amplificacion de HLA A, B
fueron detectados para las regiones del exdén 2 y 3 en todos los casos. Para el
ensayo de HLA DRB1, un par de primers amplificaron el sitio de DNA especifico
contenido en los motifs de la secuencia polimorfica en el exén 2 del RB1; cada
secuencia especifica tiene una longitud de 272 pares de bases. Para el ensayo
HLA DQBL1, la secuencia de DNA blanco especifica fue el exdn 2 polimérfico del
gen DQB1; la secuencia blanco era aproximadamente de 300 pares de bases de

longitud.

Amplificacion de DNA gendmico: La tipificacion de HLA clase |l ser& realizada por
Hibridizacion Dot Blot: Cinco por ciento del DNA amplificado sera desnaturalizado
en 0.4 mol/l NaOH, 10 min, neutralizados en 1 mol/l de acetato de amonio y
transferido a una membrana Hybond-N (Amersham, Bucks, UK). Los filtros seran
pre-hibridizados a 43° C durante 30 min. En una solucién conteniendo 6X SSPE
(30X SSPE: 4.5 mol/l NaCl, 0.3 mol/l NaH,PO,4, 30 mmol/l EDTA, PH=7.4), 5X
solucion de Denhard (2% de albumina de suero bovino, 2% de poli-vinyl-
pirrolidona 40, 2% Ficoll 400), 0.1% Lauril-sarcosina y 0.02% SDS. La pruebas de
oligonucledtidos seran etiquetadas con Digoxigenin (di-deoxi-uridin-trifosfato: dig-
11-ddUTP) seran afadidos e hibridizados a 42°C por 3 Hrs. Los filtros seran
lavados dos veces en 2XSSPE, 0.1% SDS a temperatura ambiente por 10min, una
vez en solucion TMAC (50 mmol/l Tris-HCI, pH=8.0, 3 mol/l de clorato de tetra-

metil-amonio, 2 mmol/l EDTA, 0.1% SDS) a temperatura ambiente, por 10 min, y
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dos veces a 60°C por 10 min. Los resultados seréan revelados usando el Kit Dig
Nucleic Acid Detection (Boehringer Mannheim Biochemical, Mannheim

Biochemical, Germany).

Brevemente, la muestra de DNA fue amplificada usando primers especificos de
PCR. Los productos amplificados se hibridizaron en una serie de pruebas
inmovilizadas de SSO. Las pruebas de secuencias -sensibles de oligonucleétidos
fueron disefiadas para hibridizar secuencias de blancos polimorficos de HLA. La
inmovilizacion de éstas pruebas se conoce como una linea blot reversa (RELI). La
deteccidn de productos amplificados por la unién de pruebas (complejo Amplicon-
prueba) fue llevada a cabo por formacién colorimétrica (precipitado azul). Los HLA
A, B, DR1 y DQB1 para las muestras de pacientes se interpretan usando el
programa de patrones pareados provista por Biotech Dynal GmbH (Hamburgo,

Alemania).

9. PLAN DE ANALISIS:

El andlisis de los datos se realizé de acuerdo a los objetivos e hipotesis del trabajo
y al tipo de variables. Se recolectd la informaciéon de los cuestionarios que se
obtuvo de las entrevistas y de la revision de los expedientes clinicos, asi como los

resultados histopatologicos, de la captura de hibridos y de los alelos de HLA.
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Se realizara una base de datos en el programa S.P.S.S.v.15 (Statistical Package
of Social Sciences) (127), dicha informacién fue validada por medio de doble

captura de informacion y por frecuencias simples.

PROBLEMA 1.

El analisis estadistico fue conducido en cuatro partes. Inicialmente, estadisitca
descriptiva para todas las variables usando medias y desviacion estdndar para
variables cuantitativas y porcentajes para las cualitativas. El analisis comparativo
entre casos y controles con respecto a las variables clinicas y reproductivas,

utilizando chi cuadrada, con un nivel de confianza del 95%.

Segundo, se realiz6 una prueba exacta de equilibrio de Hardy-Weinberg y la
estimacion esperada por Maxima-Verosimilitud de haplotipos utilizando el
programa Arlequin v3.01 (un programa computacional integrado para el analisis de
genética de poblaciones) (128). Este algoritmo fue utilizado para determinar la
asignacion de frecuencias de haplotipos con una configuracion cis y fase
desconocida. La prueba de razon de verosimilitud de desequilibrio de ligamiento
entre HLA A, B, DRB1 y DQBL1, fueron también estimados asumiendo un equilibrio

de ligamiento.
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Tercero, se identificaron 15 HLA-A, 26 HLA-B, 12 HLA-DRB1, 11 HLA-DQB1
alelos y 133 HLA A-B-DRBI!-DQB1 haplotipos en pacientes con cancer de ceérvix,
mientras que en controles se encontraron 13 HLA-A, 20 HLA-B, 13 HLA-DRB1, 8
HLA-DQB1 alelos y 122 HLA A-B-DRB!-DQB1 haplotipos. De todos los alelos y
haplotipos encontrados, fueron seleccionados aquéllos en los que se mostraron
diferencias en las frecuencias entre los grupos de casos y controles sin cancer,
utilizando una prueba exacta de chi cuadrada y calculando la razén de momios u
odds ratio (OR), con los respecticos intervalos de confianza (EpiMax table
calculator program (http:www.healthstrategy.com/epiper/htm;). EI célculo de OR
conferido por un genotipo/haplotipo de HLA fue conducido por el método de Woolf
o por el método modificado de Haldane cuando ciertas frecuencias en las celdas

de las tablas de 2x2 son muy pequefias o incluso con valores cero (129).

Cuarto, para evitar un error tipo 1 cuando se realizan comparaciones multiples
independientes y cuando todos los genotipos examinados poseen la misma
oportunidad de estar disminuidos o bien aumentados, se utilizé un valor de P
corregido por el nimero de comparaciones (método de desigualdad de Bonferroni)

(130). La correccion precisa fue obtenida por medio de la siguiente férmula:
P corrected=1-(1-P)"

Dénde P es el valor de P no corregido y n es el nimero de comparaciones. El

namero utilizado para correccion fue el nimero de comparaciones, una o mas de
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las cuales mostraron un resultado significativo. Todas las pruebas estadisticas

fueron consideradas estadisticamente significativas con una valor de p <0.05.

PROBLEMA 2.

De manera similar al problema uno la informacién recolectada de los cuestionarios
fue capturada en una base de datos del software SPSS) y la validacion de los
datos fue realizada por doble captura (20% de la informacion) y por frecuencias
simples. Se realiz6 andlisis descriptivo de las variables de interés a través de
medidas de tendencia central, de dispersion o porcentajes, de acuerdo al tipo de
variable. EIl andlisis bivariado se realizdé en funcién primero de probar diferencias
en las variables sociales y demogréficas respecto a la frecuencias de infeccion por
VPH en las familiares de mujeres con y sin CCU, aplicando la prueba estadistica
de Chi®, y como medidas de asociacién razones de momios con los respectivos

intervalos de confianza al 95%.

Los alelos y/o haplotipos identificados con asociacion significativa entre los casos
y controles fueron analizados como variable independiente en la relacion con
infeccion por VPH alto riesgo. Las variables potencialmente confusoras fueron
analizadas para conocer primero su posible asociacién con la exposicion o con el
efecto. Asimismo se exploré el comportamiento de las variables de acuerdo al tipo
de poblacion estudiada, es decir, de acuerdo al tipo de familiar, utilizando los

estadisticos de Mantel-Haenszel. Finalmente se identificaron las asociaciones
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ajustadas por regresion logistica no condicionada, considerando significativa una

probabilidad < 0.05.

10. CONSIDERACIONES ETICAS:

10.1 COMITES DE ETICA E INVESTIGACION.

Este trabajo fue aprobado por los comités de ética e investigacion de los

siguientes lugares:

1) Unidad Médica de Alta especialidad (UMAE). Hospital de Oncologia.

09HO00 (Anexo 8).

2) Instituto Nacional de Cancerologia. 000161CI (Anexo 9).

3) Departamento del Distrito Federal. Centro de Atencibn Médica.

1110110602 (Anexo 10).
10.2 ASPECTOS ETICOS Y CONFIDENCIALIDAD

Contemplado en la Ley General de Salud 2002. Articulo 100: Las investigaciones
en seres humanos. IV Se debera contar con el consentimiento por escrito del
sujeto en quien se realizara la investigacion o de su representante legal en caso
de incapacidad legal de aquel una vez enterado de los objetivos de la
experimentacion y de las posibles consecuencias positivas 0 negativas para su
salud. La toma de muestras biologicas como el de citologia cervical y la muestra

sanguinea, representan intervenciones de bajo riesgo, por lo que para disminuir la
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probabilidad de cualquier efecto negativo, se realizé un apego a las técnicas de
acuerdo a lo propuesto en la metodologia del proyecto. A todas las pacientes se
les informo de los objetivos del estudio y explico los posibles riesgos y beneficios
potenciales al invitarlas a participar en el estudio y se pidio firmaran una carta de
consentimiento (Anexo 4). Asimismo se comento que no habria afectacion a su
atencién médica si decidiera no participar, y que el manejo de la informacién seria

confidencial y con fines cientificos.
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11. RESULTADOS.

En relacién al tamafio minimo de muestra estimado se requerian 248 participantes
por cada grupo, pacientes con CCU, mujeres sin neoplasia y los respectivos
familiares. Durante el periodo de junio del 2000 al mes de agosto de 2004, un total
de 1200 mujeres aceptaron participar en el estudio (300 por grupo), sin embargo
fueron eliminadas 150 de ellas, béasicamente por no contar con las
determinaciones de VPH, pero ademas por no cumplir con las citas para la toma
de muestra (26%), por no tener determinaciones confiables de virus de papiloma
humano (21%), por haber identificado alteraciones en la citologia vaginal (18%,
ASCUS, lesiones de bajo y alto grado, atrofia, muestras insuficientes) o bien por
no contar con muestra biolégica (20%) o ser insuficiente para la extraccion de

DNA en sangre periférica (15%), tanto en controles como en las familiares.

Asi el grupo de estudio queddé conformado por un total de 1050 mujeres en
quiénes tuvimos resultados de VPH alto riesgo para realizar la seleccién de casos
con CCU e infeccion de VPH 16 (285 casos con CCU, 277 controles, 221
familiares de pacientes con cancer y 267 familiares de mujeres sin cancer). En la
tabla 1 se observa ademas la distribucion de la poblacion de estudio de acuerdo a
las clinicas participantes. De las 285 pacientes con CCU, 6 fueron negativas a
VPH (2.1%), 140 (49.1%) fueron positivas a VPH16, grupo blanco de interés para
este estudio, mientras que 139 fueron positivas a otros tipos de VPH (48.8%). La

prevalencia de infeccion por VPH de alto riesgo en mujeres control, en las
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familiares de casos y en familiares de controles fue de 9% (25/277), 18.1%

(40/221) y de 16.5% (44/267) respectivamente (Tabla 1).

Para realizar las determinaciones de HLA, del total de pacientes con CCU
positivas a VPH16 (n=140), se eligieron aleatoriamente 104 pacientes y un
namero similar de controles (negativas a VPH) (89% del estimado muestral). En
los familiares se eligi6 una muestra de 54 mujeres, 27 de cada grupo, con y sin

cancer, independiente de la condicion de infeccion a VPH y HLA.

11.1 RESULTADOS PROBLEMA 1.

En la tabla 2 se muestra el comportamiento de las variables sociales y
reproductivas entre las mujeres con cancer de cérvix y controles (no=277; n;=285).
La media de la edad en las pacientes con CCU fue de 52.7+12 y en las mujeres
sin cancer fue de 50.0+11, de acuerdo a los grupos de edad mostrado en la tabla
no hay diferencias significativas entre los casos y controles. En los casos hubo un
mayor numero de mujeres sin pareja, con ocupacion principal el hogar, con edad
temprana de inicio de vida sexual, mas de tres partos, y con mas de una pareja
sexual (p<0.05). No se observaron diferencias para las frecuencias de habito

tabaquico, ni para el uso de anticonceptivos orales.
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Respecto a la muestra seleccionada de casos y controles (ngp=104; n;3=104), no
se observaron diferencias estadisticas en las caracteristicas sociodemograficas
entre las pacientes con cancer y mujeres control de la poblacion analizada para
HLA, sin embargo se diferenciaron en las variables de tipo reproductivo como la
edad de inicio de vida sexual menor a 18 afios y haber tenido el antecedente de

tres 0 mas partos (p=0.001).

