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4. Resumen

Antecedentes. ElI Céancer Cervicouterino (CaCu) sigue representando un
problema de salud publica en México, por ser la tercera neoplasia més frecuente
y la segunda causa de muerte por cancer en mujeres. El principal agente causal
de esta neoplasia es la infeccion persistente del Virus del Papiloma Humano de
alto riesgo (VPH-AR). Por ello la deteccion de VPH-AR es una de las principales
estrategias de tamizaje para el control del CaCu. Sin embargo, debido a que
aproximadamente 80% de las infecciones por VPH-AR puede resolverse de
manera natural en un lapso de 12 meses, se han desarrollado estrategias de
triage a través de la identificacion de marcadores moleculares, para identificar a
las mujeres positivas a VPH-AR con mayor probabilidad de progresar o presentar
una lesién precursora del CaCu. Adicionalmente, otros factores pueden
contribuir a la persistencia de la infeccion viral y al desarrollo de lesiones
precursoras, las cuales presentan diversos cambios celulares y moleculares a
causa del VPH; entre los cuéles se encuentra alteraciones en la expresion de los
genes HOX. Los genes HOX son factores de transcripcion indispensables para
la diferenciacioén y proliferacion celular y participan en el proceso carcinogénico.
Uno de los mecanismos epigenéticos de su regulacion transcripcional es por la
metilacion de histonas en su regién promotora, mediada por EZH2. La expresion
y funcion de EZH2 es modificada por la oncoproteina E7 del VPH-AR, al
fosforilarlo en la Serina 21 a través de la via PI3/Akt. Por lo tanto, alteraciones
en la regulacion de HOX y EZH2 podrian ser indicadores de transformacion
oncogénica temprana inducida por VPH-AR.

Objetivo. Identificar en muestras cervicovaginales provenientes del programa de
tamizaje y de clinicas de displasias, la prevalencia de VPH-AR y los cambios en
la expresion de HOXC11y EZH2.

Material y métodos. En este trabajo se determiné la prevalencia de VPH-AR en
muestras cervicovaginales de mujeres que acuden al programa de tamizaje de
CaCu del IMSS y de pacientes referidas a clinicas de displasias de la CDMX,
Puebla, Peninsula de Yucatan y Guerrero, asi como sus factores de riesgo. Se
identifico la expresion de HOXC11 y EZH2pS21 mediante inmunohistoquimica
en muestras VPH-AR positivas seleccionadas. Resultados. Se identifico 22%
de las muestras de tamizaje positivas a VPH-AR, y 44% de clinica de displasias.
70% de las muestras positivas poseen un genotipo diferente a 16 y 18 que puede
ser 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68. Se identific6 mayor prevalencia
de coinfecciones en pacientes referidas a la clinica de displasias (14.5%) que en
las de tamizaje (9.8%). Respecto a los cofactores de riesgo, el inicio de vida
sexual antes de los 18 afios y mas de 4 parejas sexuales se asocian
significativamente a la presencia del VPH-AR. Respecto a la expresién de
EZH2p21 y HOXC11 se identificaron sobre expresados a nivel de proteina en
muestras positivas a VPH-AR, respecto a las negativas. Sin embargo, solo en el
caso de HOXC11 hay una correlacion directa entre los niveles de la proteina y
con la presencia de VPH-AR o de transformacion temprana

Palabras clave: VPH-AR, HOXC11, EZH2, displasia, tamizaje



5. Introduccioén
5.1Cancer

Se entiende como el conjunto de enfermedades, que se caracteriza por el
crecimiento autdbnomo y descontrolado de células y tejidos, generando la pérdida
de la homedstasis del organismo (Figura 1). Ese crecimiento da lugar a tumores,
gue pueden invadir tejidos circundantes y provocar nuevos tumores similares al
cancer original, en partes distantes del cuerpo, proceso llamado metastasis. A
medida que crece, el cancer destruye los tejidos normales y compite por los
nutrientes y el oxigeno (OMS, 2016).

Sostener una Evasion de supresion
sefal proliferativa de crecimiento

Desregulacion

Evitar la respuesta
energética N inmune

| Inmortalidad

Evadir muerte

celular
_ Inflamacion
Inestabilidad |~
gendmica
Inducir Invasion y
angiogénesis metdstasis

Figura 1. Caracteristicas bioldgicas del cancer. Las 8 capacidades posiblemente funcionales,
distintas, y complementarias, asi con 2 facilitadoras (Inestabilidad gendémica e inflamacion)
necesarias para el desarrollo de cancer. Modificado de Hannahan y Weinberg 2011

5.2Cancer cervicouterino

A nivel mundial en 2018 el cancer cervicouterino (CaCu) fue el 3er cancer mas
frecuente en mujeres con una estimacién de 569,847 casos nuevos y 311,365
muertes a causa de esta enfermedad. En México de igual manera es la 3er
neoplasia mas frecuente en mujeres, se estima que en 2018 se diagnosticaron
alrededor de 7,869 casos nuevos y mas de 4,000 decesos, convirtiendo a esta
patologia en la segunda causa de muerte por cancer (GLOBOCAN, 2018). La
infeccion persistente por los tipos de VPH de alto riesgo (VPH-AR) es la causa
del 99% de los casos de CaCu, ademas de la infeccion del agente etiologico
existen cofactores de riesgo que aumentan la probabilidad de la persistencia de
la infeccién y desarrollo de lesiones precursoras del CaCu y del mismos CaCu;
como la edad, numero de parejas sexuales, edad de inicio de vida sexual,
namero de embarazos, tabaquismo, alcoholismo y uso prolongado de
anticonceptivos hormonales (Burk, et al. 1996 Adam et al 2000). Este virus se
transmite por contacto sexual y afecta a 8 de cada 10 personas en algun
momento de su vida, pero la mayoria de dichas infecciones son transitorias y
resueltas de manera natural por el sistema inmune, en donde solo 1 de cada



1000 mujeres desarrolla este tipo de cancer. El 80% de CaCu es de células
escamosos, € inician en la zona de transformacion del exocérvix; el 15% son
adenocarcinomas que surgen en la capa cilindrica glandular del endocérvix, y el
5% restante son tumores neuroendocrinos del cérvix (OMS, 2016).
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Figura 2. A) Tasa de mortalidad e incidencia de cancer en mujeres mexicanas. Estimacién
de la tasa por cada 100,000 mujeres mayores de edad, dependiendo del sitio anatémico donde
se presente el cancer. Siendo el CaCu 3ro en incidencia y el 2do en mortalidad. GLOBOCAN

2018. B) Tasa de mortalidad de CaCu en México. Tasa por cada 100,000 mujeres mayores de
25 afios, en los diferentes estados de la republica mexicana. Recuperado del CNEGSR 2017.

Tanto a nivel mundial como en México, existen variaciones en la incidencia de la
mortalidad de CaCu (Figura 2B), lo cual, se relaciona con la situacion econémica
(niveles de pobreza), acceso limitado a los servicios de salud, y calidad de los
mismos. Otros factores que influyen son la ubicacion geografica (en especial las
zonas rurales), bajos niveles de educacion, aspectos culturales y psicosociales,

la cobertura de los programas de tamizaje del CaCu, una atencién paliativa
inadecuada y un tratamiento incompleto (Lewis et al, 2004).
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bésicamente por la extension anatémica del tumor. Modificado de Kasper 2016

5.3Anatomia e histologia del cuello uterino

El cuello uterino es la parte fibromuscular inferior del Utero su forma es cilindrica
0 conica, mide de 3 a 4 cm de largo y 2,5 cm de didmetro, aunque su tamafio
varia segun la edad, el niumero de partos y el momento del ciclo hormonal de la
mujer. Se divide principalmente en 2 porciones, la parte inferior del cuello uterino
(exocérvix) queda expuesta a la vagina, y es observable con un espéculo; los
dos tercios superiores del cuello uterino (endocérvix), residen por encima de la

vagina y no son observables (Figura 4) (Martin et al. 2017).
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Figura 4. Anatomia macroscopica del cuello uterino. Modificado de Kasper 2016
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El cuello uterino esta recubierto por 2 tipos de epitelio (figura 5):

e Epitelio escamoso estratificado no queratinizante: Contiene glucoégeno,
recubre gran parte del exocérvix, es opaco, de color rosa palido, forma de 15
a 20 capas celulares. Su maduracion depende del estrogeno, ya que en
ausencia de esta hormona no prolifera, ni produce glucogénesis, en mujeres
menopadusicas las células no se acumulan y no llegan mas alla del estrato

parabasal (Martin et al. 2017).



e Epitelio cilindrico. Estd compuesto de una Unica capa de células altas, con
nucleos oscuros, cerca de la membrana basal, recubren el conducto cervical,
no produce glucogénesis, ni mitosis, al ser una capa unica su altura es mucho
menor a la del epitelio escamoso, debido a la falta de glucégeno no cambia
de color tras aplicacién de Lugol (Martin, et al 2017).

e Estos dos tipos de epitelio confluyen en la unién escamoso-cilindrica (UEC)
0 zona de transformacion (Matrtin, et al 2017).

Estrato

superficial Epitelio
Estrato ~— escamoso §if
intermedio

Estrato UEC
parabasal

Estrato basal

Figura 5. Histologia del cérvix. Representacion esquemética y corte histolégico del cérvix
tefiido con hematoxilina y eosina a 20 x, del epitelio escamoso, epitelio cilindrico y la zona donde
confluyen estos dos tipos de epitelios denominado UEC. Modificado de Sellors 2013.

El reemplazo fisiologico del epitelio cilindrico evertido por un epitelio escamoso
neoformado en el cuello uterino se denomina metaplasia escamosa, esto ocurre
de manera natural en todas las mujeres. EI VPH-AR pueden infectar
persistentemente las células metaplasicas escamosas basales inmaduras, y
transformarlas en células atipicas con anomalias nucleares y citoplasmaéticas. La
proliferacion no controlada de estas células atipicas, pueden conducir a la
formacion de un epitelio displasico anormal, que puede volver a su estado
normal, persistir o evolucionar a cancer al cabo de varios afios (Sellors, 2003)
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Figura 6. Diagrama esquematico de cdmo sigue madurando la metaplasia escamosa
incipiente. Modificado de Sellors 2003.



5.4Virus del papiloma Humano (VPH)

5.4.1 Historia

La transmision sexual, como un factor de riesgo para el desarrollo de CaCu, fue
descrita desde 1842 por Domenio Rigoni-Stern, mientras que el origen infeccioso
de las verrugas fue establecido en 1907 por Giussepe Ciuffo. En 1956 Koss y
Durfe acufaron el término atipia coilocitica, a cambios en células cervicales
caracterizados por vacuolas perinucleares, de pacientes con displasia y CaCu.
En 2002 los virus de la familia Papillomaviridae fueron clasificados como una
familia independiente (de Villiers, et al 2004)

En 1977, con el ADN del VPH 1 como sonda, Lutz Gissman identifico y aislo el
genoma del VPH 6 de un condiloma acuminado, y descubri6é el VPH 11 en un
papiloma laringeo (Gissman et al.1977). En 1983 el Dr. Harald Zur Hausen
demostré que las verrugas genitales y los tejidos de CaCu, contienen genomas
del VPH, de los tejidos analizados cerca del 60% poseia VPH 16 (Zur Hausen et
al 1983), se hizo acreedor del premio Nobel de medicina en 2008 (Ochoa 2014).

5.4.2 Caracteristicas

Es un virus que pertenece a la familia Papillomaviridae, esta familia posee 16
géneros. El género Alphapapillomavirus infecta a mucosas y epitelios humanos,
esta conformado 15 por especies que se dividen en tipos y subtipos dependiendo
de la secuencia de L1. El VPH es pequefio, desnudo, icosaedro, mide entre 52
y 55 nm de diametro, su cipside esta compuesta de 72 capsémeros. El genoma
viral es ADN de doble cadena. La regién larga codificante (LCR) contiene al
origen de replicacion, y al promotor, al cual se unen factores de transcripcion
celulares y virales tempranos, que permiten la replicacion y regulacion geénica.
La region de proteinas tempranas (E) codifica para E1, E2, E4, E5, E6, y E7,
necesarias para la replicacion, expresion, inmortalizacion y transformacion
celular. La region de proteinas tardias (L) codifica para proteinas estructurales
L1 y L2 que constituyen a la capside (Doorbar, et al. 2012).
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Figura 7. Virus del papiloma humano A) Modelo tridimensional del VPH. B) Genoma
viral del VPH, LCR (amarillo), proteinas reguladoras E1, E2, y E4 (azul) oncogenes ES5,
E6 y E7 (verde) regidn de proteinas tardias L1 y L2 (rojo). Modificado de Zaldivar 2011.



5.4.3 Clasificacion
El VPH capaz de infectar las mucosas se dividen en genotipos de alto y bajo
riesgo, dependiendo si la infeccion que producen puede desarrollar cancer.

Tabla 1. Clasificacion de VPH por la IARC

Grupo Caracteristicas Riesgo Genotipos

1 Carcinogénico, existe evidencia de | Alto 16,18,31,33,35,39,
gue producen cancer en humanos. 45,51,52,56,58,59

24 Probablemente carcinogénico Alto 68

2B Posiblemente carcinogénico, | Intermedio 26,53,66,67,70,73
evidencia limitada en humanos y 82

2B Clasificados filogenéticamente con | Desconocido | 30,34,68,86
limitada evidencia de carcinogenicidad

3 Producen verrugas o condilomas | Bajo 6,11,40,42,44,
benignos, ademas lo genotipos 6y 11 54,61,71,72, 81, 89
papilomatosis laringea y 90

Sin No incluidos en la clasificacion del | Desconocido/ | 74,83,87,y 91

grupo | 2012 de la IARC Bajo

Modificado de IARC, 2012

Figura 8. Arbol filogenético de los Alphapapillomavirus. Empleando un ancestro comun
Samiri sciureus del cual derivan 3 papilomavirus ancestrales que son responsables de los grupos
heterogéneos: LR1 (a1, 8, 10y 13), LR2 (02, 3,4y 14) yHR (a5, 6, 7, 9 y 11). Los numeros entre
corchetes indican la especie. Las ramas en gris representan aquellos que infectan a primates no
humanos. HR: alto riesgo; LR: Bajo riesgo. Recuperado de Chen et al 2018.
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5.4.4 Proteinas del VPH

Tabla 2. Proteinas estructurales y funcionales de VPH

aa

Regiones y funciones

El

681

-Carboxilo terminal: Actia como helicasa generando la replicacion y transcripcion
de genoma.

-Dominio de unién al ADN.

-Amino terminal: Es blanco de fosforilaciones o acetilaciones que influyen en su
actividad, ademas permite la entrada y salida del nacleo celular del ADN viral.
-Interactda directamente con la ADN polimerasa, la cual a su vez se asocia con el
complejo de replicacion A, y asi para iniciar el proceso de replicaciéon (Bergvall, et
al 2013).

E2

300

-Dominio de transactivacién TAD: Responsable de la regulacién de la transcripcion
y replicacion viral, interaccionando con proteinas celulares.

-Dominio de union al ADN: Reconoce secuencias especificas ACCGN4CGGT que
estan en la region larga de control del genoma viral.

-Region bisagra: Le da estabilidad a E2, participa en la localizacion citoplasma-
nucleo, y funciona como espaciador entre ambos dominios.

-Reprime al promotor P97 (VPH 16) o P105 (VPH 18), ubicado préximo a la region
TATA box, encargado de la transcripcién de las proteinas E6 y E7, reduciendo de
esta manera la sintesis de estas oncoproteinas (McBride, et al. 2013).

E4

170

-Regula la expresion de genes tardios.

-Colapsa los filamentos de queratina localizados en el citoplasma para la liberaciéon
de los viriones.

-Inhibe la actividad de la quinasa dependiente de ciclina 1 (Cdkl) induciendo
arresto del ciclo celular en la fase G2 (Doobar et al. 2013).

ES

83

-Induce la proliferaciéon celular asociada a la sobreexpresion del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), promoviendo la progresion tumoral.

-Disminuye la actividad, e inhibe la acidificacion de los endosomas, al unirse a la
subunidad 16k de la ATPasa vacuolar.