En las pacientes con CCU, las etapas clinicas lla y llb fueron las mas frecuentes
(=50%), mientras que la etapa IV fue la menos representada (<6%). La mediana
de carga viral en todos los casos fue de 108.43 RLUSs, valor minimo 1.06, valor
maximo de 3463.72, q1=16.33 RLUs, g3= 759.82 RLUs; mientras que en la
muestra seleccionada con VPH16 la mediana fue de 174.4 RLUs, ql1=16.14 y

g3=873.1 RLUs, mismos valores minimo y maximo.

Los valores de las frecuencias genotipicas observadas y esperadas para los loci
HLA-A, HLA-B, HLA-DRB1 y HLA-DQB1 no difirieron significativamente, y la
poblacién se mantuvo en equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05). Los resultados
del andlisis de la distribucién de frecuencias para HLA clase | (HLA-A,B) se
presentan en la tabla 3. Los alelos de HLA-A mas frecuentes fueron HLA-A2,
HLA-A24 y HLA-A68 con frecuencias similares entre las pacientes con y sin
cancer (HLA-A2: 0.3317, 0.3382; HLA-A24: 0.2066, 0.1862; y HLA-A68: 0.1635,

0.1568, respectivamente) (p>0.05).
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Los antigenos de histocompatibilidad clase I, HLA-B fueron los que presentaron
mayor polimorfismo, identificando 26 tipos diferentes. El de mayor frecuencia fue
HLA-B35 con un porcentaje de 0.1971 en casos y 0.2452 en controles (p=0.07).
Se observaron diferencias significativas entre grupos de casos y controles para
HLA-B39 (OR=0.41, 1C95%=0.2-0.8; p corregida = 0.02), y HLA-B18 (OR=4.2,
IC95%=1.8-9.6; p corregida = 0.001). De manera interesante se observé que los
alelos HLA-A11 (fg=0.0192), HLA-A36 (fg=0.0096), HLA-A34 (fg=0.0048), HLA-
B38 (fg=0.0144), HLA-B41 (fg=0.0096), HLA-B47 (fg=0.0096), HLA-B29
(fg=0.0048), HLA-B55 (fg=0.0048) y HLA-B57 (fg=0.0048) solo fueron identificados
en los casos con CCU, mientras que un solo alelo HLA-A33 (fg=0.0098) se

observoé en controles.

Los resultados reportados en la tabla 4 muestran las frecuencias para los alelos de
HLA clase I, en donde se observa que HLA-DRB1*04 y HLA-DQB1*04, los cuales
se conoce que estan en desequilibrio de ligamiento, estuvieron presentes en cerca
de un tercio tanto de pacientes con cancer como las mujeres control. Un
comportamiento similar fue observado con las frecuencias para HLA-DRB1*08
(fg=0.1971, fg=0.2452) y HLA-DQB1*0402 (fg=0.2067, fg=0.2402). La presencia
de HLA-DRB1*15 se encontrd estar asociado con CCU (OR:3.9, 1C95%=1.6-10.2;
p corregida = 0.002). Tres alelos, HLA-DQB1*0604 (fg=0.0096), HLA-DQB1*0304
(fg=0-0048) y HLA-DQB1*0503 (fg=0.0048) se observaron solo en los casos,
mientras que HLA-DRB1*09 (fg=0048) se identifico en uno solo de los controles

(tabla 4).
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Los haplotipos estimados HLA-A/B, HLA-A/DR, HLA-A/DQ, HLA-B/DR, HLA-B/DQ
y HLA-DR/DQ que presentaron diferencias significativas se muestran en la tabla 5.
Los haplotipos HLA-A2/B18, HLA-A24/B15, HLA-A1/DR13, HLA-A2/DQB*0501 y
HLA-DR15/DQB*0602 presentaron frecuencias mas altas en los casos que en los
controles (OR >1). Podemos observar que excepto para HLA-DR15/DQB*0602,
todos estuvieron positivamente asociados con CCU solo en forma de haplotipos;
ademas los haplotipos HLA-A24/B15 y HLA-A1/DR13 se observaron solamente en
los casos de CCU y no en los controles. Por otro lado, los haplotipos HLA A2/B39,
HLA-A24/B39 y HLA-B35/DR8 estuvieron negativamente asociado con CCU (OR

<1).

Se estimaron las combinaciones haplotipicas mas probables con HLA-A, HLA-B,
HLA-DRB1 y HLA-DQB1, después de obtener los valores de p corregidos, los
haplotipos HLA-A2-B39-DR4-DQB1*0302 (OR=0.16, 1C95%=0.04-0.06), HLA-A24-
B35-DR4-DQB1*0302 (OR=0.05, 1C95%=0-003-0-39) y HLA-A68-B40-DR4-
DQB1*0302 (OR=0.06, IC95%=0-003-0-45) estuvieron asociados negativamente
con CCU. Por otro lado los haplotipos HLA-A2-B44-DR4-DQB1*0302 (OR=11.5,
CI95%-= 1.5-2.44), HLA-A24-B35-DR16-DQB1*0301 (OR=11.5, IC95%=1.5-244) y
HLA-A2-B40-DR4-DQB1*0302 (OR=4.6, 1C95%=1.2-20.4) mostraron una

asociacion de riesgo con CCU (OR>1) Tabla 6.
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Al explorar algunas caracteristicas clinicas en mujeres con CCU vy los haplotipos
de HLA, no encontramos diferencias entre los haplotipos de riesgo y la edad al
diagndstico, etapa clinica o riesgo de morir en tres aflos de seguimiento. Sin
embargo, observamos una asociacion significativa entre los haplotipos HLA-
A1/DR13 y HLA-A24/B15 con carga viral del VPH16. Este hallazgo se muestra en

el grafico 1.

11.2 RESULTADOS PROBLEMA 2.

La poblacién para el analisis de los datos estuvo conformada por 221 familiares en
primer grado de mujeres con CCU de reciente diagnostico y por 267 familiares de
primer grado de mujeres sin esta neoplasia. Del total de mujeres participantes
(488), el mayor porcentaje estuvo representado por las hijas (331=67.8%), 144

eran hermanas (29.5%) y sélo 13 eran madres de las mujeres con y sin CCU.

Se observé un promedio de edad mayor entre las familiares de primer grado de
mujeres con CCU (37.1+12) en relacién a la observada en las familiares de
mujeres sin CCU (32.5+9.1) (p<0.001). El nivel de escolaridad promedio fue mayor
en familiares de mujeres con CCU con 9.6 afios promedio de estudios (+3.8),
respecto a una media observada de 7.9 afios (+3.8), en el grupo de comparacion

(tabla 2.1). El porcentaje global de analfabetismo fue de 3.3%, predominando en el

grupo de familiares de mujeres con CCU (5.6% vs. 1.5%). Mas del 65% de la
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poblacién de estudio refirié6 dedicarse a las labores del hogar y solo el 21% tenia
un empleo remunerado, favoreciendo a las familiares de mujeres sin CCU. Otras
variables sociales en donde no se observaron diferencias entre los dos grupos de
estudio fueron el indice de hacinamiento, el dinero semanal empleado en la

compra de alimentos y los indicadores de habito tabaquico.

En el grupo de variables reproductivas, se pudo observar diferencias
estadisticamente significativas en la edad de la menarca (12.8 vs. 12.6), la edad
de inicio de vida sexual (18.6 vs 19.7), el niumero de parejas sexuales (1.6 vs 1.5),
el nimero de embarazos y partos (3.5 vs 2.4 / 2.6 vs 1.5), la edad del primer
embarazo (19.7 vs 21.2), el tiempo de uso de anticonceptivos orales (13.8m vs
6.6m), el tiempo promedio de uso de conddn (4.6m vs 6.3m), asi como en la edad

de la toma de la primera citologia de deteccion de CCU (PAP) (28.8 vs 25.8).

Otras condiciones fueron similares entre ambos grupos como fue el nimero de
césareas y abortos (0.54 vs 0.58 / 0.45 vs 0.34), el tiempo de uso de hormonales
inyectables (4.5m vs 2.7m), el total de PAPs realizados (3.9 vs 3.7) y el nUmero de
familiares con antecedentes de CCU en familiares que no fueran de primer grado
(0.5 vs 0.4). Las familiares de mujeres sin cancer realizaron actividades de
deteccién oportuna de CCU en promedio al menos una vez cada tres afios a partir
del inicio de vida sexual con mayor frecuencia que las familiares de mujeres con

CCU (39.4% vs. 28.5%, p=0.01). Asimismo es importante sefialar que una de

63



cada tres mujeres participantes se realizaron por primera vez el estudio de

deteccidn por invitacion al estudio.

La prevalencia de infeccion por VPH en las familiares de mujeres con CCU fue de
18.1% (40/221) en relacion a 16.5% (44/267) de la frecuencia observada en las
familiares de mujeres sin CCU, no mostrando diferencias significativas (RP=1.09,
[.C.950,=0.7-1.6). AUn cuando la carga viral fue mayor entre las mujeres con
antecedente familiar positivo a cancer respecto a las mujeres sin éste
antecedente, no se demostré significativamente diferente (p=0.1). De acuerdo a la
distribucion por grupos de edad, se observaron frecuencias minimas de 8.3% en el
grupo de 45 a 49 afios y maxima de 30.8% en el grupo mayor de 50 afios de edad
en las familiares de mujeres sin CCU; la prevalencia menor observada en el grupo
de familiares de mujeres con CCU fue de 14.3% en las mujeres con mas de 50
afos y la cifra mayor fue de 23.8% en el grupo de 30 a 34 afios, ho se mostraron

diferencias significativas por edad entre ambos grupos (p=0.8) (Gréfico 2.1).

Con esta informacién se pudo observar que importantes diferencias sociales,
demograficas y reproductivas se encontraban entre las familiares de mujeres con
CCU en relacion a las familiares de mujeres sin CCU, desfavoreciendo al primer
grupo o considerandolo en mayor riesgo de presentar una posible infeccién por

VPH de alto riesgo, ya que las condicionantes se encontraban con mayor
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frecuencia que en el grupo de familiares de mujeres sin CCU, lo cual no fue

demostrado en este estudio.

11.2.1 ANALISIS DE FACTORES SOCIALES Y REPRODUCTIVOS EN LA

INFECCION POR VPH ALTO RIESGO.

La frecuencia global de infecciébn a VPH alto riesgo en la poblacion de familiares
de mujeres con y sin CCU fue de 17.2% (84/488) con un intervalo de prevalencia

entre 13.8% a 20.7%.

La distribucion de la infeccién por grupos de edad se muestra en el grafico 2.2 en
el cual se observa que los grupos de edad extrema muestran las frecuencias mas
altas de 19.8% para las menores de 35 afos y de 33.3% en las mayores de 65

anos de edad.

Las mujeres que refirieron estar casadas presentaron una menor frecuencia de
infeccion por VPH en relacion a otras condiciones del estado civil (p=0.029). Una
baja escolaridad (primaria incompleta o analfabetismo) se relacioné con mayor

frecuencia de infeccion (OR=6.5; 3.5-12-1) (Tabla 2.2).

El uso de los hormonales orales fue menor entre las pacientes positivas a la
infeccion por VPH (p=0.04), contrario a lo observado en el uso de los hormonales
inyectables donde el tiempo de uso fue mayor (p =0.01). El uso de dispositivo

intrauterino mostré proteccion significativa para la infecciébn por VPH entre las
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usuarias (RP=0.7, I.C.g59, = 0.4 — 0.9). Otras variables reproductivas, como la edad
de la menarca, la edad de inicio de vida sexual, el nimero de embarazos, partos,
abortos o césareas no mostraron significancia estadistica para la infeccion por

VPH, en ésta poblacion.

El analisis de regresion logistica, permitié obtener las variables con mayor peso
especifico en la asociacion para infeccion por VPH de alto riesgo, independiente
de ser familiar de mujer con y sin cancer. La evaluacién de malas condiciones de
la vivienda, como un indicador del nivel social de ésta poblacién, mostr6é una fuerte
asociacion con la presencia de infeccion por VPH (RPa= 3.0, 1.3-6.9) al ajustar
por otras variables sociales y reproductivas. La condicion diferente al estado civil
como casada referida por la paciente tuvo un exceso de riesgo significativo para la
infeccion (RPa = 1.8, 1.1-2.9). La edad de inicio de vida sexual temprano fue el

anico factor reproductivo asociado con la infeccién (RPa >2.0) (Tabla 2.3)

El uso de anticonceptivos orales, independientemente del tiempo y de haber
intercalado el uso con hormonales inyectables, mostraron una tendencia
protectora respecto a la infeccion por VPH (RPa=0.5, 0.2-1.0). De manera
contraria el uso exclusivo y mayor a doce meses continuos de anticonceptivos
inyectables mostr6 un efecto de mayores probabilidades de asociacién con la
infeccion por VPH (RPa= 3.3, 1.3-8.4), a pesar del bajo tamafio muestral de

mujeres que tenian esta condicion.
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11.2.2 HLA E INFECCION POR VPH

En la muestra obtenida de familiares para la determinacion genética de los alelos
de HLA - A, B, DR y DQB1 (n=54), la frecuencia de infeccion por DNA-VPH alto
riesgo fue de 20.3% (11/54), relativamente mayor a la frecuencia observada en el
total de la poblacién (17.2%). A excepcion de las malas condiciones de la
vivienda, el resto de variables sociales y reproductivas analizadas no se observé

otro tipo de asociacion significativa para la infeccion por VPH (tabla 2.2).

En las tablas 2.4 a 2. 7 se puede apreciar las frecuencias génicas de los alelos de
HLA-A,B,DR1 y DQB1 que se identificaron en las pacientes con CCU, en los
controles (n=104 por grupo) y en sus respectivos familiares (n=27 por grupo). En
todas las tablas se observa una menor variabilidad en los genes del grupo de
familiares, pero con una distribucién similar a la ya descrita en los casos y mujeres

sin cancer.

En la tabla 2.8 se muestras los haplotipos de HLA-A/B, A/DR, A/DQB1, B/DR vy
DR/DQB1 que se encontraron significativos para la asociacién con CCU, asi como
los observados en sus familiares. En los casos el total de haplotipos identificados
fue de 54 y 56 en los controles, sin embargo solo uno de ellos se observo en los
familiares de casos y 13 en los familiares de controles. Ninguno mostré alguna

diferencia significativa para la infeccion por VPH alto riesgo.
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Respecto a las haplotipos de HLA-A/B/DR/DQB1 en las pacientes con CCU se
observaron 17 haplotipos y 24 en controles. En las familiares de casos solo se
observo uno (HLA-A24-B35-DR4-DQ*0302) y cuatro en los familiares de controles

(3 HLA-A2-B39-DR4-DQ*0302 y 1 HLA A24-B35-DR4-DQ*0302) (tabla 2.9).

De acuerdo a los haplotipos identificados con asociacion positiva 0 negativa con
CCU, se busco si eran consistentes con la positividad a la infeccion por VPH alto
riesgo en el grupo de familiares, ninguno de ellos mostrd una relacién significativa.
En la exploracion de otros haplotipos se observo que el haplotipo HLA-A24-B40-
DR4-DQ*0302, el cual solo fue observado en tres casos de mujeres con CCU,
mostro una asociacion significativa con la infeccion por VPH alto riesgo (p=0.01)

(Tabla 2.9).
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12. DISCUSION.

PROBLEMA 1.

A la fecha, este es el primer estudio que busca medir asociacion de los haplotipos
de HLA clase | y HLA clase Il relacionados con cancer invasor de Cérvix e
infeccion positiva especifica con virus de papiloma humano tipo 16 de alto riesgo
en poblacion mexicana. Este es un punto de interés debido a que el CCU es una
neoplasia inducida viralmente, en donde la respuesta inmune probablemente tiene
un papel fundamental en el desarrollo y progresion de éste tipo de céncer. La
expresion de ciertos alelos de HLA clase Il pueden estar asociados con
presentacion variable de antigenos virales a células T, que conduce a una
eliminacién con mayor o menor eficiencia de las células virales transformadas en

etapas tempranas de la enfermedad (131).

Por otro lado, observamos que la regiébn mayor de histocompatibilidad esta
involucrada en la regulacion genética del nimero de células T- CD8 en humanos.
En este estudio, los autores reportaron una frecuencia mayor de HLA-A1 en el
grupo de sujetos con mayor numero de células T- CD positivas (0.168 vs. 0.089;

p=0.003) (132).

La identificacion de una enfermedad genética primaria 0 secundaria es complicada

por el fuerte ligamiento de desequilibrio que existe entre los genes del complejo de
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HLA y por los factores ambientales tales como infeccion por VPH y CCU. Por
ejemplo, algunos estudios han reportado asociacion positiva con HLA B7
(133,134), el cudl esta en ligamiento de desequilibrio con HLA DRB1*1501-
DQB1*0602, un haplotipo también identificado con riesgo aumentado para CCU
(131). Las enfermedades malignas asociadas al complejo mayor de
histocompatibilidad puede ser resultado de una combinacién de algunas moléculas
de HLA expresado en varios loci (clases | y/o Il); por ello, decidimos estudiar los

haplotipos de HLA-A, HLA-B, HLA-DRB1 y HLA-DQB1.

Se han reportado muchas asociaciones con HLA y CCU o lesiones precursoras
(NIC), encontrando pocos resultados consistentes y obtenido muy variadas
conclusiones. En este estudio, observamos que los alelos HLA-B39 y HLA-B18
estaban asociados positivamente con CCU-VPH16, pero no encontramos otras
asociaciones positivas o negativas con HLA-A11 (135), HLA-A2 (135,136), HLA-B7
(133), o HLA-B15 (137). Solamente se ha confirmado la asociacion con el alelo de
HLA-DR15 y el CCU de acuerdo a lo reportado por otros autores (136,137), no asi
para el alelo HLA-DR13, el cudl ha sido reportado negativamente con el cancer
cervical (133,138). Algunos estudios han mostrado evidencia respecto a que
ciertos alelos de HLA clase Il o combinaciones de alelos pueden explicar mayor

susceptibilidad en mujeres con CCU (93,131,139,140).
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Nuestros resultados apoyan estudios previos en los que se reporta una asociacion
positiva con el haplotipo HLA-DR15/DQB1*0602 y cancer de cérvix (86,131,141),
pero ésta es inconsistente con otros reportes que han sugerido una asociacion
negativa (142). Los haplotipos HLA-B7/DQ*0302 (143), DR11/DQ*0301 (138),
DR4/DQ*0301, y DR1/DQ*0301 (140) se han asociado con CCU en poblaciones
latinoamericanas, senegalesas y mujeres americanas de raza blanca. En nuestro

estudio no encontramos estas asociaciones con CCU.

De acuerdo a lo descrito hasta ahora, los haplotipos restantes descritos en este
estudio no se han reportado previamente. Cuatro combinaciones con HLA-A y
HLA-B estuvieron asociados con CCU, dos de ellos en forma negativa (HLA-
A2/B39 y HLA-A24/B39) y dos en forma positiva (HLA-A2/B18 y HLA-A24/B15).
Por otro lado, HLA-A1/DR13 y HLA-A2/DQB1*0301 fueron los haplotipos mas
frecuentes encontrados en mujeres con CCU, mientras que HLA-B35/DR8 y HLA-
B39/DQ*0301 los menos frecuentes. En este estudio se reportan 6 haplotipos
completos HLA-A, HLA-B, HLA-DR y HLADQB1, tres de los cuales mostraron
asociaciéon positiva con CCU vy los tres restantes estuvieron asociados
negativamente. Estos hallazgos apoyan la hipétesis de que algunos haplotipos de
HLA clase | y Il pueden estar involucrados con susceptibilidad para desarrollar

CCuU.
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Por otro lado, la carga viral para ADN-VPH16, asi como algunas de sus variantes
han demostrado estar asociado con la progresion del cancer cervical (144 -146).
En nuestro estudio encontramos diferencias significativas entre dos haplotipos de
HLA (HLA-A1/DR13 y HLA-A24/B15) y mayor carga viral en los casos de CCU. Es
importante enfatizar que en las mujeres sin cancer no se presentaron estos
haplotipos. Este hallazgo da sustento a la hipétesis relacionada con una posible

susceptibilidad para evitar la respuesta inmune contra la infeccién por VPH16.

Debemos considerar otros factores para explicar los resultados que fueron
inconsistentes con los hallazgos publicados por otros autores. En relacién a las
variaciones poblacionales en la frecuencia génica (fg) de HLA, para HLA-B7, un
alelo reportado en asociacion con CCU, es mayor en mujeres de raza blanca (fg=
12.1782 comparada con mujeres latinas (fg=6.447), una frecuencia muy similar a
la observada en las mujeres sin cancer de éste estudio (fg=6.36) (147). Es
importante sefialar que los estudios que han reportado ésta asociacion han
incluido predominantemente mujeres blancas con NIC y no con cancer invasor
(133,134,140). Ademas, existen diferencias poblacionales a nivel mundial en la
frecuencia de las variantes de VPH16. En mujeres mexicanas con CCU, la
variante VPH 16-AA es la de mayor frecuencia (45.7%) (117), lo cual no sucede en
mujeres de raza blanca (14%) (148). En éste estudio no reportamos las variantes
para VPH 16, pero es muy probablemente otro factor que esté relacionado con la

variacion en los resultados.
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El grupo de mujeres seleccionadas como controles tiene fortalezas importantes
como la de proceder de una misma poblacion mestizo mexicana (tres
generaciones previas nacidas en México), sin diferencias de edad, en condiciones
similares socioambientales. La importancia de haber considerado su negatividad
a la infeccion por VPH en el momento del estudio, era justamente la de controlar
una posible variable confusora, debido principalmente a que la respuesta inmune a
través de HLA es especifica para cada uno de los mas de 100 tipos de VPH. Por
lo cual se eligié6 al VPH més frecuente identificado que corresponde al VPH16

(250%) (149-151).

El no haber identificado en ese momento la infeccién a VPH, no significaba que no
hubiera sido posible que se infectara a lo largo de su vida sexual, de acuerdo a
cifras establecidas en estudios de prevalencia, se esperaria que alrededor del
60% de la poblacién con inicio de vida sexual, en algdn momento se hubiera

expuesto, pero que fue capaz de eliminarla o no persistié (152).

Asimismo existe la posibilidad de que mujeres controles tuvieran presentes algun
alelo de susceptibilidad a ciertos tipos oncogénicos potenciales de VPH, pero que
ante la falta de estimulo antigénico, pues no hay lesiones asociadas que se
transformen en oncogénicas. Sin embargo no se debe dejar de lado que de
acuerdo a los resultados observados seria una bajisima probabilidad de encontrar

un sujeto con este tipo de alelos.
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Una pregunta de interés y que nos ha hecho reflexionar al respecto es ¢, Cudl seria
el mejor control para un estudio en la busqueda de marcadores genéticos de
susceptibilidad para la presencia de una enfermedad como es el cancer cervical?
Considero que serian mujeres sin cancer que hubiera tenido antecedente de

infeccion por VPH16 y que hubiera sido capaz de negativizarla.

Los resultados obtenidos del analisis de HLA fue realizado con un 89% del tamafio
de muestra calculado para el estudio de casos y controles, lo cual conduce a
mayores posibilidades de un error tipo Il, sin embargo aun asi fue posible
encontrar diferencias de gran interés entre los grupos. Es importante notar que
algunas combinaciones o0 haplotipos estuvieron presentes solo en casos 0 en
controles, lo que hace dificil probar hipotesis estadisticamente. Consideramos que
el haber tenido un buen grupo de comparacién contribuyé a identificar estas

diferencias.