-Genera la degradacién del regulador de apoptosis Bax, mediada por el
proteosoma, produciendo la inhibicion de la apoptosis (Oh Jm, et al. 2010).

E6

150

-Se asocia con la proteina asociada a E6 (E6AP), que al ser una ubiquitina ligasa
produce la asociacién con p53, para su degradacion via proteosoma, esto trae
como consecuencia la inhibicién de la apoptosis y descontrol del ciclo del celular.

- Al tener un dominio de unién a PDZ, puede interactuar con proteinas con dominio
PDZ como la proteina multi-PDZ (MUPP), Scribble, proteina asociada a sinapsis
(hDLG), para su degradacion, generando inhibicion de la apoptosis, y
transformacioén celular al desregular las interacciones célula-célula y la polaridad
celular. (Mantovi, et al. 2001).

E7

100

-Produce la degradacion via proteosoma de la proteina del retinoblastoma (pRb)
induciendo la liberacién de E2F, generando que la célula entre a la fase S del ciclo
celular. Estd implicada en procesos como transcripcidbn génica, degradacion
proteica, reprogramacion epigenética e integridad genémica (Munger, et al. 2001).

E8-
E2

200

-Esta proteina de fusién es capaz de reprimir la replicacion del ADN viral, asi como
su transcripcion, juega el papel mas importante en el mantenimiento de la latencia
viral observada en las células basales del epitelio infectado.

L1

570

Compone el 80% de la cépside viral, se ancla a receptores de heparan sulfato de
la célula para su reconocimiento e ingreso a la célula. Se sabe que 5 unidades de
L1 se asocian entre si formado un pentamero de L1, en el hueco que forma el
pentamero, se asocia una proteina L2, a este complejo se le llama capsémero, en
total el VPH posee 72 capsdmeros en una red icosaédrica. (Buck, et al. 2013)

L2

530

Constituye alrededor del 20% de la capside viral, participa en la union del virus a
la célula (Wang, et al. 2013).

11




5.4.5 Mecanismo de infeccion

El VPH tiene tropismo por el queratinocito, infecta a las células epiteliales
basales, ingresa al epitelio a través de micro lesiones, en particular en la zona
de transformacién, al entrar en contacto la proteina L1 con la célula, se une a los
receptores proteoglicanos de heparan sulfato (Giroglou, et al. 2001). El extremo
amino terminal de L2, es escindida por una furina una pro-proteina convertasa,
provocando un cambio conformacional de la capside viral, precedido de la
liberacion de los proteoglicanos, y asociacion con un receptor putativo
secundario (alfa/beta integrina), generando la entrada del virus a la célula por
medio de endocitosis de manera lenta y asincrénicamente (Yoon, et al. 2001).

En el citoplasma celular ocurre la degradacion de la capside, a través de un
proceso de reduccidon quimica que rompe los puentes disulfuro que estabilizan
la capside, originando capsémeros y mondémeros, los cuales, son transportados
al nacleo junto con el ADN viral. La infeccién de estas células por VPH provoca
la produccion de 20-100 copias extra cromosomicas de ADN viral (episomas) (Li,
et al. 1998). Las células basales proliferantes migran a los estratos parabasal y
espinoso, amplificAndose la expresion de genes virales tempranos a través de la
regién no codificante, los cuales permiten producir ADN a cientos de copias por
célula; esta etapa en el ciclo viral es conocida como la fase proliferante,
posteriormente ocurre el ensamblaje de los viriones en el citoplasma para su
posterior liberacibn mediante el rompimiento de los complejos de citoqueratina
gracias a la participacion de E4. El virus es capaz de infectar a nuevas células al
ser estable extracelularmente y resistir a la desecaciéon (Doorbar, et al 1991).

En raras ocasiones ocurre la integracion del genoma viral al genoma celular,
interrumpiendo el ciclo proliferante, asi evitando la formacion de nuevos viriones.
La integracion viral produce el aumento de la expresion de las oncoproteinas E6
y E7 (figura 9), ya que hay un rompimiento del marco de lectura abierto de E2,
como consecuencia puede haber una progresion a cancer. (Banks, et al 2012).
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Figura 9. Principales vias de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH-AR. pRb en forma
hipofosforilada se asocia a E2F, produciendo el bloqueo del ciclo celular, al hiperfosforilarse por
el complejo Ciclina D-CDK4 se disocia de E2F. E2F favorece la transcripcion principalmente de
ciclina E y CDK2 necesarias para la transicion de la fase G1 a S. E7 se asocia a pRb generando
que E2F prosiga con su funcion transcripcional, produciendo progresién incontrolada del ciclo
celular. E6 se asocia con E6AP, generando ubiquitinizacién de p53, y su degradacion por la via
del proteosoma, disminuyendo los niveles de p53 y como consecuencia aumento en el dafio al
ADN, evasion de la apoptosis y progresion del ciclo celular. Modificado de Kobayashi 2018.
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5.5Historia natural de la enfermedad.

El VPH es altamente transmisible, la mayoria de los hombres y mujeres
sexualmente activos adquiere la infeccibn durante su vida. Las infecciones
genitales por VPH son transmitidas principalmente por contacto sexual. EI 80%
de las infecciones son asintomaticas, auto limitadas, transitorias y benignas, por
lo que son aclaradas sin recibir un tratamiento en un periodo de 6 a 18 meses
por el sistema inmune, en el otro 20% las infecciones son persistentes y, puede
conducir al desarrollo de lesiones precancerosas denominadas neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) o lesiones escamosas intraepiteliales (LIE), estas
ltimas se dividen en bajo y alto grado dependiendo del riesgo que poseen para
el desarrollo de CaCu. El intervalo medio para que los precursores progresen a
cancer invasor, va de 10 a 20 afios. Alrededor del 60% de LIEBG regresara a la
normalidad después de 1 afio. Las mujeres con LIEAG tienen un alto riesgo de
desarrollar CaCu, aunque el tiempo promedio para la progresion es de varios
afos y un pequefio porcentaje aun puede aclararse la infeccion y tener regresion
(Figura 10) (Crosbie 2013; Mello, et al 2019).

Tabla 3. Equivalencia entre la terminologia NIC, Bethestay LAST

OMS NIC Bethesta Terminologia Caracteristicas
(1968) (21973) (2001) LAST (2012)
Negativo a No hay cambios morfolégicos, o células
células Negativo | Negativo a LIE Negativo anormales, pero no es posible saber si
malignas es inflamacion, infeccién, o irritacion
Visualizacion de cambios citopaticos:
Atipia Atipia Cambios -LIEBG células atipicas con una cavitacion o
coilocitica | coilocitica benignos: halo peri nuclear en el citoplasma
ASCUS/AGUS -Epitelio (coilocito),
glandular Minimas anomalias nucleares en
Displasia NIC 1 LIEBG anomalo células superficiales o0 intermedias,
leve pocas figuras mitéticas, membrana
nuclear irregular.
Displasia Anomalia en nucleos de células basales
moderada NIC 2 -LIEAG y parabasales, anisocariosis con
LIEAG relacion nucleo-citoplasma 3:1,
Displasia NIC 3 -Lesion hipercromasia, hiperplasia del estrato
grave/ intraepitelial | basal, pérdida de la polaridad celular,
Cancer in glandular atipia citolégica y figuras de mitosis
situ atipicas, marcador p16 positivo.
Pérdida total de la morfologia normal,
anisocariosis marcada e hipercromasia.
Carcinomas escamocelulares aparecen
Carcinoma | Carcinoma Carcinoma como redes infiltrantes de bandas de
invasor invasor invasor células neoplasicas separadas por
estroma, con gran variacion en los
patrones de crecimiento, tipos de
células y grado de diferenciacion.

Recuperado y modificado de Richart 1973; Solomon 2001; Darragh 2012.
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Figura 10. Historia natural del CaCu. Los pasos principales en la carcinogénesis cervical
incluyen; 1) Infeccién del epitelio metaplasico de la zona de transformacion cervical con uno o
mas VPH, en donde la infeccién puede ser eliminada de manera natural por el sistema inmune;
2) Persistencia viral en lugar de eliminacion; 3) Integracion del ADN viral al genoma humano, con
sobre expresion de las oncoproteina E6 y E7, desencadenado en progresion clonal del epitelio
infectado persistentemente a pre cancer cervical; aun puede haber aclaramiento. 4) CaCu e
invasion a érganos aledafios. Modificado de San José 2018; Crosbie 2013; Moscicki 2006.
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5.6Coinfecciones

La coinfeccion entre los tipos de VPH es comun en mujeres, y hombres, aunque
su importancia clinica sigue siendo controvertida, ya que se desconoce la
epidemiologia de las combinaciones de genotipos de VPH. Algunos estudios
muestran que las infecciones mdultiples del VPH aumentan el riesgo de la
progresion de las lesiones y de CaCu (Ho GY 1998). Ademas, se asocia con una
baja respuesta y tasa de supervivencia de pacientes con CaCu en estadios
avanzados, que reciben radioterapia como tratamiento primario. (Bachtiary, et al
2002). Sin embargo, existen reportes en donde no encontraron evidencia de
sinergia para el desarrollo de LIEAG en mujeres infectadas concomitantemente
con multiples genotipos de VPH (Wentzensen, et al. 2014). En tumores que estan
coinfectados de VPH 16 y 18, se demostro que el genoma del VPH 16 estaba
con mayor frecuencia de manera episomal, lo que podria ser indicativo de
competencia del VPH 16 y 18 por la integracion en el ADN gendémico de las
células hospederas (Badaracco, et al 2002). Por lo que, no esta claro si existe
una diferencia en la persistencia del VPH, el potencial de transformacion
gendémica viral o un mayor riesgo de incidencia o gravedad de la lesion
precursora resultante de una coinfeccion (Trottier, et al. 2006).

Se ha observado que multiples genotipos de VPH a menudo coexisten dentro
del epitelio cervical, y con frecuencia se detectan en un mismo frotis diferentes
grados lesion intraepitelial, ya que cada virus se asocia a diferentes regiones del
tejido. Las lesiones cervicales multiples dentro de una misma paciente pueden
ser causadas por diferentes genotipos, y una lesién precancerosa causada por
un genotipo cancerigeno especifico puede estar rodeada de infecciones
transitorias por VPH (Sherman, et al. 2003).

Las infecciones multiples se han encontrado con mayor frecuencia en mujeres
de entre 15 y 34 afios en el pico de su actividad sexual, ademas se ha
demostrado una asociacion entre las multiples infecciones positivas a VPH AR y
lesiones cervicales o neoplasia (Schmitt, et al. 2013). En México se ha
encontrado una alta tasa de coinfecciones en citologias sin alteraciones
neoplasicas (63.6%), lesiones precursoras (60%) y CaCu (26.4%), siendo el
genotipo 16 el mas prevalente en coinfecciones, junto con los genotipos 62,51y
84 en citologias sin alteraciones, mientras que con los VPH 18, 59 y 70 en
lesiones precursoras, y 18, 39 y 70 en CaCu (Aguilar, et al 2015).

El genotipo 18 posee hasta 18 veces mas probabilidad de generar infecciones
concurrentes junto con los genotipos 39 y 45, donde estos 3 genotipos son de la
especie alfa 7, mientras que el genotipo 16 se asociaba mas al 58, al ser estos
dos de la misma especia que es alfa 9 (Méndez et al. 2005; Gonzalez et al. 2004).

La coinfeccion de células individuales con dos tipos del mismo patdgeno es rara
debido a la interferencia homologa, el cual, es un fendmeno en donde una célula
infectada con un tipo de virus especifico no puede ser infectada por un segundo
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virus. Se ha descrito como un mecanismo viral egoista, que permite que un virus
infecte una célula y se replique sin competencia. (Sloutskin, et al. 2104). Esta
teoria ha sido demostrada con los genotipos 16 y 18, durante una coinfeccion, el
VPH 16 puede bloquear o excluir al VPH 18 en la superficie celular, para que
esta no ingrese a la célula. Esta exclusion se debe en parte a las diferencias en
la proteina L2 de la capside de los genotipos del VPH (Biryukov, et al. 2018).

Otros microrganismos pueden infectar el epitelio cervical como lo son Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis, virus del herpes
simple 1y 2 (VHS) y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), favoreciendo
al VPH-AR en su replicacion, persistencia de la infeccion, y aceleracion del
proceso carcinogeénico (Zhao, et al 2012).

5.7Prevalencia de VPH-AR en México

A nivel mundial, VPH 16 y 18 contribuyen a mas de los 70% de todos los casos
de CaCu, entre el 41- 67 % de las lesiones cervicales de alto grado y 16-32% de
las lesiones cervicales de bajo grado. Después de VPH 16 y 18 los 6 tipos de
VPH-AR tienden a ser los mismos en todas las regiones del mundo, 31, 33,35,
45, 52,y 58, donde estos representan 20 % adicional de CaCu en todo el mundo.
(IARC/ICO. 2019). Existen variaciones geogréaficas, sociales y culturales que
determinan la prevalencia y distribucion de VPH AR en citologias normales en
todo el mundo, siendo Africa y América Latina las regiones con mayor
prevalencia (20-30%), mientras que el sur este de Asia y el sur de Europa los de

menor prevalencia (6-7%) (De Sanjosé, et al. 2007).
Normal Lesidon de alto grado
16 2.4 16 1 31.2
33 2_0 58 =1 | 9.7
18 1.7 33 H{mmmm 7.1
58 1.1 31 1 6.5
53 0.8 18 1 6.5
T : T 51 -m1 2.9
a 31 0.7 8- 82 -m 20
= 70 0.6 = 45 41 15
45 0.6 73 41 1.5
51 0.5 70 41 1.1
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Lesion de bajo grado 16 - 53.
16 11.9 18 + 12.0
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18 3.4 31 5.7
E 58 2.9 IGS -1 4.6
-2 45 2.7 o 58 4.0
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59 0.9 52
o 1O =0 0 10 20 30 40 50
Prevalencia Prevalencia

Figura 11. Comparacion de los 10 VPH-AR presentes en muestras cervicovaginales de
mujeres mexicanas con y sin lesiones cervicales. El genotipo 16 es el més frecuente en todos
los casos. Recuperado de ICO/IARC 2019.
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EI CNEGSR es la Unica institucion publica que posee datos actuales de tamizaje
de CaCu, su ultimo reporte fue del afio 2017. Se realiz6 una recopilacion
bibliografica que indica la prevalecia de VPH-AR, que varian del 4 al 40% en
citologias sin alteraciones neopléasicas y del 30 al 94 % en lesiones precursoras,
esta variacién porcentual se debe a la poblacion estudiada, asi como, la
sensibilidad del método utilizado.

Tabla 4. Prevalencia de VPH AR en lesiones precursoras y CaCu

Estado Afio | Poblacién | Edad Método Displasia % VPH Referencia
104 LIEBG 28 el 30.6% fue VPH 58,
PCR MY09/11 y 27% fue 16
Yucatan | 2004 67 17-80 y Sistema de LIEAG 92, el 23.3% fue VPH 58, Gonzales
hibridacion y 20% fue 16 M, Rosado
15 CaCu 86, donde el 30.7% fue l, etal
VPH 16
95 LIEBG 57, el 25.3% fue VPH 16
CDMX 2006 PCR para y 5.6% fue 58 Pifia P,
65 region E6 y LIEAG 88, el 42.4% fue VPH 16 | Hernandez
GP5/ GP6 y 18.3% fue 58 D, et al
108 CaCu 92, el 72.2% fue VPH 16,
y 4.6% fue 18
Guerrero | 2009 133 19-89 PCR CaCu 100, donde el 66.7 % fue Alarcon L,
GP5+/GP6 VPH 16 y 9% fue 18 lllades B,
784 LIEBG 94.5, el 10 % fue VPH 16
PCR MY09/11, y 13.4 % fue 33
Guerrero | 2010 91 15-97 GP5/ GP6 y LIEAG 83.5, el 27 % fue VPH 16 lllades B,
region E6 y 12 % fue 31 Alarcon L,
141 CaCu 100, donde el 68.1% fue etal
VPH 16y 8.5% fu 18
1,425 LIEBG 42, el 13.1 % fue VPH 16
Blsqueda y 7.4 % fue 33
Nacional | 2012 364 18-80 bibliografica LIEAG 75.5, el 28.3 % fue VPH Peralta R,
(Meta- (12 articulos) 16y 4 % fue 18 Romero P,
analisis) 499 CaCu 95, el 63 % fue VPH 16 y etal
8.6 % fue 18
Ciudad de | 2014 462 PCRy 98.7, el 46.5% fue VPH Guardado
México 18-69 | secuenciacion CaCu 16 y 10% fue 18 M, Juérez
E, etal
931 LIEBG 77.3, el 22.1 % fue VPH
PCRe 16 y 6.9 % fue 18
Nacional | 2014 481 hibridacion LIEAG 92.4, el 44.3 % fue VPH Salcedo M,
Linear Array ® 16y 7.7 % fue 31 Pifia P, et
524 CaCu 91, el 57 % fue VPH 16 y al
6.9 % fue 18
315 LIEBG 46, el 9.8 % fue VPH 16 y
Monterrey 18-70 PCR e 6.8 % fue 58 Aguilar A.,
, 2015 30 hibridacion LIEAG 76, el 40% fue VPH 16 y Vallejo V,
Jalisco Linear Array ® 16.7% fue 31 et al
CDMX 121 100, el 62.8% fue VPH
CaCu 16 y 11.6% fue 58
65 PCR e LIEBG 31, el 25% fue VPH 16y Colin M,
Estado de hibridacion 15% fue 31 Dominguez
México, | 2019 34 18-88 | Linear Array ® LIEAG 74, el 52% fue VPH 16 y ,etal
CDMX 8% fue 39




Tabla 5. Prevalencia de VPH-AR en citologias sin alteraciones neoplasicas

Estado Afio Poblacién Edad I\életodo_ ,de % VPH Referencia
eteccion
Sistema de linea Lazcano E,
Morelos 2001 1340 18-80 reversa 145 Herrero R, et al.
274 mujeres . Hernandez C,
Morelos 2005 embarazadas 15-39 Captura de hibridos 37.2 Smith J. et al
CDMX 2006 313 18-60 PCRY 12 Pifia P, et al
secuenciacion

Nacional Busqueda

(Meta 2007 -- 18-70 SUISqUe 20.4 | De SanJosé, etal
g bibliografica

analisis)

Guadalajara | 2008 189 18-55 PCR 24 Montoya M, Rojo
W, et al.

Guadalajara | 2008 | 8lmuerescon | g4 55 PCR 30 | MontoyaM, Rojo
artritis W, et al.

puebla 2009 326 17-70 | PCReonprimers | o5 4 | Velazquez N, et al.

(Metepec) especificos
Guerrero PCR MY09 /11y lllades B, Alarcon

(Acapulco) 2010 3,117 15-97 GP5 + / GP6 40.9 L, etal
Guerrero Colin O, Garcia C,

(Acapuilco) 2010 335 18-81 PCR 37.6 ot al.

Michoacan . .
(Lazaro 2010 336 18-81 PCR a9.7 | COlin 0, sarcia C.

Cérdenas)

Tlaxcala 2010 236 15-60 PCR 31.3 Velazquez N, et al

Norte ysurde | 55,4 50,159 20-70 PCR 86 | LazcanoE, etal
Meéxico

Ciudadde | 55, 929 18-76 PCR 79 | bopezR, Medel M,
México et al.
Nacional Busqueda Peralta R, Romero

(Meta-analisis) 2012 6.418 18-80 bibliografica 15 P, etal
CDMX, PCR e hibridacion Aguilar A., Vallejo
Puebla, 2015 356 -- . 12.4 9 N !

i Linear Array ® V, et al
Guadalajara
CDMX .

(ISSSTE) 2016 3,258 -- PCR 10.2 Martinez R, et al
valle de 2017 142 20-80 PCR 9.0 | Caballero H, et al.
Mexico
Nacional 2017 -- 10.3 CNEGSR

Captura de Gallegos J, Rivera
CDMX 2017 1,163 16-72 hibridos, y PCR de 36 ot a’l '
region E6

Monterrey 2017 339 18-70 PCR 7.0 Casillas, et al

Tamaulipas 2018 7,597 18-69 PCR 4.2 Narvaez F, et al

Quintana Roo i PCR multiplex Navarro E,

(Cozumel) 2018 1,187 20-70 fHPV typing ™ 15.8 Hernandez F, et al
Nacional PCR Torres K, Ruiz I, et

(sssTe) | 2919 115,651 2564 | CcoBAS 4800 ® 13 al

Estado de PCR e hibridacién Colin M

México, CDMX | 2019 30 18-88 Linear Array ® 13.3 . '

Dominguez, et al

Nacional 2019 60,328 18-88 BD Onclarity HPV 24.78
Puebla 2019 4,640 18-88 Assay ® 25.26 Campos A et al
CDMX 2019 8,048 18-88 PCR de la region 25.94 P '

Quintana Roo 2019 411 18-88 E6/E7 21.17
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5.8Cofactores de riesgo
La infeccion por VPH-AR se considera una causa necesaria, pero no
suficiente para el desarrollo de CaCu, al ser una enfermedad multifactorial,
se requieren otros cofactores que se enlistan a continuacion:

e Edad. En las mujeres jovenes sexualmente activas (18-30), la infeccién es
mas comun, y después de los 30 afios decrece la prevalencia. Los casos de
CaCu aumenta a partir de los 35 afios, mostrando un pico en las mujeres de
50 a 60 afios, representando hasta el 30% de los casos, lo que puede sugerir
que la infeccidn ocurre en edades tempranas y posee una progresion lenta a
cancer. (Adam et al 2000)

e Anticonceptivos orales: La LCR viral contiene elementos de respuesta a
glucocorticoides, inducibles por hormonas esteroides como la progesterona
gue es un componente activo de los anticonceptivos orales, por lo cual, se
favorece la transcripcion génica viral, asi como, la integracion del genoma
viral. Se ha observado que el uso prolongado (5 a 9 aflos), de anticonceptivos
orales incrementa hasta 4 veces el riesgo de desarrollar CaCu, en mujeres
positivas a VPH-AR (Moreno, et al 2002).

e Numero de parejas sexuales: La infeccion por VPH-AR se transmite por
contacto sexual, por lo que la probabilidad de contraer VPH esta
estrechamente relacionada con el comportamiento sexual de la persona, asi
como el de su(s) pareja(s) sexual(es). A mayor numero de parejas sexuales,
mayor posibilidad de infeccion por VPH-AR (Burk, et al. 1996).

e Inmunodepresion: Produce la disminucion a nivel cervical de linfocitos Natural
Killer y linfocitos T CD4, e inversion del cociente CD4/CD8 (Delmas, 2000).

e Inicio de la vida sexual: La inmadurez cervical, las deficiencias de flujo
cervical protector y la ectopia cervical aumentada, pueden conducir a una
mayor susceptibilidad, para la adquisicién de una infeccién por el VPH en
mujeres adolescentes y adultas jovenes (Adam et al 2000).

e Numero de embarazos: Se ha reportado en México que mas de 5 embarazos
a término, tiene 14 veces mas probabilidad del desarrollo de CaCu, que
mujeres con menos de 2 embarazos, esto se debe al aumento en la
concentracion de hormonas, aumento en el nimero de traumas en el cérvix
durante el parto, y la mayor persistencia de la zona de transformacion
exocervical (Pifia, et al 2006).

e Tabaquismo: Al poseer hidrocarburos aromaticos, nitrosaminas y alquitran
tiene un efecto carcinogénico directo, ademas produce inmunosupresiéon del
cuello uterino al generar una alteracion de la inmunidad local, contribuyendo
a permitir la persistencia de la infeccién por VPH-AR (Vaccarella, et al 2008).

e ETS: En pacientes con VIH/SIDA, la infeccion es mas persistente que en
pacientes sanas, por lo cual llegan a desarrollar lesiones en un tiempo 2
veces menor. Infeccion con VHS 2 produce de 2 a 9 mayor riesgo del
desarrollo de CaCu (DiPaolo, et al 1998).

e Predisposicion genética: Pacientes con el polimorfismo de p53 en el residuo
72 (Prolina por Arginina), produce mayor susceptibilidad de p53 para ser
degradado por E6, asi como 4 y 7 veces mas probabilidad del desarrollo de
LIEAG y CaCu (Pifia P, 2010; Torres F, 2011).

¢ Duchas vaginales: Generan mayor probabilidad de infeccion persistente de
VPH-AR, ya que produce cambios en la microbiota, y alteracion de la
inmunidad normal del cuello uterino (Bui, et al 2016).
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5.9 Prevencién primaria.

En México la vacuna contra el VPH, fue incorporada en la cartilla nacional de
vacunacion en el afio 2008, destinada para las nifias en 5to de primaria. En el
2019 se aplicaron 310,000 dosis, aun asi, la cobertura de aplicacion de dicha
vacuna no fue nacional (Secretaria de Salud, 2019).

Tabla 6. Vacunas preventivas contra VPH

Nombre Adyuvante Marca Genotipos contra | Dosis Aprobacion
los que protege FDA
Cervarix ® AS04 GlaxoSmithKline 16y 18 2 2009
Gardasil ® AlLPO4OHSO, Merck & Co 16, 18, 3 2006
6, 11
Gardasil9 ® | AlLPOsOHSO4 Merck & Co 16,18,31,33,45, 3 2014
52,58, 6, 11

En paises nordicos la implementacién de la vacuna Gardasil, generd proteccion
continua durante al menos 10 afios, ademas de reducir el nimero de casos de
NIC 2 relacionado con VPH 16 y 18. En Australia la vacuna ayudo a disminuir
hasta un 64% la prevalencia de los genotipos 16,18, 6 y 11, asi como una posible
proteccion cruzada contra otros genotipos de alto riesgo (Kjaer, et al. 2018).

5.10 Prevencién secundaria

El objetivo de salud publica es reducir la incidencia y la prevalencia de CaCu, y
la mortalidad asociada, impidiendo el avance de las lesiones precursoras hacia
un cancer invasor. Se utilizan herramientas de tamizaje (evaluacion de una
poblacién sana susceptible a la enfermedad, para la deteccion temprana de
dicha enfermedad). En México, tal como lo indica la NOM-014 SSA2 1994
modificada en el 2007, “Para la prevencion, deteccion, diagndstico, tratamiento,
control y vigilancia epidemioldgica del cancer uterino”, el tamizaje de CaCu se
ofrecerd a toda mujer entre 25 a 64 afos de edad, y se basa principalmente en
la prueba de Papanicolaou y la inspeccion visual con acido acético cuando no se
cuente con infraestructura para realizar el PAP, ademas, se pueden emplear
como complemento pruebas biomoleculares de deteccion de VPH-AR. La
observacion de células de aspecto atipico y/o maligno en el PAP, se debera
realizar una remision a una clinica de displasias, donde se le realizara a la
paciente el estudio de colposcopia y la confirmacion diagndstica por estudio
histopatologico. El tratamiento de LIEBG y LIEAG puede ser mediante
electrocirugia o laserterapia, y en el caso de CaCu debe ser remetida a un centro
oncoldgico para el tratamiento de acuerdo con el estadio de la enfermedad.
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5.10.1 Papanicolaou (PAP) e Inspeccion visual de acido acético (IVA)

El PAP no es una prueba diagndstica confirmatoria sino una prueba diagnostica
presuntiva. Consiste en un analisis citolégico de las células del cérvix para
identificar cambios citologicos compatibles con lesiones precursoras de CaCu
(ASCCP, 2014). El PAP ha tenido mas éxito que ninguna otra prueba en la
prevencion de CaCu en los dltimos 50 afios, pero no es infalible, en México
posee una sensibilidad menor al 80% y una especificidad menor del 65%, por lo
gue menos de la mitad de las muestras compatibles con lesiones precursoras
son identificadas con esta prueba (Yunes et al 2015). Su baja sensibilidad y
especificidad se debe a que requiere una muestra de alta calidad, y es altamente
subjetiva al ojo humano, dependiendo de la experiencia observacional del
patélogo. El PAP se considerard de diagndstico tardio, ya se requiere visualizar
alguna modificacion celular (ACS, 2017).

La IVA permite detectar cambios tempranos en las células del cuello uterino a
simple vista, tras la aplicacion de acido acético 3-5%. En el epitelio escamoso
normal, ocurre poca coagulacion en la capa de células superficiales, al haber
poca actividad nuclear, aunque en las células mas profundas contienen mas
proteinas nucleares, el &cido acético no penetra lo suficiente y, en consecuencia,
la precipitacion resultante no logra opacar el color del estroma subyacente. Las
zonas de LIE y CaCu experimentan una coagulacion maxima, debido a su mayor
contenido de proteinas nucleares e impiden el paso de la luz a través del epitelio,
como resultado, el epitelio toma un color blanco, por lo cual esta reaccion se
denomina acetoblanca (Sankaranarayanan, et al. 2005).

5.10.2 Deteccién molecular de VPH

En los programas de tamizaje de CaCu, la deteccion de VPH puede realizarse
mediante la deteccion de ADN del genoma completo o una seccion de ellos de
algunos de los 13 tipos de VPH-AR, asi como por una amplificacién de un
fragmento de ADN viral mediante la reaccion PCR punto final o tiempo real
(gPCR), con o sin genotipificacién. Las pruebas de genotipificacién permiten
identificar los tipos virales de manera especifica (generalmente el VPH 16 y 18).
Posteriormente se desarrollaron pruebas para deteccion del ARN mensajero
(ARNm) de E6 y/o E7 (OPS, 2016). Una de las primeras pruebas desarrolladas
y de las mas usadas a nivel mundial para la deteccién molecular VPH-AR como
prueba de tamizaje para el CaCu, fue la prueba COBAS ®.

5.10.2.1 COBAS 4800 ®

Es una prueba cualitativa automatizada para la deteccion de VPH-AR,
clinicamente aprobada por la FDA para tamizaje de CaCu, posee una
sensibilidad 97.3% y una especificidad 94.5 %. Por medio de PCR en tiempo
real, identifica especificamente los genotipos 16 y 18, y al mismo tiempo detecta
genéricamente 12 genotipos de alto riego (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66 y 68). Como control interno utiliza el gen de B-globina para la integridad,
extraccion y amplificacion de la muestra (Roche 2018).
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Para evitar resultados falsos negativos, las muestras negativas de VPH con un
resultado negativo de 3- globina se marcan como no validas, y para reducir el
riesgo de resultados falsos positivos posee la enzima AmpErase, que evita el
arrastre de contaminacion, al diferenciar los productos de amplificacion del ADN
objetivo (Roche 2018). El equipo puede realizar 96 pruebas en aproximadamente
5 horas. Consta del Cobas X ® que realiza la extraccion y purificacion del ADN,
el termociclador Cobas Z ® que efectia la gPCR usando primers especificos
para la region L1 del VPH (amplicon de 150pb) y del gen de B globina (amplicon
de 330pb), y el software necesario para el procesamiento de los datos. La técnica
no presenta reactividad cruzada con genotipos de bajo riesgo como 6 y 11
(Roche 2018).