Los sesgos de mala clasificacién por la exposicion no se presentaron en este tipo
de estudio, ya que al ser un estudio genético, implica una condicion de nacimiento
de caréacter heredable y que no se modifica a lo largo del tiempo. Por otro lado
con el fin de evitar los sesgos de mala clasificacion de la enfermedad, se
considero la validez de los casos con CCU de acuerdo al resultado del diagndstico
histopatolégico, el cual se considera el estandar de oro para un diagndstico

definitivo. Con el fin de descartar la presencia de CCU en los controles, se
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consideraron tres condiciones, una clinica, descartando la presencia de signos o
sintomas cervicovaginales, estudio de citologia cervical normal o clase |l
inflamatoria, estudio colposcépico negativo a lesiones intraepiteliales y ser

negativos a VPH AR.

El presente estudio tiene la ventaja de una seleccion cuidadosa y representativa
de mujeres con CCU y de un grupo de controles pertenecientes a la misma base
poblacional, minimizando por lo tanto la posibilidad de sesgos de seleccion
relacionados con la atencién médica y el ambiente de lugar de procedencia. Por
otro lado, debemos considerar que el tamafio de muestra elegido no es grande y
que existe la posibilidad de que asociaciones débiles pudieron no haber sido

identificados.

Los resultados encontrados nos muestran que el andlisis de los haplotipos de HLA
clase | y Il, y no solo el estudio de un alelo es importante para identificar algunas
asociaciones con la enfermedad. Aunque la combinacién de alelos disminuye las
frecuencias observadas en los individuos, hubo la posibilidad de observar que
combinaciones complejas estén probablemente involucradas en la susceptibilidad
para evadir, la respuesta inmune a VPH 16 y por lo tanto aumentan las

posibilidades de presentar CCU invasor.
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12.2 DISCUSION PROBLEMA 2

En esta segunda fase del proyecto se realizdé un estudio comparativo transversal
analitico. Se analizaron las posibles diferencias de los factores de riesgo de tipo
social y reproductivo identificados para el cancer invasor de cérvix entre familiares
de primer grado de mujeres con y sin CCU. Asimismo se identificé la prevalencia
de infeccion por VPH en busqueda de la asociacién de los haplotipos de HLA-

A/B/DR/DQBL1 identificados como de riesgo en sus familiares con y sin cancer.

Los resultados no mostraron diferencia entre el antecedente familiar de CCU y el
presentar infeccién por VPH-AR, a pesar de que la poblacién con antecedente de
CCU presentaban los factores de riesgo reconocidos tanto para la infeccion por
VPH como para el desarrollo de CCU. De acuerdo a los antecedentes sobre el
riesgo familiar de CCU, se ha observado que puede existir un riesgo de entre 1.8 a
2.5 veces mas probabilidades de que al detectar un caso, la hija o la madre
puedan también presentar un cancer invasor (98,100). Por otro lado, el hecho de
haber identificado al virus de papiloma humano como un agente etiolégico en la
patogenia del CCU, que se considera como una causa hecesaria pero no
suficiente para su desarrollo, nos permitia generar la hipétesis de que las
familiares del grupo de mujeres con cancer invasor tuvieran mayores

probabilidades de presentar infeccion viral, aunque no necesariamente de cancer.

La prevalencia de infeccion por VPH de alto riesgo observada en los grupos de

estudio fue de 18.1% en familiares de mujeres con CCU y de 16.5% en familiares
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sin éste antecedente (p=0.6). Ambas frecuencias se encuentran dentro de los
valores esperados para el promedio de edad de las mujeres participantes, entre 8
a 20%, y que en promedio presentaron seis afios menos de edad que los casos de
lesiones precursoras (NIC) y diez afios menos que la edad presentada entre los
casos con CCU invasor (14,15,154). Al comparar la media de edad en mujeres con
infeccion por VPH en este estudio, con las que informan otros autores, se observa
que en México, al igual que en otros paises, es mas frecuente entre las mujeres
jovenes (42,155,156). Un segundo pico fue observado en mujeres mayores de 50
afios de edad (30.8%). Este hecho ha sido explicado por un mecanismo
relacionado probablemente a un efecto generalizado de la edad sobre la

disminucién en la respuesta inmune (157).

Las mujeres que eran familiares directas de las pacientes con CCU presentaron
mayores factores de riesgo conocidos para la presencia de la enfermedad, lo que
hizo pensar que se podria encontrar, asimismo, mayor frecuencia de la infeccion
por VPH. Sin embargo esto no pudo ser demostrado, posiblemente por un sesgo
de seleccidén, ya que nuestro criterios incluian, tener un cérvix integro (para la
toma adecuada de muestra), sin antecedentes de lesiones intraepiteliales del
cérvix, ni otra neoplasia. Por lo que es posible que estuviéramos eligiendo mujeres

con menor riesgo de presentar infeccion por VPH y desarrollo de cancer cervical.
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Los factores asociados a la infeccién por VPH, independientemente de tener o no
un familiar con CCU, estuvieron relacionados tanto con indicadores de nivel social,
como algunos reproductivos, tal como se han descrito en otros estudios (158,159).
La falta de servicios publicos como son drenaje y agua potable intradomiciliaria
fueron caracteristicas en la evaluacion de malas condiciones de la vivienda, que
fue una de las variables fuertemente asociada a la presencia de infeccion por

VPH.

Por otro lado el inicio temprano de vida sexual se ha relacionado con mayores
probabilidades de infeccion por VPH, debido principalmente a la zona de
transformacion, la cual es mas proliferativa durante la pubertad y la adolescencia,
lo hace especialmente susceptible a alteraciones que pueden ser inducidas por
agentes transmitidos sexualmente, entre ellos el VPH. Lo anterior es congruente
con la idea de que las infecciones por VPH durante la adolescencia tienen una
probabilidad mas alta de convertirse en infecciones crénicas. Es posible reducir el

riesgo al postergar el inicio de las relaciones sexuales (154).

El uso de anticonceptivos orales ha sido estudiado en los trabajos que exploran
factores de riesgo para la infeccién por VPH, los estudios que han encontrado una
asociacion positiva estan relacionados con un tiempo de exposicibn mayor a 5
afios de uso (160,161), sin embargo en nuestra poblacién solo 4.3% (21/488) de

las mujeres presentaron ésta condicion, ninguna de ellas fue positiva a la infeccion
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por VPH, razén por la cual en nuestros resultados se muestra una asociacion
negativa con la infeccion por VPH. Semejante a otros reportes, no se encontré
asociacion con ningun indicador de tabaquismo (158,159,162), aunque ho
descartamos la posibilidad de otros factores incluyendo los genéticos, que puedan

estar confundiendo la relacion tabaquismo e infeccion por VPH (29-32).

12.2.2 HLA E INFECCION POR VPH.

En la muestra obtenida de familiares para la determinacion genética de los alelos
de HLA - A, B, DR y DQB1 (n=54), la frecuencia de infeccion por DNA-VPH alto
riesgo fue de 20.3% (11/54), valor que se encuentra dentro del limite superior de la
muestra donde fue obtenido y de acuerdo a los valores esperados en poblacion
general (154). De los haplotipos HLA A/B, A/DR, A/DQB1, B/DR o DR/DQB1 que
se asociaron de manera positiva 0 negativa en las mujeres con CCU, solo tres
pudieron ser explorados en las familiares. En el caso de HLA A2-B39, un
haplotipo identificado como protector entre pacientes con y sin cancer, se
identificaron cinco mujeres con el haplotipo, las cuales fueron negativas a la
infeccion y eran familiares de controles. De manera similar el haplotipo HLA B35-
DR8, con efecto protector, de los 8 casos encontrados eran familiares de
controles, de los cuales seis (75%) eran negativos a la infeccion por VPH alto
riesgo. EIl haplotipo HLA A2-B18 identificado como de riesgo para CCU, solo fue

identificado en una paciente, familiar de caso y positiva a VPH.
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En relacion a los haplotipos completos HLA A-B-DR-DQBL1, solo dos con efecto
protector pudieron ser analizados (HLA A2-B39-DR4-DQ*0302 y HLA A24-B35-
DR4-DQO0302) cinco casos que resultaron negativos a la infeccion, cuatro de las
cuales eran familiares de controles y solo una era familiar de una paciente con
CCU. Un haplotipo que resultdé no ser significativo en la comparacién de las
mujeres con CCU y controles sin la enfermedad, pero que solo estuvo presente en
los casos (n=3), se encontré en tres mujeres familiares de casos y en una familiar
de controles, tres de las cuales resultaron positivas a infeccion por VPH alto riesgo

(p=0.01).

Un sesgo de seleccidén observado con los familiares de casos y controles, se debid
a los criterios de inclusion utilizados en el proyecto (no haber presentado lesiones
intraepiteliales del cérvix, citologia cervical sin alteraciones, cérvix integro, edad no
controlada, haber iniciado vida sexual, no estar embarazada y sin padecimientos
inmunologicos o tratamientos con inmunodepresores). Estas caracteristicas
condujeron a una seleccion de mujeres con bajo riesgo de infeccion y/o de
presentar lesiones precursoras de CCU, por lo tanto con menos probabilidades de
presentar algunos de los alelos y/o haplotipos de HLA encontrados en los casos

de CCU.

Los resultados previos solo pudieron ser comparados con los obtenidos en este

mismo trabajo, ya que la asociacién de éstos haplotipos con CCU no han sido
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reportados en otros trabajos. Por otro lado el tamafio de muestra imposibilita
demostrar otras posibles asociaciones con la infecciéon por VPH alto riesgo, sin
olvidar por supuesto que debido a que solo se realiz6 una medicion transversal, no
pudieron ser identificadas aquéllas mujeres con infeccion persistente, que son
quiénes tienen mayores probabilidades de desarrollar lesiones precursoras de

cancer invasor de cérvix (105,116).

El presente trabajo consistente con los resultados previos, apoya la hipétesis de
qgue los haplotipos de HLA, pueden estar asociados a una evasion inmunolégica
de la infeccion por virus de papiloma humano de alto riesgo y por conducente a
mayor probabilidad de presentar lesiones intraepiteliales del cérvix uterino que

potencialmente pueden progresar a cancer de cérvix.
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13. CONCLUSIONES.

» En presencia de infeccion por VPH16 en pacientes con cancer invasor del
cérvix uterino, los haplotipos de HLA clase | y Il, DRB1*15/DQB1*0602,
HLA-A2-B44-DR4-DQ*0302, HLA-A24-B35-DR16-DQ*0301, y HLA-A2-B40-

DR4-DQ*0302 estan asociados positivamente con ésta neoplasia maligna.

» Los haplotipos de HLA clase | y II, HLA A2/B39, HLA-A24/B39, HLA-
B35/DR8, HLA-A2-B39-DR4-DQB1*0302 (OR=0.16, 1C95%=0.04-0.06),
HLA-A24-B35-DR4-DQB1*0302 (OR=0.05, 1C95%=0-003-0-39) y HLA-AG8-
B40-DR4-DQB1*0302 (OR=0.06, 1C95%=0-003-0-45) estuvieron asociados

negativamente con CCU e infeccion por VPH16.

» La frecuencia de infeccion por DNA-VPH alto riesgo en pacientes con CCU
fue de 97.9% (279/285), en mujeres control, en las familiares de casos y en
familiares de controles fue de 9% (25/277), 18.1% (40/221) y de 16.5%

(44/267) respectivamente.

» Se mostraron diferencias esperadas en los factores de riesgo sociales y
reproductivos entre casos y controles en la asociacién con CCU positivas a

la infeccion por VPH 16.

» Los alelos de HLA clase | y clase Il mostraron estar en desequilibrio de
ligamiento y en equilibrio de Hardy-Weinberg en la poblacién de casos y

controles.
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Algunos haplotipos de HLA clase | (A,B) y clase Il (DR, DQB1) mostraron
diferencias en la asociacion entre pacientes con CCU positivas a infeccién

por VPH16 vy controles sin cancer.