Por las limitaciones que posee el PAP y la IVA, es fundamental generar que la
deteccién molecular de VPH-AR, sea implementada en el sector de salud publica
como prueba primaria de tamizaje, junto con el PAP. La combinacion del PAP y
la deteccion molecular, generan un alto valor predictivo negativo, y la tasa de
falsos negativos es solo del 10% (Taejong et al, 2019). En Australia dicha
implementacion genero la disminucion de hasta un 36% de la incidencia de
CaCu, y representa un ahorro econémico ya que al tener en 2 ocasiones
consecutivas un resultado negativo en ambas pruebas genera que la paciente
se le realice la prueba después de 5 afios (Lew, et al 2017)

Una vez detectada la presencia VPH-AR, es necesario realizar otro tipo de
pruebas para conocer si la infeccidbn ya causo lesiones precursoras, lo que
significaria una infeccion persistente, o si aln no se presentan alteraciones
celulares compatibles con lesiones, lo cual haria pensar que es una infeccion
reciente o transitoria, por lo que es fundamental que antes de remitir a una
paciente al estudio de colposcopia se haga una prueba adicional para
complementar la clasificacion de pacientes dependiendo en sus necesidades
terapéuticas (triage) (Apas, et al 2016).Un triage positivo identifica a un subgrupo
de la poblacién positiva para la prueba primaria de tamizaje, que debera ser
derivado a la prueba diagnéstica, en este caso la colposcopia y examen
histopatoldgico, por su particular riesgo de desarrollar CaCu. Por el contrario, las
pacientes con un triage negativo, tienen un riesgo inferior de desarrollar la
enfermedad, por lo que no requieren una derivacion a colposcopia inmediata
(Apas, et al 2016). Al derivar a colposcopia exclusivamente a las pacientes con
un riesgo real de padecer CaCu, se genera reducir el nUmero de colposcopias
innecesarias, bajar la carga del sector salud, poder atender a un mayor niumero
de pacientes, y disminuir la incidencia de CaCu. Las opciones de triage mas
empleadas en la actualidad es la deteccidon por inmunocitoquimica de p16 y Ki67,
y el PAP cuando el tamizaje primario sea la deteccion molecular de VPH-AR
(Wentzensen, et al 2015; Arbyn et al 2006).
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Tamizaje y diagndstico de CaCu
i
Deteccidon molecular de VPH-AR (Captura de hibridos o PCR)
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Figura 12. Algoritmo de tamizaje y diagnéstico de CaCu. La deteccion molecular de VPH-AR
debe ser implementa como método primario de tamizaje. Un resultado negativo de VPH-AR
requiere evaluacion un afio después. En el caso que posea alguno de los otros 12 genotipos de
alto riesgo se requiere revisar si hay anomalias celulares cervicales o realizar otra prueba
complementaria para complementar el triage. Un resultado positivo a VPH 16 0 18 o a la prueba
de triage se debe solicitar realizar colposcopia, y biopsia para la confirmacién diagnéstica por
examen histopatolégico. Modificado de ASCCP 2014; Wentzensen et al 2016.

5.10.3 TRIAGE

pl6 es una proteina con 148 aminoacidos, un peso molecular de 16 kDa, y con
4 repeticiones de anquirina. Es codificada por el gen CDKN2A situado en el
cromosoma 9p2 (Nava, et al 2014). En epitelio normal CDK4/6 se une a la ciclina
D1 y forma un complejo proteico activo, que fosforila a pRb, en este estado se
disocia de E2F, promoviendo la transcripcion de genes diana que son esenciales
para la transicion de la fase G1 a S, entre dichos genes se encuentra CDKN2A,
aumentando los niveles de p16, el cual inhibe al complejo CDK4/6/Ciclina D1,
por lo que pl6 regula el ciclo celular en las células normales. En el epitelio
infectado por VPH-AR, E7 se une a pRb, por lo que E2F puede inducir el ciclo
celular, y unirse al promotor CDKN2A generando la sobreexpresion de pl16, por
lo cual, constituye un buen candidato a marcador de proliferacion neoplasica. El
ciclo celular de la célula infectada por VPH-AR no es dependiente del complejo
ciclina D/CDK4-6 (Nava, et al 2014).

23


https://en.wikipedia.org/wiki/Molecular_weight
https://en.wikipedia.org/wiki/Kilodalton
https://en.wikipedia.org/wiki/Ankyrin_repeat

La deteccion de la sobrexpresion de pl6 se realiza por inmunohistoquimica en
citologias cervicales, o biopsias cervicales incluidos en parafina. Identifica a
mujeres positivas a VPH-AR con LIEAG, y no se asocia a LIEBG (Carozzi, et al.
2013). Una de las desventajas, es que también se sobrexpresa en lesiones de
cérvix no asociadas a la infeccion por VPH (Li J, et al. 2000).

Ki67 es una proteina nuclear de 359 KDa, esta codificada por el gen MKI67en el
cromosoma 10g25. Puede ser detectada en el nucleo de células en proliferacion,
en todas las fases del ciclo celular (G1, S, G2 y M), pero no en células inactivas
ya que esta ausente en fase GO. Evita que los cromosomas colapsen en una
sola masa de cromatina formando una barrera de carga estérica y electrostatica;
la proteina tiene una alta carga eléctrica neta y actia como un surfactante,
dispersa los cromosomas, y permite la motilidad cromosdmica independiente, se
relaciona con la transcripcion de ARN ribosémico, ya que la inactivaciéon de Ki67
conduce a la inhibicién de la sintesis de ARN ribosémico (Cuylen, et al. 2016).
Ki67 se expresa en la capa supra basal del epitelio estratificado del cérvix uterino
normal, pero su expresion es mayor en las alteraciones de la maduracion
epitelial, e incrementa conforme al grado de displasia. La progresiéon tumoral se
asocia a un aumento de proliferacion celular, por lo que la expresion de Ki67
constituye un potencial indicador pronéstico en las lesiones precursoras del
cérvix en etapas tempranas de la enfermedad (Zartuche, et al. 2013).

La tincion dual de p16 y Ki67, es comercializada como CINTEC® PLUS Kit, e
identifica especificamente LIEAG. La expresion simultanea de p16 y Ki67 en una
misma célula es signo inequivoco de haber sido transformada por la infeccion
por VPH-AR, reduciendo significativamente la variabilidad inter observador en la
lectura citoldgica, ayudando a reducir significativamente el nimero de mujeres
derivadas para colposcopia confirmatoria (Comino, et al. 2015; ROCHE 2018).

> -

Figura 13. Tincion dual p16 y Ki 67 en células de cérvix. La fecha de color verde sefiala a la
célula positiva a p16 (café) y a Ki67 (rojo), indica un proceso de trasformaciéon maligna a causa
de VPH-AR. La fecha de color azul indica una célula no infectada. Recuperado de ROCHE 2018
Otras estrategias de triage incluyen la metilacion del ADN y la expresion de las
oncoproteinas E6 y E7. La cuantificacion del ARNm de E6 y E7, posee mayor
especificidad y valor predictivo positivo que el PAP, para la deteccion de lesiones
de alto grado (Pierry, et al 2011), ademas de que las mujeres positivas a E6
tienen mayor probabilidad de poseer una infeccién persistente y por ende a
desarrollar cancer (Tota et al 2017).
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En relacion a la metilacién del ADN del hospedero, se ha observado un aumento
de la metilacion de los genes del huésped en mujeres con infecciones
transformantes y céncer en comparacion con aquellas con una infeccion
transitoria de VPH-AR, in vitro la metilacion del ADN puede diferir entre los
genes, pero en todos los casos los niveles de metilacion aumentan durante la
transformacion, afectando principalmente a los genes supresores de tumores,
ademas se encontr0 que los patrones de metilacion eran en su mayoria
independientes del tipo del VPH-AR (Schutze, et al 2015). CADM1, MAL y miR-
124-2, muestran un aumento en los niveles de metilacion, proporcionalmente al
grado de la lesion y la duracion de la enfermedad cervical (Bierkens, et al 2013).
La metilacion de EPB41L3 fue un mejor marcador de lesiones de alto grado en
comparaciéon con la metilacion de los genes EDNRB, LMX1, DPYS,
MAL y CADM1 (Vasiljevic, et al 2014). Al evaluar la metilaciéon de PAX1y SOX1
en combinacién con el PAP, da un mayor rendimiento para la deteccion de
LIEAG, en comparacion del uso de captura de hibridos para la deteccion de VPH-
AR en conjunto con el PAP (Lai et al., 2014). La hipermetilacién de islas CpG no
es uniforme durante el desarrollo de lesiones precursoras, por lo que se
desarrolld6 un modelo de clasificacion que involucra 5 sitios CpG de los genes
SOX1, ONECUT1, PAX1, NKX6-1 y LMX1A, el cual ayuda a definir a las
pacientes con lesiones precursoras de bajo y alto grado (Tian, et al 2015).

Se ha demostrado que hay un estado diferencial de metilacién de alrededor de
27000 islas CpG, entre muestras cervicales con y sin alteraciones neoplasicas,
ademas se encontr6 que hay islas CpG de riesgo que se asocian a genes
relacionados con el CaCu, incluyendo SOX1, DCC, HOXC10, MYOD1, TWIST1,
SFRP4, CALCA, CXCR4, y WT1, sin embargo, solo HOXC10 tenia su sitio CpG
de riesgo ubicado dentro de los 200 pb aguas arriba del sitio de inicio de la
transcripcion (Teschendorff, et al 2012). En queratinocitos transfectados con VPH
16 y 18, se encontré que el VPH-AR impone un perfil de hipermetilacion en las
bandas cromosdmicas en donde estan los clusters HOX A y HOX D, mientras
qgue en el cluster HOX C se encontré un perfil de hipometilacion (Leonard, et al
2012). La hipermetilacién de los loci de HOXB13, HOXC4, HOXC5, HOXD4 y
HOXD12 se asocian clinicamente con la mala respuesta a tratamiento en etapas
IIB y llIB localmente avanzadas de CaCu, y a una sobrevida menor de las
pacientes (Rios,2015). Estas ultimas observaciones denotan que el VPH-AR
impone cambios en los perfiles de metilacion del ADN de la familia HOX, y por
consiguiente en su expresion. Los genes HOX al ser factores de transcripcién
necesarios para la morfogénesis, la diferenciacion, proliferacion, y apoptosis,
poseen un papel fundamental en el proceso carcinogénico al ser modificados
epigeneticamente (Tschopp, et al 2012), por ende, podrian ser aplicados como
marcadores tanto en lesiones precursoras como opcion de triage, asi como de
progresion, sobrevida y prondstico en CaCu.
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5.11 Genes HOX

Los genes HOX son genes maestros de control del desarrollo, actian en la parte
superior de las jerarquias genéticas, regulan aspectos de la morfogénesis, la
diferenciacion celular, proliferacion y apoptosis. Contienen un elemento de
secuencia comun de 180 pb, llamada homeobox, que se descubrié por primera
vez en Drosophila, posteriormente, se demostré que se presenta en los tres
reinos de organismos multicelulares. El homeobox codifica un homeodominio de
61 aminoacidos, que es el responsable de la union a secuencias especificas del
ADN (Figura 17). Las proteinas HOX son reguladores transcripcionales, es
decir activan o reprimen la expresion de genes diana, al reconocer una
secuencia consenso TAAT, y la asociacion con cofactores MEIS y PBX, por lo
que no son efectores, sino modulan a nivel transcripcional los genes blanco rio
arriba de las vias de sefalizacion (Mark, et al 1997; Mallo, et al 2008)
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Figura 14. Organizacion gendmicay patrones de expresion colineal de genes Drosophila
HOM y genes HOX de mamiferos. Representacion del complejo homeotico Drosophila (HOM-
C), los cuatro cluster HOX humanos, y un hipotético complejo homeético ancestral, que muestra
sus posibles relaciones filogénicas. Cada gen esta representado por un cuadro de color. Los
dominios de expresion de los genes HOM/HOX se esquematizan en una mosca y las
prevertebras de un feto humano. Los numeros del 1 al 13 indican los genes paralogos
identificados hasta el momento. Recuperado de Mark 1997 y Kmita 2003.

Han sido identificados en mamiferos 39 genes HOX y clasificados en cuatro
grupos denominados A, B, C y D (Figura 16). Estos genes se localizan en los
humanos, en las regiones cromosomicas 7pl15.3, 17921.3, 12g13.3 y 2931,
respectivamente. Cada grupo contiene entre 9 y 11 genes alineados en 13
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grupos paralogos de acuerdo con la similitud de sus secuencias nucleotidica y
aminoacidica y su posicion dentro del cromosoma (Mark, et al. 1997).

Los genes localizados el extremo 3" del cluster se expresan primero, y dirigen la
diferenciacion y morfogénesis de las regiones anteriores del cuerpo, en contraste
los genes del extremo &, se expresan tardiamante y dirigen la diferenciacion de
las zonas posteriores del embrion, este proceso se denomina principio de
colinearidad temporal y espacial (Kmita, et al 2003).
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Figura 15. Estructura de una proteina HOX. Esta divido en 4 regiones: a) Carboxilo terminal
compuesto de amino&cidos acidos; b) Homeodominio de unié al ADN, formado por 3 alfa hélices,
que contactan con surco el menor y mayor del ADN; ¢) Dominio variable, se encuentra el motivo
de unién a TALE que reconoce a los cofactores PBX y MEIS; d) Dominio amino terminal que
genera contactos adicionales al ADN. Recuperado de UAZ 2016.

Se ha demostrado que los genes HOX poseen una relacion directa con el cancer,
al tener funciones oncogénicas o supresoras de tumores, dependiendo del
microambiente, del tipo de tumor, y de los mecanismos de regulacién de
transcripcional (metilacion del ADN, remodelacibn de la cromatina,
modificaciones de las histonas, y ARNs no codificantes) (Tschopp, et al 2012).
Los genes HOX pueden controlar la expresion génica directamente (como
reguladores transcripcionales), o indirectamente (a través del control
epigenético). De hecho, se demostré que las proteinas HOX estan involucradas
en distintos mecanismos epigenéticos relacionados con la metilacién del ADN y
las histonas, lo que puede conectarlas con la regulacion epigenética de un gran
namero de genes involucrados en la progresion del cancer (Paco, et al 2019).

Existen pocos estudios en donde se relacione a los genes HOX y el CaCu, los
cuales han demostrado que la expresion de las proteinas HOXB2 y HOXB13
aumenta durante el progreso del CaCu (Gonzalez, et al 2015). La sobreexpresion
de la proteina HOXB4, se asocia a la infeccion por VPH-AR en lesiones
precursoras y en CaCu (Barba, et al 2012). HOXA9 se subexpresa en CaCu y
su restauracion disminuye la proliferacion, la migracion y la expresion de genes
de transicioén epitelial a mesenquimal (Alvarado, et al 2016). HOXAL, B2, B4, C5,
C10 y D13 podrian estar involucrados en el proceso que conduce a la
transformacién de las células cervicales normales a causa del VPH-AR (Hung,
et al 2003). La expresion de los genes HOXB2, HOXB4 y HOXB13 se encontro
solo en CaCu pero no en tejido cervical normal (Lopez, et al 2006).
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En relacién con la expresion del cluster HOXC, se ha demostrado que HOXC 5
y 8 estan relacionados con el proceso de transformacion oncogénica para el
desarrollo de CaCu (Alami, et al 1999). HOXC6 y C10 estan sobre expresados
en carcinomas cervicales invasores comparados con queratinocitos cervicales
normales (Santin et al 2005). La sobreexpresion de HOXC10 en CaCu se asocio
con la invasion en ensayos in vitro e in vivo (Zhai, et al., 2007).

La expresion de novo de HOXC9, C11, C12 y C13 ha sido reportada en cancer
cervical in situ e invasor (L6pez, et al 2006). Sin embargo, hay pocos estudios
relacionados con HOXC11 en el desarrollo de CaCu y sus lesiones precursoras,
asi como de cambios en etapas iniciales de la infeccién por VPH-AR.

5.11.1 HOXC 11
Es miembro del grupo HOXC, que se localiza en el cromosoma 12g13.13, posee
2 exones y un intron intermedio, el dominio HOX se encuentra en el segundo
exon. La proteina posee 304 aminoécidos con un homeodominio de 56 aa de
largo, que abarca del aa 233 al 289, consta de 3 alfa hélices (Atlas Genetics
Oncology 2019).

HOXC11 es un factor de transcripcion, que forma parte de un sistema regulador
del desarrollo embrionario, proporciona a las células identidades posicionales
especificas en el eje anterior-posterior, por lo que posee un papel importante en
el desarrollo de mdltiples tejidos y estructuras en la region caudal del embrion,
que incluye: especificacion neuronal, formacion de vértebras, desarrollo de
extremidades posteriores y organogénesis, particularmente la formacién de los
rifones y los organos reproductivos. En el embrion de ratén en desarrollo el
ARNmM de HOXC11 se encuentra en la regiébn mas posterior a partir de los 9.5
dias de gestacion (Hostikka., et al 1998). Se une a un elemento promotor del gen
de la lactasa-florizina hidrolasa. Se ha demostrado que HOXC11 se expresa en
tejidos adultos, incluidos rifidn, musculo esquelético, testiculos, piel, e intestino
delgado (GEPIA, 2020).