Un mayor numero de haplotipos Unicos fue observado en las pacientes con

cancer, comparativamente con lo observado en los controles.

La carga viral por DNA-VPH 16 fue diferencial para dos haplotipos HLA

clase |y clase Il (HLA A1-DR13, HLA A24-B15), en mujeres con CCU.

En las familiares de primer grado de mujeres con y sin CCU, no se
observaron diferencias significativas en la frecuencia de infeccion por VPH

en mujeres con antecedente de CaCu respecto a las que no lo tenian.

Las familiares de casos y de controles compartian factores de riesgo

sociales y reproductivos semejantes a sus familiares de origen.

Los factores de riesgo para la presencia de infeccion por VPH fueron
similares a los reportados en la literatura entre familiares de casos y

controles.
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Tabla 1. Poblacion de estudio de acuerdo a unidad médica participante, tipo de paciente y

frecuencia de infeccion por VPH alto riesgo.

Tipo de HPV
Institucion ala que pertenece Postivo a algun neg VPH 16 Total
tipo de VPH

Hospital de Caso 81 4 96 181
Oncologia Fam caso 22 127 8 157
CMN Siglo Control 15 155 0 170
XX Fam control 30 127 0 157
Total 148 413 104 665

Hospital Caso 58 2 44 104
General de Fam caso 10 54 64
México Control 10 97 107
Fam control 14 96 110

Total 92 249 44 385
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Tabla 2. Caracteristicas sociales y reproductivas de la poblacion de estudio total y
seleccionada con Infeccion por VPH 16+ .

Poblacion Total Seleccionada(CC HPV 16+)

VARIABLES ccC Controles cC Controles

n No X2 N1 Noo X?2
(N=406) (n=285) (n=277) p2 (n=104) (n=104) p2
Edad (y)
<35 19/6.7 24187 4.7 12/115  15/144 3.6
36 -45 87/30.5 68/24.5 0.2 26/250  27/26.0 0.3
46 - 55 7191217 93/33.6 271260  35/336
56 -+ 100/ 35.1 92/33.2 39/375  27/26.0
Estado civil
Soltera, Divorciada, 134 /47.0 91/329 12.3 49 /47 1 36 /34.6 2.9
Viuda <0.001* 0.09
Casada, Union libre 151/53.0 186 /67.1 55/529 68/654
Nivel Social
Malo 781275 35/12.6 19.3 281269 16/154 4.4
Regular 144/ 50.4 162/58.5 <0.001* 53/51.0 58/55.8 0.1
Bueno 63 /22.1 80/28.9 23 /221 30/28.8
Ocupacioén
Hogar 237/83.2 194/70.0 13.8 79/760 67/64.4 4.2
Empleada 30/10.5 56/20.2  0.0009* 16/154  28/27.0 04
Otra 18/6.2 27198 9/8.6 9/8.6
Tabaquismo
Negativo 195/68.4 190/ 68.6 0 63/606 70/67.3 0.7
Positivo 90/31.6 87/31.4 0.9 411394  34/327 0.4
Edad de Inicio de
vida sexual
<18 162/ 56.8 93/33.6 29.7 57/548  33/31.7 10.3
18y + 123/43.2 184/66.4 <0.001* 47/452  71/68.3 0.001*
Partos
<3 86/30.2 133/48.0 18.0 18/173  40/385 10.5
>4 199/69.8 144/52.0 <0.001* 86/827 64/61.5 0.001*
Parejas Sexuales
1 131/46.0 192/69.3 32.2 43/413  57/54.8 4.1
2 99/34.7 60/21.7  <0.001* 42/404  30/28.8 0.1
3y+ 55/19.3 25/9.0 19/183  17/16.4
Anticonceptivos
orales 75126.3 65/23.5 0.5 35/378 15/33.3 0.09
Si 210/73.7 212176.5 0.5 69/622  30/66.7 0.7
No
Etapa Clinica
IA-1B 44 /154 26/25.0
[IA-11B 141/49.5 50/48.1
[IA-11IB 84 /29.5 22/21.2
IVA-IVB 16/5.6 6/5.8
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Tabla 3. Frecuencias génicas de los alelos HLA clase | (A y B) en pacientes con cancer
cervical VPH 16 positivas comparadas con controles sin cancer

Alelos Casos Controles Alelos Casos Controles
A2 0.3317 0.3382 B35 0.1971 0.2727
A24 0.2066 0.1862 B39* 0.0865 0.1681
A68 0.1635 0.1568 B40 0.0817 0.1045
Al 0.0769 0.0393 B15 0.0865 0.0681
A3l 0.0481 0.0785 BO7 0.0385 0.0636
A29 0.0288 0.0098 B44 0.0817 0.0544
A30 0.0288 0.0441 B14 0.0577 0.0500
A3 0.0240 0.0295 B49 0.0240 0.0500
A26 0.0240 0.0637 B51 0.0577 0.0318
All 0.0192 0.0000 B48 0.0385 0.0318
A32 0.0192 0.0196 B18* 0.0769 0.0181
AB9 0.0100 0.0049 B27 0.0048 0.0147
A36 0.0096 0.0000 B8 0.0288 0.0136
A23 0.0048 0.0196 B52 0.0288 0.0136
A34 0.0048 0.0000 B53 0.0240 0.0136
A33 0.0000 0.0098 B56 0.0048 0.0091
B13 0.0144 0.0091
B78 0.0096 0.0044
B37 0.0048 0.0044
B50 0.0048 0.0044
B38 0.0144 0.0000
B41 0.0096 0.0000
B47 0.0096 0.0000
B29 0.0048 0.0000
B55 0.0048 0.0000
B57 0.0048 0.0000

*Valor de p corregida <0.05.
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Tabla 4. Frecuencias génicas de los alelos HLA clase Il (DRB1 y DQB1) en pacientes con
cancer cervical VPH 16 positivas comparadas con controles sin cancer

Alelos Casos Controles Alelos Casos Controles
DR4 0.3029 0.2789 DQ 0302 0.3029 0.2794
DR8 0.1971 0.2452 DQ 0402 0.2067 0.2402
DR13 0.0769 0.0962 DQ 0301 0.1875 0.2451
DR3 0.0625 0.0481 DQ 0201 0.1202 0.0980
DR16 0.0625 0.0625 DQ 0501 0.0866 0.0833
DR1 0.0577 0.0673 DQ 0602 0.0481 0.0245
DR15" 0.0577 0.0144 DQ 0601 0.0192 0.0098
DR7 0.0529 0.0577 DQ 0603 0.0096 0.0196
DR14 0.0529 0.0721 DQ 0604 0.0096 0.0000
DR11 0.0385 0.0240 DQ 0304 0.0048 0.0000
DR10 0.0336 0.0240 DQ 0503 0.0048 0.0000
DR12 0.0048 0.0048

DR09 0.0000 0.0048

“Corrected p value = 0.03.
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Tabla 5. Asociacion de los haplotipos de HLA clase | (HLA-A, -B) y HLA clase Il (HLA-DRBH1, -

DQB1) con cancer cervical.

Haplotipo Casos  Controles X2 P RM
A2-B39 4 14 1044 0004  0.28(0.12-0.64)
A2-BI8 7 1 7.02 0016 53 (14-23.4)
A24-BI5 6 0 8.04 0006  13.8 (1.9-285)
A24-B39 3 10 6.47 0022  0.31(0.12-0.79)
A1-DR13 6 0 8.94 0003  13.8 (1.9-285)
A2-DQB*0501 10 2 9.2 0003 456 (1.6-14.1)
B35-DRS 9 27 9.71 0002  0.27 (0.11-0.65)
DR15-DQB*0602 9 2 7.47 0007 4.1 (14-12.7)

RM, Razo6n de momios; cP = valor de p corregido.
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Tabla 6. Asociacion de los haplotipos HLA-A, -B, -DR, and -DQ en pacientes con cancer

cervical e infeccion positive a VPH16 comparado con mujeres sin cancer.

Haplotipo Casos  Controles X2 P RM
A2-B39-DR4-DQ*0302 1 8 8.87  0.009 0.16 (0.04-0.6)
A24-B35-DR4-DQ*0302 0 8 13.06 0.003  0.05(0.003-0.39)
A2-B44-DR4-DQ*0302 5 0 6.95 0.027 11.5 (1.5-244)
A24-B35-DR16-DQ*0301 5 0 6.95 0.027 11.5 (1.5-244)
A68-B40-DR4-DQ*0302 0 7 10.98 0.003  0.06 (0.003-0.45)
A2-B40-DR4-DQ*0302 6 1 5.26 0.06 4.6 (1.2-20.4)

RM, Razon de momios; cP = valor de p corregido.
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17. TABLAS

17.2 PROBLEMA 2
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Tabla 2.1.- Caracteristicas diferenciales de las variables sociodemograficas y reproductivas
entre las familiares de primer grado de mujeres con y sin CCU

VARIABLES Familiares de mujeres Familiares de mujeres U-Mann
con CCU sin CCU Whitney
n = 221 n =264 Test
X (xds.) W X (xds.)® ()
Edad (a) 37.1 (12.0) 325 (9.1) <0.001*
Escolaridad (a) 7.9 (3.8) 9.6 (3.3) <0.001*
Indice de hacinamiento 2.5 (2.3) 2.5 (1.2) 0.3
Ingreso mensual (Salario 18.29 (8.33) 19.97 (8.84) 0.3
minimo)
Edad de inicio tabaquismo * 20.5 (7.6) 18.7 (4.4) 0.4
Tiempo de tabaquismo (m) * 134 (121) 116 (92) 0.7
Edad de la menarca (a) 12.8 (1.4 12.6 (1.4) 0.02*
Edad de inicio de vida sexual 18.6 (3.7) 19.7 (3.9 <0.001*
(a)
Edad primer embarazo (a) * 19.7 (4.1) 21.2 (4.3) <0.001*
Embarazos 3.5 (2.6) 2.4 (1.8) <0.001*
Partos 2.6 (2.5) 15 a.7) <0.001*
Césareas 0.54 (0.9) 0.58 (0.8) 0.3
Abortos 0.45 (0.8) 0.34 (0.6) 0.2
Parejas sexuales 1.6 (1.2) 15 (2.09) 0.005*
Hormonales orales (m) * 34.3 (34.2) 334 (48.8) 0.2
Hormonales inyectables (m) 3 20.7 (23.9) 18.6 (26.2) 0.4
Condoén (m) ® 53.4 (50.5) 38.4 (52.7) 0.1
Edad Primer PAP * 28.8 (9.9) 25.8 (6.7) 0.002*
Total PAPs * 3.9 (4.4) 3.7 (4.1) 0.6
Carga viral HPV 105.6 (186.1) 90.2 (195.2) 0.1

a = afios, m = meses, 1 = solo fumadores; 2= solo mujeres con antecedente de embarazo positivo, 3= usuarias, 4 = 34.1y

35.6% de las mujeres en cada grupo el primer PAP se realizé por invitacion al estudio;

* = estadisticamente significativa.
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Table 2.2. Caracteristicas sociales y reproductivas de la poblacién total y en la muestra seleccionada
para determinacion de HLA, de familiares de mujeres con y sin CCU de acuerdo a Infecciéon por DNA-

VPH alto riesgo

Poblacién Total Seleccionada HLA
VARIABLES VPH + VPH - VPH + VPH -

ny No X? N1 Noo X?