HOXC11 estimula la diferenciacion, supervivencia y la proliferacion de células
progenitoras durante el desarrollo embrionario normal; sin embargo, se ha
demostrado que cuando se expresa fuera de contexto promueven
aberrantemente la proliferacion, contribuyendo al proceso carcinogénico, por lo
cual, esta estrechamente relacionado con diversos tipos de cancer incluyendo al
de cérvix, pulmoén, mama y renal (Sun, et al 2019; Liu, et al 2015; Mcllroy M, et
al 2010). La sobreexpresion de HOXC11 se asocia a un mal prondstico, y
demostré promover la proliferacién de células renales cancerosas (Liu, et al
2015).

En cancer de células pequefias de pulmon, HOXC11 colabora con el microARN-
1197 para regular positivamente la proliferacion y la migracion celular (Sun, et al
2019). En carcinoma de células claras de rifidon y adenocarcinoma de colén, la
sobreexpresion de HOXC11 se relaciona con una baja supervivencia general,
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ademas in vitro su inhibiciébn promueve la apoptosis y reprime la proliferacion
celular, posiblemente al estar involucrado en la regulacién negativa de las vias
relacionados con el receptor activado por proliferadores peroxisomales (PPAR),
indispensables en la modulacién de funciones criticas de la homeostasis
fisiologica celular, como el metabolismo de &cidos grasos y glucosa,
diferenciacion celular, y proliferacién. Aunque el papel especifico y el mecanismo
preciso de HOXCL11 en la iniciacion y progresion de estos dos tumores malignos
tienen que ser mas ampliamente explorado (Cui, et al 2020).

La interaccion de HOXC11 y el coactivador de receptor de esteroides 1 (SRC-1)
regulan la resistencia a la terapia endocrina basada en tamoxifeno e inhibidores
de la aromatasa, en cancer de mama positivo para el receptor de estrogeno, al
regular positivamente a la proteina S100 beta, la cual participa en la progresion
y diferenciacién del ciclo celular. HOXC11 y SRC-1 son factores predictivos de
mal prondstico en pacientes con cancer de mama, y los niveles séricos de S1008
ayudan a monitorear la respuesta continua a la terapia endocrina. Ademas, las
pacientes con cancer de mama resistente a terapia endocrina con S7008
elevado pueden beneficiarse del tratamiento combinado de inhibidor endocrino
y tirosina quinasa (Mcllroy M, et al 2010).

HOXC 11 aumenta su expresion a causa de regulacién epigenética modulada
por la oncoproteina E7 del VPH-AR, sin embargo, hasta la fecha no existen
estudios que demuestren especificamente el papel de HOXC 11 para el
desarrollo y progresion de CaCu (Sharma, et al 2017).

El loci de HOXC11 se encuentra consistentemente hipometilado y posiblemente
activo en las muestras de pacientes con CaCu en etapas localmente avanzadas
(1IB y lIB), que presentaron clinicamente mala respuesta al tratamiento de
radioterapia y radioterapia mas cisplatino, e hipermetilado en algunas muestras
con buena respuesta al tratamiento (Rios, 2015).

Respecto a su expresion, no se han encontrado diferencias significativas en la
expresion de ARNm de HOXC11, entre muestras sin lesion intraepitelial positivas
a VPH 16 y muestras negativas a VPH-AR, mientras que en muestras de CaCu
estd constantemente sobre expresado (Sharma, et al 2017). La expresion de
novo de HOXC11 ha sido reportada en CaCu invasor, lo que indicaria que la
sobreexpresion de este transcrito podria ser esencial para el desarrollo de CaCu
(Lépez, et al 2006). La sobre expresion de ARNm de HOXC11 en CaCu esta
posiblemente asociado con una supervivencia general desfavorable, asi como
una mortalidad mayor, por lo cual la expresién de HOXC11, asi como de HOXAL,
HOXA5, y HOXA6 podrian actuar como marcadores de prondstico en CaCu
(Eoh, 2017). En cultivos primarios de queratinocitos, se demostré que la
expresion de la oncoproteina E7 del VPH del genotipo 16, produjo que
aumentaran los niveles de ARNm de HOXC11 (McLaughlin, et al 2011).
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Al evaluar el estado de la metilacion de las histonas del promotor de HOXC11 en
la linea C33A transfectado con VPH16-E7, se encontré6 que habia presencia
simultdnea de las marcas H3K4me3 y H3K27me3, pero un mayor
enriguecimiento de las marcas H3K4me3 en comparacion con H3K27me3, lo
que indica la progresion hacia la activacion del gen (Sharma, et al 2017). Este
cambio en las marcas de metilacion en las histonas se debe a la desregulacion
epigenética a causa de la oncoproteina E7 del VPH-AR, que a pesar de que
induce una mayor expresion de EZH2 del complejo represivo polycomb 2, hay
pérdida concomitante de la actividad de EZH2 a través de la fosforilacion de este
en la Serina 21, mediada por la via AKT. Ademés, se produce la induccién
transcripcional de dos desmetilasas de histonas KDM6A y KDM6B (McLaughlin,
et al 2011).

5.12 Gen EZH2

El gen EZH2 se localiza en el cromosoma 7g36.1, transcribe para una enzima
metil-transferasa, que es el componente catalitico del complejo represivo
polycomb 2 (PRC 2). PRC2 esta implicado principalmente en el mantenimiento
de la represion transcripcional de determinados genes, esté constituido por EED,
SUZ12, RbAp48 / 46 y EZH2. El dominio SET ubicado en el carboxilo terminal
de EZH2, cataliza la transferencia de grupos metilo de un donante de metilo
universal, S- adenosil- L- metionina, al atomo de nitrégeno de la cadena lateral
de la lisina 27 de la histona 3, formando S- adenosil- L -homocisteina y N-metil-
L-Lisina como productos, la trimetilacién de esta histona es una modificacion que
conduce a la condensacion de la cromatina (Holland, et al. 2008; Liu et al 2015).
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Figura 16. Mecanismos de accion de EZH2. 1) EZH2 trimetila la histona 3 en la lisina 27,
induciendo silenciamiento transcripcional. 2) Metilacion de sustratos proteicos no histonas
(GATA4, DNMTs y RORa) generando activacion o silenciamiento. 3) Actia como un activador
transcripcional; al metilar los factores/co-factores de transcripcion (STAT3, B-catenina, AR y
ERa), y al ser fosforilado EZH2 en la Serina 21 por la via AKT. Recuperado de Wen 2017.
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La marca H3K27me3 es reconocido por las proteinas CBX (Chromobox) del
complejo PRC1, el cual cataliza, a través de las proteinas Ring, la ubiquitinacion
de la histona H2AK119, que tiene el efecto de compactar la cromatina y reprimir
la transcripcion (Blackledge, et al 2014). H3K27me3 juega un papel importante
en el silenciamiento de genes epigenéticos, particularmente en loci de genes
HOX, durante el desarrollo embrionario y la vida postnatal, aunque también
juegan un papel critico en silenciar el locus de CDKN2A que codifica los genes
supresores de tumores pl16 y pl4 (Kotake, et al. 2009). En células jévenes en
proliferacion, la evasion de la senescencia requiere la represion de CDKN2A,
gque esta mediada por la marca H3K27me3 (Nitya, et al. 2018). De acuerdo con
esto, la expresion de EZH2 es alta en las células en proliferacion, pero esta
regulada negativamente en las células estresadas y senescentes. La
sobreexpresion de EZH2 contribuye a la oncogénesis al silenciar de manera
inapropiada los genes supresores de tumores (Wu, et al. 2011). La transcripcion
del gen EZH2 esté regulada por la via pRB-E2F, y alcanza su punto maximo en
la transicion de fase Gi1 a S. (Wu, et al. 2011).

EZH2 esta regulado a nivel transcripcional y postranscripcional, ya que la
degradacion de su ARNm puede ser dirigida por miR-101, miR-26a, miR-138,
miR-124, miR-98, y miR-214 cuya expresion disminuye durante la progresion del
cancer (Wu, et al. 2011). HOTAIR es un ARN largo no codificante, que se
transcribe del grupo de genes HOXC, y se une el complejo represivo PCR 2 a
través de SUZ12, generando la supresion de la transcripcion de los genes
HOXD, por medio de H3K27me3, y la desmetilacion espontanea de H3K4
(Spizzo, et al 2012). Se han demostrado que HOTAIR y EZH2 son factores para
el desarrollo de CaCu, metastasis y mal prondstico, induciendo el silenciamiento
de genes que influyen en la dindmica de la cromatina (Gupta, et al 2010).

Se han descrito alteraciones en EZH2 o en el complejo Trithorax SWI/ SNF, que
antagoniza la funcion polycomb por medio de la trimetilacion del residuo 4 de
lisina en la histona 3, en cancer de mama, ovario, prOstata, y cervicouterino
(Nitya, et al. 2018). En la célula cancerosa EZH2 regula negativamente la
expresion de genes supresores de tumores como GSK-3B8, RAD51 y p53, al
aumentar los niveles de H3K27me3, y regula positivamente oncogenes como
STAT3 y NOTCH1, al metilar cofactores transcripcion, ademas EZH2 promueve
la supervivencia y proliferacién de células cancerosas, aumenta la inestabilidad
genomica e inhibe la diferenciacion celular (Christofides, et al. 2016). En cancer
de mama la expresion de EZH2 es elevada en carcinoma in situ y cancer invasor,
pero casi indetectable en muestras de mama normales (Ding., et al 2006), asi
como aumento en la agresividad tumoral y mala respuesta a los tratamientos
(Hinz, et al 2009).
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Se ha demostrado que VPH-AR produce la sobreexpresion de EZH2, sin
embargo, no resulta en una mayor actividad del PRC2, ya que se ha observado
disminucién de las marcas H3K27me3 en algunos genes, esto debido a que
dicha sobreexpresion favorece la formacion de PCR4, un complejo que contiene
la isoforma Eed 2, causando la desacetilacion y metilacion de la histona H1K26
(Kuzmichev, et al 2005)

EZH2 también puede participar como un coactivador transcripcional, al inhibir su
actividad enzimética cuando es fosforilado directa o indirectamente por la via
PI3K- AKT en la Serina 21 (EZH2p-S21), esto se ha observado en diversos tipos
de cancer. En cancer de prostata EZH2p-S21 aumenta la expresion del receptor
de andrégenos (Jin-zhi, et al. 2014). Se ha informado que EZH2p S21 aumenta
la proliferacién in vitro y la actividad oncogénica in vivo (Cha T, et al 2005).

Se ha demostrado que en CaCu la oncoproteina E7 del VPH 16 interactia
directamente con las vias responsables de la transcripcion de EZH2
positivamente. E7 induce la actividad de AKT al fosforilarlo en dos sitios clave
(treonina 308 y serina 473), en este estado produce la activacion mTOR, que al
ser una quinasa especifica de serina/treonina desempefia un papel clave en
multiples procesos celulares, incluida la apoptosis y la proliferacion celular.
(Sarbassov, et al 2005). E7 se puede unir directamente a DNMT1, ocasionando
cambios conformacionales que producen la exposicion del sitio activo,
generando aumento en la metilacién del ADN (Burgers, et al 2007).

En células infectadas por VPH 16 y 18 con sobreexpresion de E7, se producen
altas concentraciones de EZH2p-S21, junto con niveles elevados de las
desmetilasas de histonas, lisina desmetilasa 6A (KDM6A) y la lisina desmetilasa
6B (KDM6B), que convierten H3K27me3 en las formas dimetiladas o
monometiladas y disminucion de la proteina BMI1 del complejo Polycomb 1,
estos cambios pueden explicar colectivamente la pérdida del porcentaje de
H3K27me3 observado in vitro e in vivo, asi como para la reprogramacion
epigenética de genes HOX dirigidos a H3K27me3 (Hylan P, et al 2011).

La sobreexpresion de EZH2 y EZH2p-S21, en etapas localmente avanzadas de
CaCu favorece la proliferacién, migracion e invasion, por lo cual posee un valor
pronéstico desfavorable en las pacientes, asociado a un incremento en la
mortalidad (Liu et al 2014). Sin embargo, en etapas iniciales de la transformacion
son pocos los estudios hasta ahora descritos.

La interferencia de la expresion de EZH2 resultdé en una inhibicion de la
proliferacion y aumento de la apoptosis en las células HelLa, lo cual muestra que
EZH2 tiene un papel en la regulacion de la apoptosis en las células de CaCu. Al
comparar la expresion proteica de EZH2 de biopsias de tejido normal, CaCu, y
LIEAG, se encontr6 una correlacion entre la expresion de E7 y EZH2, sin
embargo, no se encontrd una correlacion directa entre los niveles de proteina
EZH2 y el grado de malignidad de las lesiones (Holland et al 2008).
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Son varias las evidencias in vitro sobre la desregulacion de EZH2 y de genes
blanco como HOXC11, sin embargo, son pocos los estudios in vivo donde se
analiza esta relacion en etapas tempranas de la transformacion
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Figura 17. Modificaciones epigenéticas por la oncoproteina E7 del VPH-AR. La
sobreexpresion de E7, altera multiples eventos moleculares impulsando la carcinogénesis, y
junto con otras vias desencadena CaCu. E7 favorece la sobre expresion de EZH2pS21, EZH2,
DNMT1 y KDM6A/B, generando reprogramacion epigenética en la célula huésped, favoreciendo
el silenciamiento o activacién génica. Los genes HOX adquieren funciones oncogénicas. La
sobreexpresion de HOXC11 favorece la proliferacion aberrante y resistencia a la apoptosis, asi
como resistencia a farmacos (Holland et al 2008; McLaughlin et al 2011; Hyland et al 2011)
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6. Justificacioén

Diversos estudios han descrito diferencias en la prevalencia de VPH-AR que
oscilan entre 4 a 50% en citologias sin alteraciones neoplasicas y del 30 al 94 %
en lesiones precursoras de CaCu. Sin embargo, estas diferencias pueden
deberse a la sensibilidad de la técnica usada o a diferencias relacionadas a
aspectos de la poblacién en particular. Por otra parte, son pocos los trabajos que
abordan este tema en muestras de pacientes referidas a la clinica de displasias.
Por lo que, en este estudio se describiran la prevalencia de VPH-AR en cinco
poblaciones; dos de la Megalopolis de México (CDMX y Puebla), dos de la
peninsula de Yucatan (Yucatan y Quintana Roo), y uno del suroeste del pais
(Guerrero), analizadas bajo la misma técnica de deteccion; asi como la
asociacion de los cofactores de riesgo de esta enfermedad y las infecciones
multiples de VPH-AR.

Por otra parte, dentro de los cambios en el proceso de transformacion a causa
del VPH AR se ha identificado entre otros, la coexpresion de pl16 y Ki-67, la cual
actualmente es usada como marcador de triage para identificar pacientes con
lesiones precursoras. En CaCu se han descrito un gran niumero de alteraciones
moleculares, algunas de las cuales son evaluadas para determinar si dicha
alteracion se encuentra en etapas iniciales de la infeccion por VPH-AR y del
desarrollo del CaCu y su posible uso como marcadores de triage. Se ha descrito
que dentro de las alteraciones que existen en CaCu se encuentra la
sobreexpresion de algunos miembros de la familia de factores de transcripcion
HOX. Sin embargo, son pocos los estudios sobre las alteraciones en la expresion
de estos genes en etapas iniciales de la infeccidén. La enzima metiltransferasa
EZH2, la cual es sobre expresada por la presencia de la oncoproteina E7 del
VPH-AR, tiene la facultad de imponer marcas de metilacion en histonas para la
regulacion transcripcional de genes blanco, para su silenciamiento o expresion.
Dentro del conjunto de genes que puede regular, se encuentra la familia de
factores de transcripcion HOX. El incremento de expresion de HOXC11 se ha
asociado a la proliferacion aberrante, invasion y al mal prondstico en cancer
Cervicouterino. En estudios previos en el Laboratorio de Oncologia Molecular,
se ha identificado que el promotor de HOXC11 es hipometilado en muestras de
CaCu de pacientes con mala respuesta a terapia.

Sin embargo, a la fecha, no se ha descrito el perfil de expresion de HOXC11 y
de EZH2pS21 en etapas iniciales de la infeccién (VPH-AR+) y la transformacién
(P16+/Ki-67+) por VPH de alto riesgo (VPH-AR). Por lo cual en el presente
trabajo se analizara la expresion de EZH2pS21 y HOXC11 en etapas iniciales de
la infeccion y trasformacion del epitelio cervical.
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7. Hipotesis

Existen diferencias en la prevalencia de VPH-AR y en los factores de riesgo en
distintas poblaciones de México.

EZH2p-S21 y HOXC11 estan sobre expresados en lesiones asociadas a
infeccion persistente de VPH-AR, pero no en citologias cervicovaginales
negativas a VPH-AR.

8. Objetivos

8.1 General

Identificar en muestras cervicovaginales provenientes del programa de tamizaje
y de clinicas de displasias, la prevalencia de VPH-AR y los cambios en la
expresion de HOXC11 y EZH2.

8.2 Particulares

1) Identificar las caracteristicas clinicas y frecuencia de VPH-AR en
muestras de tamizaje y displasia

2) Determinar si existen diferencias en la prevalencia de VPH y factores de
riesgo en pacientes del programa de tamizaje en las poblaciones
estudiadas.

3) Determinar si existen diferencias en la prevalencia de VPH y factores de
riesgo en pacientes procedentes de clinica de displasias en las
poblaciones estudiadas.

4) ldentificar los cambios de expresion en HOXC11 y EZH2 en muestras
cervicovaginales positivas a VPH-AR.

9. Materiales y métodos

Este proyecto se realiz6 en el Laboratorio de Oncologia Molecular, de la Unidad
de Investigacién Médica en Enfermedades Oncolégicas (UIMEO), ubicado en el
edificio de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS.

9.1 Poblaciéon de estudio

Previamente se recolectaron y procesaron 2780 muestras cervicovaginales,
distribuidas de la siguiente manera, 1074 muestras de mujeres que acuden a
clinica de displasias de la Ciudad de México (UMAE Gineco-obstetricia 4),
Yucatan, Quintana Roo, Guerrero y Puebla, ademas, 1706 muestras de mujeres
que acuden al programa de tamizaje de CaCu, de la Ciudad de México
(SPPSTIMSS del Hospital de Oncologia, UMF1, SPPSTIMS del Hospital la
Raza), Puebla, Quintana Roo (UMF 14 Cancun), y Guerrero. Para la toma de
muestras, las pacientes firmaron un consentimiento informado y llenaron una
hoja de datos clinicos, bajo el protocolo “Nuevas estrategias moleculares para el
tamizaje de Cancer Cervicouterino: Importancia de la genotipificacion y
participacion de las coinfecciones en la progresion” con numero de registro R-
2016-785-026, a cargo de la Dra Patricia Pifila Sanchez.
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Los objetivos planteados en este proyecto, los cuéles incluyeron el anélisis de
datos generados previamente, seleccion de muestras y determinacion de los
cambios de expresion de HOXC11l y EZH2 se realizaron bajo el protocolo
Validacion de biomarcadores asociados al desarrollo y pronostico de neoplasias
atribuidas a la infeccién del virus del papiloma humano con nimero de registro
R-2017-3602-31 con apoyo financiero de Fondos Sectoriales CONACyYT 2017
con namero de registro 290427.

9.2 Criterios de seleccion
9.2.1 Criterios de Inclusion
e Mujeres mayores de edad de nacionalidad mexicana, que radiquen en el
pais, que estén afiliadas al IMSS, y que acudan por su libre albedrio al
programa de tamizaje de CaCu, o que hayan sido referidas a clinicas de
displasias.
e Consentimiento informado firmado y hojas de datos clinicos llena.

9.2.2 Criterios de exclusion
e Mujeres embarazadas, inmunocomprometidas, con alguna neoplasia.

9.2.3 Criterios de eliminacion
e Muestras que no cumpla con la calidad analitica, ausencia del
consentimiento informado firmado y hoja de datos clinicos.

9.3 Proceso de trabajo
Deteccidn y genotipificacion de VPH-AR

Se recolectaron y procesaron las muestras cervicovaginales por medio de toma
ginecolégica en medios de 20mL PreserCyt ®, constituidos por 40-60% de agua,
y 40-60% de metanol. Se introdujo el vial completo sin cepillo al equipo Cobas X
480 ® de ROCHE, en donde la muestra se digirié bajo desnaturalizacion, y luego
fue lisada en presencia del reactivo caotropico. Los &cidos nucleicos del VPH-
AR son liberados, junto con el ADN gendmico, que posee el gen 3-globina el cual
funciona como control interno, se purificaron a través de adsorcién a particulas
magnéticas de vidrio, lavadas y finalmente separadas de estas particulas,
preparandolas para la amplificacion y deteccion por PCR.

En equipo Cobaz Z 480 de ROCHE ® se realizé la gPCR, empleando cebadores
para amplificar la regién polimoérfica L1 del VPH de genotipos de alto riesgo
16,18, y otros (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68). Las sondas de
oligonucledtidos fluorescentes, se unen a regiones polimoérficas dentro de la
secuencia definida por estos cebadores, sirviendo como indicador e inhibidor. Un
par de cebadores y una sonda adicionales se dirigen al gen de la B-globina
humana (amplicon de 330 pb) para proporcionar un control de proceso.

Se procesaron los datos en el sistema de control del equipo, para obtener el
resultado, como positivo 0 negativo, asi como, si es genotipo 16,18, u otro de
alto riesgo (Figura 18).
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Cobas® X 480: Distribuye las muestras
en la placa, genera el proceso de lisis
celular, purificacion del ADN y adicion
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Figura 18. Sistema de flujo de trabajo del equipo COBAS 4800®
Deteccion de pl16 y Ki67

Se realizé citologia de base liquida con el equipo CellSolutions F50 ®, con 0.5 a
1 mL de muestra ginecoldgica aforado a 5 mL con medio de conservacion
PreservCyt ®. Para realizar la deteccién de p16 y Ki-67 mediante en ensayo
CINTEC Plus de Ventana ®.

Cabe mencionar que los procedimientos anteriormente descritos fueron
realizados previamente por el equipo del laboratorio de Oncologia Molecular y
los resultados generados fueron analizados como parte de los objetivos del
presente trabajo, asi como para la seleccion de muestras donde se evalué la
expresion de HOXC11y EZH2

Inmunocitoquimica

Se emplearon 2 lineas celulares de CaCu (Caski y SiHa) como control positivo
para estandarizar los anticuerpos HOXC11 y EZH2pS21. Se seleccionaron un
total de 40 muestras distribuidas 10 negativas a VPH-AR (control), y 30 positivas
a VPH-AR (15 positivas a p16/Ki67 y 15 negativas a pl16/Ki67).

Se tomé una alicuota de 200 pyL de muestra citoldgica, se centrifugd a 15,000
gravedades durante 5 minutos, se retiré el sobrenadante y lavé con 500 pL de
PBS 1x estéril, se centrifugd nuevamente, y se repitieron los lavados 2 veces
mas.

Del botdn celular se tomé una alicuota de 3-5 pL, se extendié sobre una laminilla
electro cargada, se dejo secar al aire libre durante 30 min y se fijé con alcohol al
96°.En una laminilla se colocaron 6 muestras y un control positivo.
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Los anticuerpos y diluciones 6ptimas utilizadas fueron, anti-HOXC11 monoclonal
1:100 (Santa Cruz ®, sc:81293), y de EZH2 fosforilado en la serina 21 policlonal
1:200 (abcam ®, 84989)

Para este procedimiento se emple6 el kit Master Polymer Plus (Peroxidase), de
Master Diagnostica ®.

Se realiz6 el desenmascaramiento antigénico con buffer de Citrato 1X pH=6.0
para el anticuerpo anti-HOXC11, y buffer de Tris-EDTA 1x pH=8 para el
anticuerpo anti-EZH2p-S21, durante 20 min a 95°C.

Se aplico sobre la citologia 100 pL de la solucion bloqueadora de la peroxidasa,
se incubo 30 min tapado de la luz y agitacion constante, a temperatura ambiente
(TA), al terminar la incubacion se lavo 3 veces con TBS-Tween 20 durante 5 min.
Se afiadio 100 uL del anticuerpo diluido, se incubo 30 min a TA, se lavo 3 veces
con TBS-Tween 20 durante 5 min. Se adiciono sobre las muestras 100 uL del
Polymer mix HRP, cubierto de la luz durante 30 min a TA, se lavo 3 veces con
TBS-Tween 20 durante 5 min. Se mezcl6 una gota de DAB Chromogen
Concentrate en 1 mL de DAB Substrate Buffer, y se aplico la solucion resultante
sobre el tejido; se incubo 10 min a TA, se lavd 3 veces con TBS-Tween 20
durante 5 min.

Se tiflo con Hematoxilina durante 10 segundos, se enjuagé en agua corriente y
carbonato de litio durante 1 min. Se deshidrato utilizando un tren de alcoholes de
10 minutos de alcohol 96°, 10 minutos alcohol absoluto y 10 minutos en xilol. Se
mont6 con medio de montaje de resina.

Andlisis de imagenes

Se observaron al microscopio Optico con un aumento de 400x las
inmunocitoquimicas, se tomaron 6 fotografias por campo de cada una de las
muestras, se analizé la intensidad de la reaccion con lo cual se determiné el
porcentaje de expresion proteica nuclear como negativa/baja, y moderada/alta,
utilizando el software Image J ® (Image processing and analysis in Java).

Analisis de datos

Empleando el paguete de datos IBM SPSS ®, version 25.0, se realizé el analisis
de estadistico descriptivo de la expresion proteica, asi como de las
caracteristicas clinicas y sociodemograficas de las pacientes de este estudio, asi
mismo, para determinar si existen diferencias significativas, entre las pruebas y
las poblaciones se utilizo la prueba de chi cuadrada (p<0.05).
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9.4 Diagrama de flujo

Prevalencia de VPH-AR en muestras cervicovaginales
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10.Resultados
10.1 Caracteristicas clinicas y frecuencia de VPH-AR en muestras
de tamizaje y displasia

Se analizaron un total de 2780 muestras provenientes de programa de tamizaje
y de la clinica de displasias, de las cuales 806 fueron positivas a VPH-AR (29%).
La media de edad fue de 40.5+11.4, la edad de inicio de vida sexual (IVS) fueron
en promedio 19.1+3.8, la edad de menstruacion 12.5+1.6; nUmero de parejas
sexuales 2.5+2.1; nimero de embarazos 2.4+1.8.

De las muestras analizadas, 1706 provenian del programa de tamizaje y 1074
de la clinica de displasias. En relacién a las pacientes que acuden al programa
de tamizaje, la media de edad fue de 39.9.5+10.7, la edad de inicio de vida sexual
fueron en promedio 19.4+3.9, la edad de menstruacion 12.5+1.6; niumero de
parejas sexuales 2.8+2.2; numero de embarazos 2.2+1.6. En las pacientes
provenientes de la clinica de displasias, la media de edad fue de 41.6+£12.5, la
edad de inicio de vida sexual (IVS) fueron en promedio 18.7+3.6, la edad de
menstruacion 12.6+£1.6; numero de parejas sexuales 2.1+1,9; numero de
embarazos 2.8+2.1. En la tabla 8 se muestran las frecuencias de VPH-AR y
caracteristicas clinicas en las muestras segun grupo de procedencia: programa
de tamizaje y clinica de displasias.
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Tabla 7. Caracteristicas clinicas y presencia de VPH en la poblacién analizada

TAMIZAJE DISPLASIA p
n % n %
VPH-AR
Positivo 380 22.3 426 39.7 0.00001
Negativo 1326 77.7 648 60.3
VPH-AR positivo
VPH 16 33 8.7 56 131
VPH 18 16 4.2 12 2.8
OTROS VPH-AR 295 77.6 296 69.5 0.00001
VPH 16y 18 1 0.3 1 0.2
VPH 16 y otro AR 19 5.0 45 10.6
VPH 18y otro AR 14 3.7 12 2.8
VPH 16, 18 y otro 2 0.5 4 1
Grupo de edad
<24 102 6.2 63 6.8
25-29 215 13.0 109 11.8 0.00003
30-39 522 315 255 27.7
40-49 503 30.4 242 26.3
50+ 315 19.0 252 27.4
Total 1657 100 921 100
IVS
<18 796 50.3 470 58.5 0.00015
219 787 49.7 334 41.5
Parejas sexuales
1 458 29.4 373 47.6
2 406 26.1 185 23.6 0.00001
3 320 20.6 123 15.7
24 373 24 102 13
Total 1557 100 783 100
NUmero de embarazos
0 223 14.1 88 104
1 291 18.4 121 14.3 0.00001
2 457 28.9 194 22.9
3 344 21.8 203 24.0
24 266 16.8 241 28.5
NuUmero de partos
0 744 47.4 277 32.9
1 293 18.7 133 15.8 0.00001
2 279 17.8 159 18.9
3 166 10.6 136 16.1
24 88 5.6 138 16.4
Tabaquismo
Si 341 23 164 20.5 0.306
No 1144 77 636 79.5
Alcoholismo
Si 375 277 79 10.6 0.00001
No 980 72.3 663 89.4
Uso de anticonceptivo
Si 1127 72 591 71.8 0.485
No 438 28 231 28.2
Anticonceptivo que
usa
Condodn 220 19.6 112 19.3 0.00001
Hormonal 146 13.0 69 11.9
DIU 249 22.3 89 15.3
Salpingoclasia 433 38.7 261 44.9
Otro 71 6.4 50 8.6

a1




Presencia de VPH y su relacion con caracteristicas clinicas vy
sociodemograficas de las pacientes que acuden al programa de tamizaje

Se evaluaron las caracteristicas clinicas de las pacientes que acuden al
programa de tamizaje dependiendo del resultado de la prueba de VPH-AR
(Anexo 1), mediante la prueba de chi cuadrada se demostr6 que hay una
asociacion estadisticamente significativa (p <0.05) entre el resultado de VPH-AR
y las caracteristicas clinicas: grupo de edad, edad de inicio de vida sexual,
namero de parejas sexuales, nimero de embarazos.

El grupo de edad menor o igual a 24 afos 34.3% (n=35) fueron positivas a VPH-
AR, en el grupo de 25 a 29 afios 38.6% fueron positivas (n=83). A partir de los
30 afios, se observd que conforme avanza la edad disminuye el porcentaje de
casos positivos a VPH-AR, teniendo en el grupo mayor de 50 solo 13.7%
positivas a VPH-AR (Figura 19).

En cuestién a la edad de inicio de vida sexual, 796 pacientes indicaron haber
comenzado su vida sexual a los 18 afios o0 antes, de las cuales, 26.6% fueron
positivas a VPH-AR, en contraste, las mujeres que indicaron haber comenzado
su vida sexual después de los 19 afos (n=787), solo 18.9% fueron positivas a
VPH-AR (Figura 20)
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Figura 19. Prevalencia de casos positivos a VPH-AR por grupo de edad. En el
programa de tamizaje el mayor porcentaje de casos positivos fue en el grupo de edad
de 25-29, después disminuyo el porcentaje de casos positivos conforme avanzo el grupo
de edad. En clinica de displasias el grupo de 24 afios 0 menos presento la mayor
prevalencia de casos positivos, después en los siguientes grupos disminuyo el
porcentaje, con excepcion del grupo de mayores de 50 afios en donde se presentd
nuevamente un aumento del porcentaje.
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Figura 20. Prevalencia de casos positivos a VPH-AR por edad de inicio de vida
sexual. En el programa de tamizaje el mayor porcentaje de casos positivos a VPH-AR
se asociaron a iniciar la vida sexual antes de los 18 afios. En la poblacién de clinica de
displasias no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el
resultado de VPH-AR y el IVS.