(n=84) (n=404) (p)? (n=11) (n=43) (p)?
Edad (y)
<35 58/19.8 235/80.2  6.16 9/27.3 241 72.7 7.9
36 -45 15/12.9 101/87.1 (0.2) 117.7 121923 (0.09)
46 - 55 6/11.1 48/88.9 0/0 4/100
56 - 65 2/125 14/87.5 0/0 3/100
66 - + 3/33.3 6/66.7 1/100 0/0
Estado civil
Soltera 17128.3 43/71.7 8.9 1/33.3 2/66.6 0.89
Casada 40/13.6 254/86.4  (0.029)*  7/20.0 28/80.0 (0.82)
Unién libre 15/121.7 54/78.3 11125 71875
Otra 12/18.5 53/815 2/25.0 6/75.0
Escolaridad
Analfabeta/Prim. Incomp. 34 /57.6 25/42.4 73.7 117.7 12/92.3 0.82
Primaria o mayor 50/11.7 379/88.3 (<0.001)" 10/244  31/756 (0.36)
Condicion Vivienda
Malo 15/38.5 24/61.5 11.8 3/75.0 1125.0 8.2
Bueno 69/17.3 380/84.6 (0.001)*  8/15.2 42/84.8 (0.004)
Ocupacion
Hogar 48/15.1 270/849 287 6/14.6 35/854 34
Empleada / Otra 36/21.2 134/88.8  (0.09) 5/38.5 8/61.5 (0.06)
Tabaquismo
Negativo 52 /171 252/829 0.004 4/174 19/82.6 0.2
Positivo 32/17.4 152/ 82.6 (0.9) 71226 24774 (0.63)
Edad IVSA
<15 14/20.0 56/80.0 1.9 3/21.4 11/78.6 1.6
16-18 36/19.3 151/80.7  (0.38) 2/11.1 16/88.9 (0.44)
19y + 34 /14.7 197/85.3 6/27.3 16/72.7
Embarazos
0 7125.0 21/75.0 2.01 0/0 3/100 1.1
1-2 40/18.3 178/81.7  (0.36) 6/250 18/75.0 (0.56)
>3 37/15.3 205/84.7 5/185  22/815
Parejas Sexuales
1 39/141 238/85.9 5.2 5/16.1 26/83.9 0.9
2-3 35/20.2 138/79.8  (0.07) 6/27.2 16/72.8 (0.6)
4y+ 10/26.3 28/76.2 0/0 1/100
Anticonceptivos orales
Si 15/11.5 116/88.5  4.17 1174 13/92.9 2.0
No 69/19.3  288/80.7 (0.04) 10/25.0 30/75.0 (0.15)
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Tabla 2.3. Andlisis de Regresion Logistica de los principales factores asociados con la infeccion
por VPH de alto riesgo en familiares de primer grado de mujeres con y sin CCU.

FACTORES n = 488 ORa 1.C.95%
Condiciones de la vivienda®

Buen estado 449 1 -

Mal estado 39 3.0 1.3-6.9*
Estado Civil 2

Casada 294 1 -
Otra 194 1.8 1.1-2.9*
Inicio Vida Sexual (a) 2

<15 70 2.2 1.0-5.1*
16 - 18 187 2.8 1.1-6.8*
19y mas 231 1.0 -
NuUmero de parejas sexuales

Una 277 1

2-3 parejas 173 3.07 1.05-5.73
4 0 mas 38 3.71 1.07-7.33
Hormonales 1

No usuarias 357 1.0 -
Orales 131 0.5 0.2-1.0*

1 = OR = odds ratios, ajustada por edad, estado civil, tipo de familiar, antecedente de CCU, e inicio de vida
sexual.

2 = OR = odds ratios, ajustada por edad, ocupacion, tipo de familiar.
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Table 2.4. Frecuencia de los alelos HLA-A en pacientes con cancer cervical VPH 16 positivas,
controles y sus respectivos familiares.

Alelos Casos Controles Fam Casos ~ Fam Controles
A2 0.3317 0.3382 0.315 0.296
A24 0.2066 0.1862 0.130 0.111
A68 0.1635 0.1568 0.130 0.185
Al 0.0769 0.0393 0.056 0.019
A3l 0.0481 0.0785 0.111 0.111
A29 0.0288 0.0098 0.111 0.074
A30 0.0288 0.0441 0.056 0.019
A3 0.0240 0.0295 0.019 0.019
A26 0.0240 0.0637 0.019 0.074
All 0.0192 0.0000 0.000 0.056
A32 0.0192 0.0196 0.000 0.019
AB9 0.0100 0.0049 0.019 0.000
A36 0.0096 0.0000 0.000 0.000
A23 0.0048 0.0196 0.019 0.019
A34 0.0048 0.0000 0.019 0.000
A33 0.0000 0.0098 0.000 0.000
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Tabla 2.5. Frecuencia de los alelos HLA-B en pacientes con cancer cervical VPH 16 positivas,
controles y sus respectivos familiares.

Alelos Casos Controles Fam Casos  Fam Controles
B35 0.1971 0.2727 0.241 0.241
B39* 0.0865 0.1681 0.000 0.222
B40 0.0817 0.1045 0.111 0.037
B15 0.0865 0.0681 0.037 0.074
BO7 0.0385 0.0636 0.019 0.019
B44 0.0817 0.0544 0.111 0.130
B14 0.0577 0.0500 0.019 0.037
B49 0.0240 0.0500 0.019 0.037
B51 0.0577 0.0318 0.056 0.019
B48 0.0385 0.0318 0.093 0.056
B18* 0.0769 0.0181 0.019 0.019
B27 0.0048 0.0147 0.019 0.000
B8 0.0288 0.0136 0.019 0.019
B52 0.0288 0.0136 0.056 0.019
B53 0.0240 0.0136 0.056 0.000
B56 0.0048 0.0091 0.000 0.000
B13 0.0144 0.0091 0.000 0.000
B78 0.0096 0.0044 0.000 0.000
B37 0.0048 0.0044 0.000 0.000
B50 0.0048 0.0044 0.00 0.019
B38 0.0144 0.0000 0.093 0.037
B41 0.0096 0.0000 0.000 0.000
B47 0.0096 0.0000 0.000 0.000
B29 0.0048 0.0000 0.000 0.000
B55 0.0048 0.0000 0.000 0.019
B57 0.0048 0.0000 0.019 0.000
B59 0.0000 0.0000 0.019 0.000
B15 0.0000 0.0000 0.037 0.074
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Tabla 2.6 Frecuencia de los alelos HLA-DRB1 en pacientes con cancer cervical VPH 16
positivas, controles y sus respectivos familiares.

Alelos Casos Controles Fam Casos Fam Controles
DR4 0.3029 0.2789 0.333 0.296
DR8 0.1971 0.2452 0.111 0.278
DR13 0.0769 0.0962 0.130 0.093
DR3 0.0625 0.0481 0.037 0.056
DR16 0.0625 0.0625 0.019 0.019
DR1 0.0577 0.0673 0.037 0.074
DR15 0.0577 0.0144 0.056 0.037
DR7 0.0529 0.0577 0.056 0.037
DR14 0.0529 0.0721 0.167 0.093
DR11 0.0385 0.0240 0.037 0.019
DR10 0.0336 0.0240 0.019 0.000
DR12 0.0048 0.0048 0.000 0.000
DR09 0.0000 0.0048 0.000 0.000
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Tabla 2.7. Frecuencia de los alelos HLA-DQB1 en pacientes con cancer cervical VPH 16
positivas, controles y sus respectivos familiares.

Alelos Casos Controles Fam Casos Fam Controles
DQ 0302  0.3029 0.2794 0.352 0.278
DQ 0402  0.2067 0.2402 0.111 0.278
DQ 0301  0.1875 0.2451 0.315 0.204
DQ 0201  0.1202 0.0980 0.093 0.093
DQ 0501  0.0866 0.0833 0.056 0.074
DQ 0602  0.0481 0.0245 0.000 0.019
DQ 0601  0.0192 0.0098 0.037 0.056
DQ 0603  0.0096 0.0196 0.019 0.000
DQ 0604  0.0096 0.0000 0.019 0.000
DQ 0304  0.0048 0.0000 0.000 0.000
DQ 0503  0.0048 0.0000 0.000 0.000
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Tabla 2.8 Frecuencias Estimadas de los Haplotipos para HLA clase | (HLA-A / B) y HLA clase Il
(HLA-DRB1 / DQB1), en pacientes con CCU, Controles y Familiares en relacién con la
infeccion por DNA-VPH alto riesgo.

. Fam Fam

Haplotipos Ca Con Ca Con VPH + VPH - p
A2-B39 4 14 0 5 0 5 0.57
A2-B18 7 1 1 0 1 0 0.1
A24-B15 6 0 0 0 0 0

A24-B39 3 10 0 0 0 0

Al1-DR13 6 10 0 0 0 0
A2-DQB*0501 10 2 0 0 0 0

B35-DR8 9 27 0 8 2 6 0.6
DR15-DQB*0602 9 2 0 0 0 0
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Tabla 2.9 Frecuencias Estimadas de los Haplotipos completos para HLA clase | (HLA-A/B)y
HLA clase Il (HLA-DRB1 / DQB1), en pacientes con CCU, Controles y Familiares en relacién
con la infeccion por DNA-VPH alto riesgo.

Haplotipos Ca Con Fg;n E%r: VPH - p
A2-B39-DR4-DQ*0302 1 8 0 3 3 1.0
A24-B35-DR4-DQ*0302 0O 8 1 1 2 0.7
A2-B44-DR4-DQ*0302 5 0 0 0 0
A24-B35-DR16-DQ*0301 5 0 0 0 0
A68-B40-DR4-DQ*0302 O 7 0 0 0
A2-B40-DR4-DQ*0302 6 1 0 0 0
A24-B40-DR4-DQ*0302 3 0 3 1 1 0.01*
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18. GRAFICOS

PROBLEMAS 1Y 2



Grafico 1. Comparacion de la Carga Viral para DNA VPH 16 en mujeres con CCU (n =104), de
acuerdo con HLA A1-DR13, HLA A24-B15 y portadores de otros haplotipos.
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Other HLA AIl—DRlS HLA AI24—Bls

Carga Otros HLA A1-DR13 | HLA A24-B15
viral haplotipos HLA
HPV16 URL | URL | URL | URL | URL | URL
DNA Logl10 Logl0 Log10
Min 1.06 | 0.025 | 19.1 1.28 1.48 0.17
Q1 15.3 1.18 58.1 1.76 | 383.6 | 2.58
Md 112.45| 205 | 9123 | 2.96 | 19124 | 3.28
Q3 614.47| 2.79 | 26742 | 3.43 | 21443 | 3.33
Max 3288.3| 3.52 |3463.7 | 3.54 |30375| 3.48

URL = Unidades Relativas de luz. Min = valor minimo, Q1 = primer cuartil, Md = Mediana, Q3 = tercer

cuartil.

*Prueba de Kruskal-Wallis, nivel de confianza 95%
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Grafico No. 2.1. Distribucion de Positividad a VPH por grupos de edad, de acuerdo a familiares de primer
grado de mujeres con y sin CCU .
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Grafico 2.2. Prevalencia de Infeccion por Virus de Papiloma Humano, de acuerdo a grupo de
edad en familiares de pacientes con y sin cancer de cérvix.
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19. ANEXOS