En relacion niumero de parejas sexuales, se demostré que conforme aumenta el
ndmero de parejas sexuales, también aumenta el porcentaje de muestras
positivas a VPH-AR, las pacientes que indicaron haber tenido una pareja sexual
(n=458) solo 14.4% fueron positivas a VPH-AR, por otra parte, de las 373
pacientes que indicaron haber tenido mas de 4 parejas sexuales, 30% fueron
positivas a VPH-AR.

En general las pacientes del programa de tamizaje indicaron utilizar algun
método anticonceptivo (72%), siendo la salpingloclasia u oclusién tubaria
bilateral (OTB) el método de anticoncepcién que utilizan preferentemente
(38.7%), no han tenido ningun parto natural (47.4%), ademas en general negaron
el consumo de tabaco y de alcohol (Tabla 7), cabe mencionar que ninguna de
las caracteristicas antes mencionadas tuvo una asociacion estadisticamente
significativa (p <0.05) con el resultado de VPH-AR.

Presencia de VPH y su relacion con caracteristicas clinicas vy
sociodemograficas de las pacientes que acuden a clinica de displasias.

Por otra parte, en las pacientes procedentes de clinica de displasias se
comprobd que hay una asociacién estadisticamente significativa (p <0.05) entre
el resultado de VPH-AR y las caracteristicas clinicas: grupo de edad, nimero de
parejas sexuales, numero de embarazos, tabaquismo, y anticonceptivo que
utiliza la paciente (Anexo 2).




El 60.3% de las pacientes menores o igual de 24 fueron positivas a VPH-AR,
después conforme avanza el grupo de edad y hasta los 49 afios disminuye en la
presencia de VPH-AR con 28%.9. En el grupo de edad de mayor de 50 afios se
observé un incremento, con 36.1% de las muestras positivas.

En relacidon al nUmero de parejas sexuales, 33.8% de las pacientes que indicaron
que tuvieron una pareja sexual, fueron positivas a VPH-AR, después se observo
que conforme aumentaba el numero de parejas, también aumentaba el
porcentaje de muestras positivas a VPH-AR, teniendo en el grupo de mujeres
que indicaron haber tenido mas de 4 parejas sexuales, 48% fueron positivas a
VPH-AR (Figura 21).
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Figura 21. Prevalencia de casos positivos a VPH-AR por numero de parejas
sexuales. En ambas poblaciones se demostré que conforme aumentaba el nimero de
parejas sexuales, también aumentaba el porcentaje de casos positivos VPH-AR.

® Programa de tamizaje*  ® Clinica de displasia

88 mujeres indicaron no haber tenido ningin embarazo, de las cuales 61.4%
fueron positivas a VPH-AR, después se observé una disminucion del nimero de
casos positivos a VPH-AR a mayor nimero de embarazos, con excepcion del
grupo de mujeres que indicaron haber tenido 3 embarazos a término en donde
nuevamente incrementa el porcentaje de casos positivos (Figura 22).
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Figura 22. Prevalencia de casos positivos a VPH-AR de acuerdo con el numero de
embarazos. En ambas poblaciones el mayor porcentaje de casos positivos a VPH-AR
se asocia a no haber tenido ninglin embarazo.

Con relacion al tabaquismo, 164 pacientes indicaron consumir tabaco de las
cuales 45.7% fueron positivas a VPH-AR, por otra parte, de las 636 pacientes
gue indicaron no consumir tabaco solo 37% fueron positivas a VPH-AR (Figura

23).
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Figura 23. Porcentaje de casos positivos a VPH-AR dependiendo del consumo de
tabaco o bebidas alcoholicas. En clinica de displasias, de las mujeres que consumian
tabaco presentaron un mayor porcentaje de casos positivos a VPH-AR, en comparacion
de las que indicaron no consumirlo. En la poblacion del programa de tamizaje no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el resultado de VPH-AR y
el consumo de alcohol o tabaco.




Con relacion al anticonceptivo que utilizan las pacientes, el anticonceptivo mas
asociado a un resultado positivo de VPH-AR fue el anticonceptivo hormonal y el
conddn, ya que 47% de las pacientes que refieren el uso de estos métodos
fueron positivas a VPH-AR (Figura 24).

La mayoria de las pacientes que son referidas a la clinica de displasias indicaron
haber iniciado su vida sexual antes de los 18 afios (58.5%), no haber tenido
partos naturales (32.9%), utilizar algin método anticonceptivo (71.8%), y solo el
10.6% indican que consumen bebidas alcohdlicas (Tabla 7), pero en estas
variables no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p <0.05)
con relacion al resultado de VPH-AR (Anexo 2).
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Figura 24 Porcentaje de casos positivos a VPH-AR dependiendo del método
anticonceptivo que utilizan las pacientes. En la poblacién de clinica de displasias el
uso de un método anticonceptivo hormonal fue el que mas se relaciond con los casos
positivos a VPH-AR. En la poblacion del programa de tamizaje no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el resultado de VPH-AR y los métodos
anticonceptivos.

Del total de 2780 muestras provenientes de programa de tamizaje y de la clinica
de displasias, 806 fueron positivas a VPH-AR, de las cuales, 426(52.8%)
muestras fueron procedentes de la clinica de displasias, y 380 (47.2%) del
programa de tamizaje. Respecto a los genotipos, del total de muestras positivas
a VPH-AR, en ambos grupos (tamizaje y displasias) los VPH-AR distintos a 16 y
18 (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68), fueron los mas frecuentes con
69.5% y 77.6% respectivamente. VPH16 fue 1.6 veces mas frecuentes en
muestras de clinica de displasias que las de tamizaje (Figura 25).




30 77.6

69.5 ® Programa de tamizaje

70 = Clinica de displasias

60
50
40
30

20 13.1

8.7
10
42 5¢

a 3.7 8
' 0.3 0.2 ‘ 1
- A— h

VPH 16 VPH 18 OTROS VPH16 VPH16 VPH18 VPH16,
VPH-AR y 18 y otro AR yotro AR 18y otro

10.6

Figura 25. Prevalencia de los tipos virales de VPH-AR en el programa de tamizaje
y clinicade displasias. En ambas poblaciones hay mayor predominio de los otros VPH-
AR, VPH 16 es mas frecuente en clinica de displasias. p= 0.00001

10.2 Diferencias en la prevalencia de VPH y factores de riesgo en
pacientes del programa de tamizaje las poblaciones estudiadas.

De las 4 sedes patrticipantes en el programa de tamizaje, se recolectaron 1706
muestras, de las cuales, mas de la mitad son procedentes de la CDMX (58.3%),
mientras que la sede con menor numero de muestras fue Puebla (8.7%). El
porcentaje de muestras positivas a VPH-AR varia dependiendo de la sede,
siendo Quintana Roo la sede de mayor prevalencia con un 38.3% y Guerrero la
de menor prevalencia con 15.3% (Figura 26).

Tabla 8. Prevalencia de VPH-AR en programa de tamizaje por sede

Sede Muestras negativas | Muestras positivas p
a VPH-AR a VPH-AR
n % n %
CDMX 810 81.5 184 18.5
Puebla (Tehuacan) 125 83.3 25 16.7 0.00001
Guerrero (Taxco) 161 84.7 29 15.3
Quintana Roo (Cancun) 230 61.7 142 38.3
Total 1326 77.8 380 22.2

47



38.3

40
35
30
25
20
15
10

5

0 mQuintana Roo (Cancun) CDMX  ®Puebla ® Guerrero (Taxco)

Figura 26. Prevalencia de VPH-AR positivo en el programa de tamizaje por sede.
22.3% (+8.4) del total de las muestras fueron positivas a VPH-AR, la sede de Quintana
Roo es la de mayor prevalencia con el 38.3% y Guerrero la de menor con el 15.2%

Los genotipos mas frecuentes en todas las sedes fueron los perteneciente al pool
de otros VPH de alto riesgo (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68)
representando el 77.07%(x 3.22) de todos los casos positivos a VPH-AR, siendo
Puebla donde dicho grupo fue més frecuente (80%) y Guerrero con la menor
frecuencia (72.5%). El genotipo de VPH 16 fue mas prevalente en la sede de
Guerrero con el 20.7%, mientras que en Puebla fue menos prevalente con el 4%.
VPH 18 fue més frecuente en Quintana Roo (5.6%) y menos frecuente en la
CDMX (3.2%). VPH 16 en las sedes CDMX, Puebla y Guerrero fue mas frecuente
que VPH 18.

En relacion con las infecciones multiples, debido a que la técnica sélo pude
genotipificar VPH 16 y VPH 18, se consideran las monoinfecciones como
aguellos casos en los que sélo se identificé VPH16 o VPH18. Mientras que para
las coinfecciones debido a que no se evalu6 el grupo identificado como otros
VPH-AR no se puede determinar si es uno o0 mas genotipos de alto riesgo, por
lo que solo se consideran las combinaciones VPH 16 y otro(s) VPH-AR, VPH 18
y otro(s) VPH-AR, VPH 16 y 18, VPH 16, 18 y otro(s) VPH-AR.

Tabla 9. Distribucién de genotipos de VPH-AR en muestras positivas

Otros VPH VPH 18 16y 16, 18 Total

VPH 16 | VPH 18 VPH-AR 16y O y O 18 y O

n % n % n % n % n % n % n % n %
CDMX 15 82| 6 32 |144 783 |11 6|8 43 |0 0 |0 0| 184 100
Puebla 1 4 1 4 | 20 80 |1 4 | 2 8| 0 0|0 0|25 100
Guerrero |6 207 | 1 34 | 21 725 |0 0| 0 0|0 O |1 34|29 100
Quintana |11 78 | 8 56 (110 775|7 49| 4 28 |1 07 |1 0.7 ]142 100
Roo

O=0tros VPH-AR (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68) p= 0.0001
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Las coinfecciones representan al menos un 10% de todas las muestras positivas
a VPH-AR, en donde Puebla posee el mayor porcentaje de coinfecciones
(60.0%), por otra parte, Guerrero posee el menor porcentaje (12.5%) al presentar
un caso unico de coinfeccion de los genotipos 16, 18 y otro(s) VPH-AR (tabla
10). La coinfeccién de VPH 16 junto con otro(s) VPH-AR, es la mas frecuente
representando el 52.7% de todas las coinfecciones, mientras que la combinacién
de VPH 16 y 18 solo un 2.7 %, al solo presentarse un caso, y fue en la sede de
Quintana Roo (Tabla 9).

Tabla 10. Distribucion de mono y coinfecciones por sede de pacientes que
acuden al programa de tamizaje

Monoinfecciones Coinfecciones* Total
VPH 16 0 18 n % n % P
n %

CDMX 21 52.5 19 475 40 100

Puebla 2 40.0 3 60.0 5 100 0.00001
Guerrero 7 87.5 1 12.5 8 100

Quintana 19 59.4 13 40.6 32 100

Roo

* Se consideraron las siguientes combinaciones VPH16 y otro(s), VPH 18 y otro(s), VPH
16y 18,y VPH 16, 18 y otro(s). No se evalué el grupo identificado s6lo como otros VPH,
debido a que no se puede discriminar uno 0 mas genotipos ya que se detecta un pool
de 12 genotipos.
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Figura 27. Distribucion de los tipos virales de VPH-AR en el programa de tamizaje
por sede. En todas las sedes prevalece el grupo identificado como otros VPH-AR,
ademéas VPH 16 es mas frecuente que VPH 18 en la sede de CDMX, Guerrero y
Quintana Roo
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Caracteristicas clinicas y sociodemograficas de las pacientes que acuden
al programa de tamizaje por sede

En relacién con la poblacion general de cada una de las sedes del programa de
tamizaje se demostré que poseen una asociacion estadisticamente significativa
con una p <0.05, en todas las variables analizadas, (edad, edad de inicio de vida
sexual, numero de embarazos y partos, alcoholismo, tabaquismo, y uso de
anticonceptivos) (Anexo 3)

En la sede de la CDMX las pacientes son principalmente del rango de edad de
30 a 39 afios (32.8%), ademas indicaron principalmente haber iniciado su vida
sexual después de los 19 afos (53.9%), haber tenido mas de 4 parejas sexuales
(27.9%), 2 embarazos a término (28.7%), O partos naturales (54.8%), emplear
algun tipo de método anticonceptivos (73.6%), primordialmente la oclusién
tubaria bilateral (OTB) como el método de anticoncepcion de preferencia
(30.5%), por ultimo, negaron el consumo de tabaco y de alcohol.

La sede de Guerrero tuvo pacientes principalmente del rango de edad de 40-49
afos (36%), sefalaron haber iniciado su vida sexual después de los 19 afios
(57.5%), haber tenido una pareja sexual (57.9%), 2 embarazos a término (31%),
0 partos (36.9%), usar algun método anticonceptivo (76.6%), usar como método
anticonceptivo la OTB (50%), y solo el 8.1% y 10.6% indicaron consumir tabaco
y bebidas alcohdlicas respectivamente.

Por ultimo, en las sedes de Quintana Roo y sede de Puebla, las pacientes fueron
en general del rango de 30-39 afios (33.1% y 30% respectivamente),
mencionaron que iniciaron su vida sexual antes de los 18 afios (62.9% y 55%),
gue solo han tenido una pareja sexual (27.8% y 32%), 2 embarazos a término
(29.1% y 27.3%), O partos naturales (33.9% y 47.3%), usar algin método
anticonceptivos (64.6% y 74.7%), usar como método anticonceptivo la OTB
(53.7% 42.5%), y un bajo consumo de tabaco (20.1% y 27.5%), y bebidas
alcoholicas (23.8% y 15.8%).

Presencia de VPH y su relacibn con caracteristicas clinicas vy
sociodemogréaficas de las pacientes que acuden al programa de tamizaje

Se evaluaron las caracteristicas clinicas de las pacientes VPH-AR positivas, en
relacion con las sedes, para identificar cuales son las caracteristicas clinicas
distintivas entre las sedes (p <0.05) (anexo 4).

Respecto a la edad, se observaron diferencias significativas en las pacientes
VPH-AR positivas respecto a la sede, excepto en las menores de 24 y en
mayores de 50. Es decir, la positividad a VPH-AR es independiente de la sede
en mujeres menores de 24 y mayores de 50 afios, no asi en los otros rangos de
edad. Quintana Roo es la sede donde se identifica mayor proporcion de mujeres
VPH-AR positivas.
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Con relacion al namero de parejas sexuales, se comprob6 que hay diferencias
significativas en las pacientes VPH-AR positivas con respecto a la sede, con la
excepcion del grupo de mujeres que indicaron haber tenido 4 parejas sexuales
0 mas, por lo que, la positividad a VPH-AR es independiente de la sede en
mujeres con 4 0 mas parejas sexuales.

En cuestion al numero de partos, se observé que hay diferencias significativas
en las pacientes VPH-AR positivas con respecto a la sede, con excepcion del
grupo de mujeres que mencionaron haber tenido 4 o mas partos, por lo tanto, la
positividad a VPH-AR es independiente de la sede con mujeres que han tenido
4 partos 0 mas.

Respecto a la edad de inicio de vida sexual, al numero de embarazos, al
consumo de bebidas alcohdlicas, al habito de fumar, y al uso de anticonceptivos
se demostré que existen diferencias significativas en las pacientes VPH-AR
positivas respecto a la sede.

Caracteristicas clinicas de las pacientes VPH-AR positivas por sede del
programa de tamizaje

Con la prueba de chi cuadrada se evaluaron las caracteristicas clinicas de las
pacientes de cada una de las sedes dependiendo del resultado de la prueba de
VPH-AR (anexo 4), para demostrar que caracteristicas clinicas se asocian
estadisticamente (p <0.05) al VPH-AR.