ANEXO 1

DEFINICIONES DE VARIABLES

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA DE | CATEGORIA
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE MEDICION
EDAD Tiempo transcurrido desde el | Afios cumplidos por Cuantitativa Ordinal =< 29
nacimiento. la paciente al momen- 30-39
to del estudio. 40-49
50-59
60y +
NIVEL DE Grado maximo de estudios Grado maximo de Cualitativa Nominal Analfabeta
ESCOLARIDAD | Alcanzado. Estudios. Primaria
El minimo grado de estu- incompleta
tudios que permite una Primaria
Mejor relacion del indivi- Secundaria
duo con su medio ambien- te Preparatoria
es de 18 afios. Profesional
ESTRATO Es la condicion de respuesta | Calificacion obtenida | Cualitativa Nominal Alto
SOCIOECONO- | econémica del individuo o la | por medio del INSE Medio
MICO familia ante la sociedad Bajo
El humo del tabaco es un|Se preguntard a la| Cualitativa Nominal No fuma
HABITO aerosol que consiste en una | paciente el nimero de Fumadora
TABAQUICO fase gaseosa y  otra|cigarrillos consumidos Ex fumadora
particulada, cuyos consti- | por dia , asi como el
tuyentes son toxicos para | tiempo de duracion del <5 afios
diversas células del orga- | habito tabaquico. 5-10 afios
nismo, pueden actuar co- mo Cuantitativa Ordinal 11 y més afios
iniciadores carcindge-nos y
como promotores del
proceso de carcinogénesis
Antecedentes Se refiere al antecedente de [ Se preguntara a la | Cualitativa Nominal Si
Heredofamiliares | la paciente de que algln | paciente si tiene cono- No
de Cancer familiar cercano haya | cimiento sobre si algin No sabe
padecido algin tipo de |familiar padece 6
cancer. padecid cancer.
En caso de que la|Cualitativa Nominal Padre
pregunta sea afirmativa Madre
se  preguntara el Hermanos
parentesco Abuelos
Tios
Otro
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VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA | CATEGORIA
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE DE
MEDICION
Antecedentes de [ Se refiere al antecedente de|Se le preguntara a la | Cualitativa Nominal Si
Carcinoma  de | que algin familiar cercano | paciente si  tiene el No
cérvix haya padecido cancer de cérvix | conocimiento de que algin No sabe
familiar padezca o haya
padecido cancer
de cérvix.
En caso de que la pre-| Cualitativa Nominal Madre
gunta sea afirmativa, Abuela paterna
se preguntara el parentesco Abuela materna
Hermanas
Tias
Otro
Se refiere al primer contacto | Se le preguntard laedad a | Cualitativa Nominal. <18
INICIO DE sexual que experienta la mujer- | la que tuvo su primera 18y +
VIDA Edad de primera relacion relacion  sexual de la
SEXUAL. Sexual. entrevistada.
GESTAS NUmero de embarazos Numero de embarazos Cuantitativa | Ordinal Ninguno
Que ha tenido la mujer. que ha tenido la entre- 1-2
vistada. 3-4
>=5
PARTOS Nacimientos por via va- Nimero  de partos | Cuantitativa | Ordinal Ninguno
Ginal  del producto de la|vaginales de la 1-2
gestacion entrevistada. 3-4>=5
CESAREA Se refiere al nacimiento del | NUumero de cesareas que le | Cualitativa Ordinal Ninguna
producto de la gestacion por | hayan realizado a la 1-2
via abdominal Entrevistada 3-4
>=5
ABORTOS Terminacion del embara- zo en | NUmero de abortos que ha | Cuantitativa | Ordinal Ninguno
forma natural y espontanea |tenido la paciente hasta el 1-2
antes de la semana 20 de la | momento de la 3-4
gestacion 6 que el feto sea|dela entrevista. >=5
viable.
NUMERO DE Cantidad de parejas se-xuales | Se solicitard a la paciente | Cuantitativa | Ordinal. Ninguno
COMPANEROS | que haya tenido la mujer en el | durante la entrevista, que 1
SEXUALES transcurso de su vida. indique el ndmero de 2
personas con las que ha 3
tenido relaciones sexuales 4
en el transcurso de su vida 50 mas
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VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE | ESCALA DE | CATEGORIA

CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE | MEDICION
CITOLOGIAS El estudio de las células Se investigara en la libreta | Cualitativa Nominal Clase:
CERVICOVAGI- cervicales exfoliadas es la de registro de DOC y/o en LILIHLIV Y V.
NALES base de deteccion de las los expedientes clinicos de De PAP

lesiones precursoras del las pacientes los

cancer cervicouterino, se resultadoscitologicos

pueden encontrar lesiones previos.

benignas (inflamacién,

metaplasia escamosa ma- Ademas clasifi-

dura, hiperplasia endocer- Cacién descrip-

rvical y otros cambios de tipo tiva-

reactivo) y alteracio-nes

malignas (displasia,

carcinoma in situ e inva- sor

0 otros procesos ma- lignos

del aparato genital) 6

reportarse lesiones sin

alteraciones
LESIONES Espectro de cambios | NIC I : Displasia Cualitativa Nominal NIC.
EPITELIALES celulares intraepite- liales que Leve.

se inician generalmente como | NIC Il : Displasia

una neoplasia bien diferen- Moderada.

ciada y finaliza como NIC III: Displasia

Un carcinoma invasor severay

carcinoma
In situ.

129




VARIABLE |DEFINICION CONCEPTUAL |DEFINICION TIPO DE | ESCALA DE |CATEGORIA
OPERACIONAL VARIABLE | MEDICION
INFECCION [ VPH es un virus de DNA cuya | Se considerara el re- Cualitativa Nominal Atipia coilocitica
CERVICAL inoculacion ocurre porte de : Condiloma plano
POR Por microtraumatismo du- rante el | 1.-Atipia coiliocitica, Condiloma acu-
VPH coito con una per- sona infectada. | condiloma plano, con- minado-
Los viriones penetran la capa|diloma acuminado ob-
basal, atraviesan la membrana celu | servado en el tejido de
lar y el genoma viral se transpor- | biopsia obtenido por
ta hacia el nucleo de la célula, | colposcopia.
donde es traducido El diagnéstico debe ser
y transcrito; se replica conforma la | emitido por el servicio
célula hués- ped se divide. Puede | Patologia.
pro- ducir lesiones como el
papiloma exofitico o ser 2.- .Se relizara una técnica | Cualitativa Nominal
ser  subclinicas, s6lo iden-|de Captura de Hibridos Il CH Il Positiva
tificables por medio de (2% Generacion) para la CHII Negativa
colposcopia. En la citolo- identificacion del genoma
logia cervical se reconoce la atipia | viral, en células cervicales
coilocitica que se obtenidas por cepillado
caracteriza por: coilocitos | endocervical. ~ Asi como
hipercromacia y discreto | carga viral.
alargamiento nuclear y Cualitativa Nominal 1. Negativas
aumento de las mitosis Los | 3. Se realizara la técnica de 2. VPH alto
diferentes tipos de VPH se dividen | Captura de Hibridos para riesgo
por su potencial oncogénico, | identificar la presenciay el 3. VPH bajo
encontrandose hasta en un 80 0 90 | tipo de virus, en células riesgo
% de los carcinomas cervicales | cervicales obtenidas por
invasores. En el caso de NIC, estos | biopsia.
tipos se  pueden  encontrar
asociados con otros tipos de bajo Cuantitativa Intervalo RLU >1
poten- tencial oncogénico Se ha| Otros hallazgos: Carga viral
propuesto que existen | Ectropion (Tamafio,
interacciones entre VPH, | considere el diametro 1-2 +
tabaquismo y anticoncep- mayor), Cuantitativa Ordinal 3+
tivos orales dentro de la etiologia | Polipos (nimero y 4y+
de NIC. tamafio)
Quistes (Ndmero vy
tamafio)
Fibromas  (ndmero vy
tamafio)
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VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA  [CATEGORIA
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE |DE
MEDICION
Alelos de HLA |HLA clase Iy Il son las | Determinacion Cualitativa | Categorica | Presente
clase ly Il dos principales positiva por Ausente
(HLA-A, A2, moléculas del MHC, bandeo de
A19, A9, A10, |son heterodimeros acuerdo al
A28, HLA-B, transmembranales método de
B35, B16, B40, | cuyo dominio hibridizacion in
HLA-DRS5, extracelular amino- situ en el DNA
DR7, HLA- terminal atrae de leucocitos de
DQA1, DQB1). | antigenos para sangre periférica.
HLA (Human | presentarlos a las
Leucocyte Células T. Hay tres
Antigen). tipos de proteinas

clase |, HLA-A, HLA-B
y HLA-C y tres tipos
clase Il, HLA-DP, HLA-
DQ, HLA-DR. Los
genes que codifican
para HLA clase | y I,
se encuentran en el
cromosoma 6. Se
realizara el analisis de
la distribucion de los
alelos para clase | y I,
determinados en DNA
de leucocitos en
sangre periférica.
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ANEXO 2
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA. PROGRAMAS DE POST-GRADO
HOSPITALES DE ONCOLOGIA. DISTRITO FEDERAL.
PARTE A

CUESTIONARIO PARA VPH Y HLA EN MUJERES CON CANCER CERVICAL
INVASOR Y SUS DESCENDIENTES.

IDENTIFICACION.

NOMBRE:

EDAD:

LUGAR DE NACIMIENTO:
DOMICILIO:

DIAGNOSTICO PROBABLE:

DATOS FAMILIARES:

Parentesco Nombre Edad |Sexo Lugar de Lugar de | Antecedente
Nacimiento Residencia | De cancer
actual

Abuelo Paterno

Abuela Paterna

Abuelo Materno

Abuela Materna

Padre

Madre

Esposo (s)

Hermano (s)

Hermana (s)

Hijo (s)

Hija (s)
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ANEXO 3

CUESTIONARIO PARA HLA EN MUJERES CON CA CERVICAL INVASOR Y
SUS DESCENDIENTES

CODIGOS DE LLENADO

VARIABLE NOMBRE EN EQUIVALENCIA CODIGO
BASE DE DATOS
FOLIO FOLIO 1000- Casos IMSS Hijos caso 1000.1,1000.2,
1000.3
2000 Controles IMSS Hijos control 2000.1,
2000.2
3000- Casos INCan Hijos caso 3000.1,
3000.2, 3000.3
4000 - Controles INCan Hijos controles 4000.1,
4000.2, 4000.3
NUMERO DE EXPEDIENTE Nudmero de expediente institucional
EXPEDIENTE Que identifica al caso o control

UNIDAD DE MEDICINA DE
PRIMER NIVEL

UMF, CENTROS DE
SALUD

NUmero de UMF consignado

Nivel socioeconémico)

EDAD EDAD Edad en afios
DONDE NACIO NACIO 1. D.F 17. Michoacan | 33. Zacatecas.
LUGAR DE RESIDENCIA RESIDE 2. Edo. De Mex. 18. Morelos
3. Aguascalientes | 19. Nayarit
4.  B.C.Norte 20. N. Leon
5. B.C.Sur 21. Oaxaca
6. Campeche 22. Puebla
7. Coahuila 23. Querétaro
8. Colima 24. Q. Roo
9.  Sin Informac. 25.S.L.P.
10. Chiapas 26. Sinaloa
11. Chihuahua 27. Sonora
12. Durango 28. Tabasco
13. Guanajuato 29. Tamaulipas
14.  Guerrero 30. Tlaxcala
15. Hidalgo 31 Veracruz
16. Jalisco 32 Yucatan
ESCOLARIDAD ULTIMOGRAD Primaria 6
(Ultimo afio de escuela
aprobado) Primaria + Secundaria 9
Los codigos se usaran para la ESCIEFEFAM P + Sec + Comercial 11
Escolaridad de la Paciente y del
Jefe de Familia P + Sec + Técnica 12
P +Sec + Prepa o Bachillerato 12
P + Sec + Prepa + licenciatura 17
P + sec +Prepa +Lic+Postgrado 20
Sabe leer y escribir 88
Analfabeta 00
Sin informacién 99
OCUPACION JEFE FAMILIA | OCUPAJEF El sefialado, especificando si recibe un
sueldo base
(Necesario para el Indice de JEFEFAM Padre, Madre, Hijo, otro
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NUMPER Se codificara de acuerdo al
CUANTAS PERSONAS VIVEN cuestionario.
EN LA CASA
HUMHABI Se codificara de acuerdo al
CUANTAS HABITACIONES cuestionario.
UTILIZAN PARA DORMIR
INDICEHACI Se obtiene dividiendo el nimero de Cociente
INDICE DE HACINAMIENTO personas que viven en la casa entre el Con
ndmero de habitantes Decimales
MATPISO Se codifica el nimero seleccionado en
MATERIAL DEL PISO el cuestionario
AGUAPOT Se codifica el nimero seleccionado en
AGUA POTABLE el cuestionario
EXCRETA Se codifica el nimero seleccionado en
ELIMINACION DE EXCRETAS el cuestionario
PERSECON Se codifica el nimero seleccionado en
NUMERO DE PERSONAS el cuestionario
QUE APORTAN
ECONOMICAMENTE
INSE Calculo del Indice de Nivel 1. Bueno
NIVEL SOCIO ECONOMICO Socioecondmico, de acuerdo a los 2. Regular
indicadores que se estipulan en el 3. Malo
articulo publicado.
FUMA Se codifica el nimero seleccionado en
FUMA O HA FUMADO el cuestionario
ALGUNA VEZ
EMPFUMAR Se codificara de acuerdo a la edad en
A QUE EDAD EMPEZO A que haya empezado ha fumar.
FUMAR Cuando no aplica se pondra 000
ACTFUMA Se codifica el nimero seleccionado en
ACTUALMENTE SIGUE el cuestionario )
FUMANDO Cuando no aplica se pondra 000
TIEMPOTABA Se obtiene de restar a la edad actual, la
TIEMPO TOTAL DE edad en que empezd a fumar. Si ya no
TABAQUISMO fuma restar a la edad actual el “hace
cuanto que no fuma
FAMCANC Se codifica el nimero seleccionado en | Si
FAMILIAR CON CANCER el cuestionario No
PARENTESCO Ninguno, Padre, Madre, Hermanos,
ANTECEDENTES DE tios, otros.
CANCER
TIPOCAN De acuerdo al sitio anatémico afectado

TIPO DE CANCER
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EMBARAZ 1. Sl
USTED SE HA 2. NO
EMBARAZADO

NUMEMBA Se codificara de acuerdo al nimero en
CUANTAS VECES SE HA el cuestionario.
EMBARAZADO

EMBARAZ 3 SI
USTED SE HA 4. NO
EMBARAZADO

NUMEMBA Se codificara de acuerdo al nimero en
CUANTAS VECES SE HA el cuestionario.
EMBARAZADO

PARTOS Se codificara de acuerdo al nimero en
CUANTOS PARTOS HA el cuestionario.
TENIDO

CESAREA Se codificara de acuerdo al nimero en
CUANTAS VECES LE HAN el cuestionario.
HECHO CESAREA.

ABORTO Se codificara de acuerdo al nimero en
CUANTOS ABORTOS HA el cuestionario.
TENIDO

EDADEMB Se codificara de acuerdo al nimero en
A QUE EDAD SE EMBARAZO el cuestionario.
POR PRIMERA VEZ

INICRELA Se expresara en afios de acuerdo a lo
EDAD INICIO DE indicado en el cuestionario.
RELACIONES SEXUALES

NUMCOM Se expresara de acuerdo a lo indicado
NUMERO DE COMPANEROS en el cuestionario.
SEXUALES

OTRASMUJ Se expresara de acuerdo a lo indicado
SABE S| SU COMPARNERO en el cuestionario.
ACTUAL HA TENIDO
RELACIONES CON OTRAS
MUJERES

OTRAENFE 1. sl
ATENCION POR OTRA 2 NO
ENFERMEDAD TIPO DE ESpecIflCﬁr

ENFERMEDAD

TIEMPO DE Meses

EVOLUCION

TRATAMIENTO Si, No

EDADPAP Se dard en afios.
EDAD PRIMER
PAPANICOLAOU

FECPAP1 Se tomara el mes y el afio.
FECHA DE LOS DOS

FECPAP2

ULTIMOS PAPs
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CUANTOS PAPANICOLAUS NUMPAP Se tomara el nimero del cuestionario.
SE HA REALIZADO.
LUGAR DONDE LE LUGPAP 1. IMSS
TOMARON EL ULTIMO 2. ISSSTE
PAPANICOLAU 3. SSA
4.  MEDIO PRIVADO
5. OTRO
RESULTADO DE PAPANOR 1. SI
PAPANICOLAU ANORMAL 2. NO
TIEMPO DE REPORTE Y ENVIO Se dara en dias
ENVIO Para los controles se codificara con 00
VIRUS DE PAPILOMA ALTO RIESGO POSITIVO
HUMANO
BAJO RIESGO NEGATIVO
NEGATIVO
TIPO DE VIRUS DE 16,18,31,33,36,45,52 POSITIVO
PAPILOMA HUMANO RLU
NEGATIVO
HLA CLASE I A
B
CLASE Il DR
DQ
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ANEXO 4
FOLIO

CARTA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO.

ASOCIACION DE HLA CLASE 1Y Il CON CANCER CERVICAL, SU
RELACION CON VIRUS DE PAPILOMA HUMANO (VPH) EN
FAMILIARES DE PRIMER GRADO.

Fecha:

Nombre del paciente:

Hospital:

Nombre de Encuestador:

He sido invitada a participar en un estudio con el fin de identificar la presencia de un virus
que puede 0 no estar relacionado con la presencia de algunos casos de cancer en el area
genital, asi como identifcar en muestras de sangre algunas caracteristicas que pueden
estar relacionadas con la transmision a la familia (herencia).

Estoy enterada que el estudio consiste en tomar una muestra de células del tejido en el
cuello de la matriz, para la identificacion del virus del papiloma humano (VPH). Este
procedimiento se llevara a cabo ademas del procedimiento diagnostico habitual para mi
atencion médica. Dos muestras seran consideradas, una consiste en un cepillado y otra
en una pequefla muestra de tejido (biopsia). Las molestias posteriores a este
procedimiento pueden ser de un sangrado ligero a moderado, que ira disminuyendo poco
a poco como si fuera un sangrado de menstruacién. Puede presentarse dolor ligero a
moderado en el vientre bajo o bien en la parte baja de la espalda.

Por otro lado ser4 tomada una muestra de sangre (2 ml.) en condiciones asépticas, la cual
sera analizada para ver algunos factores de herencia.

Se me ha comunicado asimismo que estos procedimientos no son de alto riesgo, que
forman parte de los métodos de diagnéstico y que la decisién del tratamiento no
dependera de los resultados, por lo que mi médico tratante me informara el plan a seguir
sin interferencia de este estudio.

Uno de los principales motivos del estudio es conocer algunas causas que pueden estar
relacionadas con la presencia de mi enfermedad y por otro lado identificar si existen
mayores posibilidades de que algin miembro de mi familia (esposo e hijos) puedan tener
algun factor relacionado con cancer que se desarrolle con el tiempo.

Asimismo, se me ha informado que es importante la participacion de algunos o todos los

miembros directos de mi familia (esposo, hijas-0s), siempre y cuando ellos (as) estén de
acuerdo, para lo cual seran citados y recibiran una explicacion amplia del o de los
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procedimientos para cada caso, el cual es diferente para hombres que para mujeres. En
el caso de menores de edad (menores de 18 afios) se tomara el acuerdo de ambos o uno
de los padres. En los mayores de edad, se requiere de la firma de una carta parecida a
ésta.

Los investigadores del estudio me han hecho saber que tengo derecho a preguntar sobre
los avances del trabajo en cualquier momento y que mi negativa o el de alguno de mis
familiares a paticipar en el estudio no implicar4 ninguna diferencia en mi atencion médica.

Por otro lado se me ha comentado que toda la informacién verbal recabada sera
totalmente independiente entre la familia y estrictamente confidencial, por lo que no podré
solicitar informacién acerca de mis familiares, a menos que sea de comun acuerdo.

Este estudio estd basado en las consideraciones de ética médica previstas en los
acuerdos de buena practica médica y revisado por los comités de investigacion médica
correspondientes.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los riesgos y beneficios del estudio,
el cual acepto de manera voluntaria y soy libre de retirar mi consentimiento en cualquier
momento, sin que ello afecte mi atenciébn médica actual ni la que recibiré en un futuro.

En el momento que lo requiera podré solicitar informacién con los investigadores
responsables de lunes a viernes de 12 a 14:00hrs.

Dra. Dulce Ma. Hernandez Hdz.,
Hospital de Oncologia,
56 27 69 00 ext 4400

Nombre y firma de la paciente

Nombre y firma del representante del investigador

Testigo

Testigo
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ANEXO 5. MATERIAL Y METODOS

Casos y Controles

Prolectivo
Ca%os Controlgs
Pacientes referidas Serv Med Preventiva
Para Dx. HGM y HO DOC

Tamiz \ / ramiz

Carta de Consentimiento.

l

ENTREVISTA ++ V. Sociodemogréficas
¢ V. Reproductivas y sexuales.
¢ V. Ant. Clinicos

Citologia
Patdlogo 1 Patdlogo 2
v Referencia Estudio v
Cepillado Cepillado
(Citobrush) (Citobrush)
Lab. Biol. Molecular
VPH - PCR
Tipos y Subtipos
. v
Colposcopila >
Diagnostico
Biopsia Dirigida Patologol Referencia
Patélogo 2. Estudio |

!

Muestra Sanguinea. Muestra Sanguinea

Laboratorio Inmunologia
HLA-1y 11 —
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ANEXO 6
FAMILIARES

l Carta de Aceptacion

Casos

Entrevista

< V. Sociodemograficas
< V. Reproductivas y Sexuales
< V. Ant. CIinicT.

Hijas > 18 afios o con
l IVSA
Primer Nivel de Atencion
v Cérvix
(. ) » Dx. Citoldgico
Citologia
Negativos < |
Positivos _ > VPH
Cepillado Lab. Biol. Molecular
!

Muestra Sangre —HLA

v

Atencién Médica > Colposcopia

Seguimiento y/o Tratamiento

l

Controles
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ANEXO 7

Extraccion de DNA Gendmico. Kit BDtract™

Su uso se aplica para el aislamiento y purificacion de DNA del Genoma de sangre total
humana, células de cultivo de tejidos y células de bacterias.
El protocolo se basa en un nuevo método que simplifica el proceso de purificacién. El cuél

incluye:

1. Lisis de células sanguineas totales o membrana citoplasmatica con solucién de BD-1.
2. Lavado de eritrocitos con solucion BD-2.

3. Lisis de células nucleadas con detergente anionico solucién BD-3.

4. Remocioén de contaminacion de RNA con solucion RNAsa.

5. Debridacion protéica por "salamiento” con solucion BD-4.

6. Precipitacién Gendmica de DNA con isopropanol y disolucién en TE buffer.

Almacenamiento del Kit BdtractTM

Todos los componentes de este kit, excepto la solucién de RNAsa, puede almacenarse a
temperatura ambiente, se mantiene estable al menos por un afio.

La solucién de RNAsa debe ser almacenada a 4°C.

Procedimiento.

1.

abrw

© N

11.

12

14.
15.

16.

Colecte 2.5 ml de sangre total con agente anti-coagulante (i.e. EDTA-acido etilen
diamino tetra-acetico, a concentracion de 1 mg/ml de sangre), y transferirla a un tubo
de centrifuga de 15ml.

Afada 2.5 ml. de solucién BD-1 e inviertalo varias veces hasta que se mezcle
completamente.

Centrifugue por 10 minutos a 2,200xg usando una centrifuga con

Elimine lentamente el sobrenadante y mantenga el botén nuclear.

Afada 2.5 ml de solucién BD-2 para lavar el botén. Centrifugue a 2,200xg como en el
paso anterior durante 10 min.

Decante el sobrenadante y resuspenda cuidadosamente el botén con 0.6 ml. de
solucion BD-3, utilizando la pipeta. Incube a 65°C durante 15 minutos. (Nota: Si se
forma un precipitado en la solucién BD-3, incubéla a 37°C antes de su uso).

Afada 0.2 ml. de solucién BD-4 en el tubo y mezclelos bien.

Centrifugue por 10 minutos a maxima velocidad en una microcentrifuga. Colecte
cuidadosamente el sobrenadante y deseche el boton. (Si permanece un precipitado
en el sobrenadante, centrifugue nuevamente hasta que esté claro).

Afada 0.6 ml de Isopropanol al sobrenadante a temperatura ambiente.

. Mezcle la muestra invirtiendo el tubo 40-50 veces hasta que la linea blanca de DNA

precipite.
Centrifugue durante 10 minutos a maxima velocidad en una microcentrifuga.

. Elimine el sobrenadante y lave el DNA con 1 ml. de etanol FRIO 70%.
13.

Centrifugue durante 5 minutos a velocidad maxima en una microcentrifuga y vacie el
sobrenadante.

Deje secar brevemente el boton y afiada 0.5 ml de agua estéril o TE buffer a el DNA.
Caliente el tubo a 65°C durante 15-30 minutos e inviertalo varias veces durante la
incubacién. (Es importante invertir varias veces debido al alto peso molecular del DNA
genomico para su disolucién).

Agite brevemente el DNA y use una una alicuota para determinar la concentracion y
pureza del DNA.
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