El grupo de edad de 24 afios o menos de las sedes de CDMX, y Guerrero
tuvieron 13 y 7 mujeres respectivamente, teniendo 9(69.2%) y 5(71.4%) casos
positivos a VPH-AR, sin embargo, en la sede de Guerrero disminuye el
porcentaje de casos positivos a VPH-AR conforme aumenta el grupo de edad,
con excepcion del grupo de mayores de 50 afios en donde se vuelve a
incrementar el porcentaje de casos positivos, por otra parte, en la sede de la
CDMX el grupo de 25 a 29 tuvo el mayor porcentaje de casos ya que de las 37
muestras, 27 (73.0%) fueron positivas, en los siguientes dos grupos de edad
disminuyo el porcentaje de casos positivos y nuevamente en el grupo de
mayores de 50 afios aumento al tener 37(42.0%) muestras positivas de un total
de 88 muestras. En las sedes de Quintana Roo y Puebla no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el resultado de VPH-AR vy el
grupo de edad.

En relacion con la edad de inicio de vida sexual en la sede de la CDMX, 416
pacientes indicaron haber comenzado su vida sexual a los 18 afios o antes, de
las cuales, 23.8% fueron positivas a VPH-AR, en contraste, 486 mujeres
indicaron haber comenzado su vida sexual después de los 19 afios, solo 15.8%
fueron positivas a VPH-AR. En las sedes de Guerrero, Quintana Roo y Puebla
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el resultado
de VPH-AR y el IVS.
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Respecto al niumero de parejas sexuales, se demostro0 que hay diferencias
significativas en las pacientes VPH-AR positivas respecto a la sede, excepto en
las que han tenido 4 o méas parejas sexuales. En las sedes de CDMX, que
conforme aumenta el nUmero de parejas, también aumenta el porcentaje de
muestras positivas a VPH-AR, ya que de las 218 pacientes procedentes de la
CDMX que indicaron haber tenido una pareja sexual solo 10.1% fueron positivas
a VPH-AR, por otra parte, de las 249 pacientes que indicaron haber tenido mas
de 4 parejas sexuales, 27.3% fueron positivas a VPH-AR. En |la sede de Guerrero
el grupo de mujeres que han tenido una pareja sexual esta conformado por 95
mujeres de las cuales 9.5% fueron positivas a VPH-AR. Por otra parte, se
observo que el porcentaje maximo de casos positivos a VPH-AR, fue en el grupo
con 3 parejas sexuales, con 42.9%. En las sedes de Quintana Roo y Puebla no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el resultado de
VPH-AR y el nimero de parejas sexuales.

Por ultimo, en la sede de Puebla, 17 pacientes indicaron no haber tenido ningan
embarazo, de dicho grupo 47.1% fueron positivas a VPH-AR. Se observé que en
los grupos de 1y 3 embarazos a término tuvieron el menor porcentaje de casos
positivos a VPH-AR, teniendo 6.7% cada uno. En el resto de las sedes no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el resultado de
VPH-AR y el numero de embarazo.

El resto de las caracteristicas clinicas analizadas no poseen una asociacion
significativa con relacion al resultado del VPH-AR y la sede.
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Figura 28. Comparativo de la prevalencia de casos positivos de VPH-AR por sede
dependiendo de las caracteristicas clinicas. En el grupo de edad, se observaron
diferencias significativas en las pacientes VPH-AR positivas respecto a la sede, excepto
en las menores de 24 y en mayores de 50. El nimero de parejas sexuales, hay
diferencias significativas en las pacientes VPH-AR positivas con respecto a la sede, con
la excepcion del grupo que indico haber tenido 4 o0 mas parejas sexuales
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10.3 Diferencias en la prevalencia de VPH y factores de riesgo en
pacientes procedentes de clinicade displasias en las poblaciones

estudiadas.

Se recolectaron 1074 muestras de clinicas de displasias, en la CDMX se
recolecté el mayor nimero de muestras (31.9%) y Puebla fue la de menor
namero con el 9.3%. Los resultados muestran que la prevalencia de VPH-AR
varian dependiendo de la sede, siendo en la CDMX més prevalente con un
48.7% y puebla la menor con el 20%. Del total 426 muestras fueron positivas a
VPH-AR, lo que representa 39.6% (+11.13) de los casos.

Tabla 11. Prevalencia de VPH-AR en clinica de displasias por sede
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Sede Muestras negativas | Muestras positivas a p
a VPH-AR por sede VPH-AR por sede
n % n %
CDMX 176 51.3 167  48.7
Puebla (Tehuacan) 80 80.0 20 20.0
Guerrero (Taxco) 141 68.2 66 31.8 0.00001
Yucatan 129 56.3 100 43.7
Quintana Roo (Cancun) 122 62.6 73 37.4
Total 649 60.4 426 39.6
48.7

CDMX = Puebla = Guerrero (Taxco) ® Yucatan

P<0.05

Figura 29. Prevalencia de VPH-AR positivo en clinicas de displasias por sede. En
promedio el 40% de las muestras fueron positivas a VPH-AR, en donde la CDMX es la
sede con mayor prevalencia con el 48.7% y Puebla con la de menor con el 20%




Considerando todas las muestras positivas las infecciones por otros VPH-AR
diferentes a 16 y 18, son las mas frecuentes representando el 69.3% (n=296).
En todas las sedes las infecciones exclusivas por VPH 16, son mas frecuentes
que las de VPH 18. El genotipo 16 fue més frecuente en Puebla representado el
15% del total, mientras que en Guerrero fue menos frecuente con el 9.1%, por
su parte el genotipo 18 fue mas frecuente en Puebla con el 10%, y la CDMX fue
la sede con menos frecuencia con el 1.2%.

Tabla 12. Distribucion de genotipos de VPH-AR en muestras positivas

Otros VPH 16 | VPH 18 16y 16, 18 Total

VPH 16 VPH 18 VPH-AR y O y O 18 y O

n % n % n % n % n % n % n % n %
CDMX 24 144 | 2 12 |113 677 |17 101 | 6 36 | 1 06 |4 24 |167 100
Puebla 3 15 | 2 10 | 14 70 1 5 0 O 0 0|0 0|20 100
Guerrero | 6 9.1 | 2 3 | 49 74217 106 | 2 31 |0 O |O 0 | 66 100
Yucatan | 14 14 | 5 5| 69 69 11 11 1 1 0 0|0 0 | 100 100
Quintana | 9 123 |1 14 | 51 6999 123 |3 41 |0 0 |O 0|73 100
Roo

O=0tros VPH-AR (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68).

Las infecciones mudltiples, representan al menos el 14.3% del total de las 426
muestras positivas. La coinfeccion mas frecuente es la del genotipo 16 junto con
otro genotipo de alto riesgo, mientras que la de VPH 16 y 18 es la menos
frecuente al estar exclusivamente en la CDMX. Las monoinfecciones fueron mas
prevalentes en Puebla (83.3%) mientras que las coinfecciones en Quintana Roo
(54.5%)

Tabla 13. Distribucién de infecciones Unicas y maltiples por sede, en clinicas de

displasias
Monoinfecciones Coinfecciones* Total
VPH 16 0 18 n % n % p
n %

CDMX 26 48.1 28 519 54 100

Puebla 5 83.3 1 16.7 6 100 0.002
Guerrero 8 47.1 9 52.9 17 100

Yucatan 19 61.3 12 38.7 31 100

Quintana 10 455 12 545 22 100

Roo

* Se consideraron las siguientes combinaciones VPH16 y otro(s) VPH-AR, VPH 18 y
otro(s) VPH-AR, VPH 16 y 18, VPH 16, 18 y otro(s) VPH-AR. No se evalu6 el grupo
identificado sélo como otros VPH-AR, debido a que no se puede discriminar uno o mas
genotipos ya que se detecta un pool de 12.
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Figura 30. Distribucion de los tipos virales de VPH-AR en clinica de displasias por
sede. En todas las sedes prevalece el grupo identificado como otros VPH-AR, ademas
VPH 16 es mas frecuente que VPH 18

Caracteristicas clinicas y sociodemograficas de las pacientes que acuden
a clinica de displasias por sede

Se evaluaron las caracteristicas clinicas de las pacientes VPH-AR positivas, en
relacion con las sedes, para identificar cuales son las caracteristicas clinicas
distintivas entre las sedes (p <0.05) (anexo 6).

Respecto a la edad, se observaron diferencias significativas exclusivamente en
las pacientes VPH-AR positivas de 25 a 29 afios respecto a la sede.

Con relacion al namero de parejas sexuales, se comprobd que hay diferencias
significativas en las pacientes VPH-AR positivas con respecto a la sede, con la
excepcion del grupo de mujeres que indicaron haber tenido 3 y 4 o mas parejas
sexuales.

En cuestién al nUmero de embarazos, se observd que en el grupo de pacientes
VPH-AR positivas que mencionaron haber tenido 3 y 4 6 mas embarazos hay
diferencias con respecto a la sede, por lo tanto, la positividad a VPH-AR es
independiente de la sede con mujeres que han tenido 0 y 1 embarazo.

Con relacion a la edad de IVS, se observaron diferencias significativas
exclusivamente en las pacientes VPH-AR positivas que inician su vida sexual
después de los 19 afios con respecto a la sede. Es decir, la positividad a VPH-
AR es independiente de la sede en mujeres que inician su vida sexual antes de
los 18 afios
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Por ultimo, con respecto al numero de partos, al consumo de bebidas
alcohdlicas, al habito de fumar, y al uso de anticonceptivos se demostré que no
existen diferencias significativas en las pacientes VPH-AR positivas respecto a
la sede

Presencia de VPH y su relacibn con caracteristicas clinicas vy
sociodemogréficas de las pacientes que acuden a clinica de displasias.

Se evaluaron las caracteristicas clinicas de las pacientes VPH-AR positivas, en
relacion con las sedes, para identificar cuéales son las caracteristicas clinicas
distintivas entre las sedes (p <0.05) (anexo 6).

Respecto a la edad, se observaron diferencias significativas exclusivamente en
las pacientes VPH-AR positivas de 25 a 29 afios respecto a la sede.

Con relacion al niamero de parejas sexuales, se comprobd que hay diferencias
significativas en las pacientes VPH-AR positivas con respecto a la sede, con la
excepcion del grupo de mujeres que indicaron haber tenido 3 y 4 o mas parejas
sexuales.

En cuestion al nimero de embarazos, se observé que en el grupo de pacientes
VPH-AR positivas que mencionaron haber tenido 3 y 4 6 mas embarazos hay
diferencias con respecto a la sede, por lo tanto, la positividad a VPH-AR es
independiente de la sede con mujeres que han tenido 0 y 1 embarazo.

Con relacion a la edad de IVS, se observaron diferencias significativas
exclusivamente en las pacientes VPH-AR positivas que inician su vida sexual
después de los 19 afios con respecto a la sede. Es decir, la positividad a VPH-
AR es independiente de la sede en mujeres que inician su vida sexual antes de
los 18 afios

Por dltimo, con respecto al numero de partos, al consumo de bebidas
alcohdlicas, al habito de fumar, y al uso de anticonceptivos se demostré que no
existen diferencias significativas en las pacientes VPH-AR positivas respecto a
la sede

Caracteristicas de las pacientes VPH-AR positivas en cadaunade las sedes
de la clinica de displasias.

Con la prueba de chi cuadrada se evaluaron las caracteristicas clinicas de las
pacientes de cada una de las sedes dependiendo del resultado de la prueba de
VPH-AR (anexo 6), para demostrar que caracteristicas clinicas se asocian
estadisticamente (p <0.05) al VPH-AR.

Se demostro que el VPH-AR en la sede CDMX se asocia al grupo de edad, en
la sede de Guerrero al grupo de edad, y al nimero de embarazos, en la sede de
Puebla al nimero de parejas sexuales y, por ultimo, en las sedes de la peninsula
de Yucatan (Quintana Roo y Yucatan), no hubo ninguna asociacién entre alguna
caracteristica clinica y el resultado de VPH-AR.
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El grupo de edad de 24 afios o menos de las sedes de CDMX y Guerrero fueron
69.2% y 71.4% positivas a VPH- AR respectivamente. Sin embargo, en la sede
de Guerrero disminuye el porcentaje de casos positivos a VPH-AR conforme
aumenta el grupo de edad, con excepcién del grupo de mayores de 50 afios en
donde se vuelve a incrementar el porcentaje de casos positivos, por otra parte,
en la sede de la CDMX el grupo de 25 a 29 tuvo el mayor porcentaje de casos
ya que de las 37 muestras, 27 (73.0%) fueron positivas, en los siguientes dos
grupos de edad disminuyo el porcentaje de casos positivos y nuevamente en el
grupo de mayores de 50 afios aumento al tener 37(42.0%) muestras positivas de
un total de 88 muestras.

En relacion niumero de parejas sexuales en la sede de Puebla, se demostré que
conforme aumenta el nimero de parejas sexuales, también aumenta el
porcentaje de muestras positivas a VPH-AR, de las 34 pacientes que indicaron
haber tenido una pareja sexual solo 3(8.8%) fueron positivas a VPH-AR, por otra
parte, de las 4 pacientes que indicaron haber tenido mas de 4 parejas sexuales
todas fueron positivas a VPH-AR. En resto de las sedes no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el resultado de VPH-AR vy el
namero de parejas sexuales.

16 mujeres de la sede de Guerrero indicaron no haber tenido ningin embarazo,
de las cuales 62.5% fueron positivas a VPH-AR, después se observa una
disminucién del porcentaje de casos positivos a VPH-AR a mayor numero de
embarazos, en donde de las 55 mujeres que indicaron haber tenidos mas de 4
embarazos a término, solo 23.6% fueron positivas a VPH-AR. En el resto de las
sedes no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el
resultado de VPH-AR y con el nUmero de embarazos.
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Figura 31. Comparativo de la prevalencia de casos positivos de VPH-AR por sede
dependiendo de las caracteristicas clinicas. Con respecto al grupo de edad, hay
diferencias significativas en las pacientes VPH-AR positivas de 25 a 29 afios respecto a
la sede. Existen diferencias significativas en el grupo de pacientes VPH-AR positivas
gue hay tenido 1 o 2 parejas sexuales, y 0,1 0 2 embarazos con respecto a la sede.
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10.4 Cambios de expresion en HOXC1l1l y EZH2 en muestras
cervicovaginales.
10.4.1 Expresion a nivel de proteina

Se realiz6 Inmunocitoquimica de lineas celulares de cancer de cérvix SiHa y
Caski, para poder emplearlas como control positivo en las muestras problema
(Figura 32).
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Figura 32. Inmunocitoquimica de SiHa y Caski. Se observa que en ambas lineas
celulares hay una intensa positividad nuclear con ambos anticuerpos. Todas las
imagenes se observan a 400x.
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Se realiz0 la seleccidon de muestras cervicovaginales dependiendo del resultado
de la prueba de VPH-AR y de la inmunotincién p16/Ki67. Se obtuvieron 3 grupos,

negativo a VPH-AR (control), positivo a VPH-AR pero negativo a p16/Ki67, y
positivo a VPH-AR y p16/Ki67.

HOXC11y EZH2pS21 son proteinas que se localizan principalmente en el nicleo
celular, por lo que para emitir un resultado positivo se debe observar el nucleo
de color café. El resultado se reportd6 de dos maneras; negativo/positivo con
intensidad baja y positivo con intensidad moderada/alta (Figura 33).

Muestra con reaccion Muestra con reaccion Muestra con reaccion
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Figura 33. Expresién proteica de HOXC1l1l y EZH2pS21 en muestras
cervicovaginales. Expresion nuclear negativa, moderada y alta de las proteinas
HOXC11y EZH2pS21. Todas las imagenes se observan a un aumento de 400x.
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Tabla 14. Porcentaje y frecuencia de las muestras a partir de la intensidad de las
proteinas analizadas

VPH-AR | VPH-AR positivo; | VPH-AR y
Proteina Intensidad negativo | p16/Ki67 negativo | p16/Ki67
positivo
Negativo/ 83.3% 40% 0%
HOXC11 Positivo bajo (10/12) (6/15) (0/0)
Moderado/ 16.7% 60% 100%
Alto (2/10) (9/15) (15/15)
Negativo/ 100% 33.3% 0%
EZH2pS21 Positivo bajo (12/12) (5/15) (0/0)
Moderado/ 0% 66.7% 100%
Alto (0/0) (10/15) (15/15)

Tal como se observa en la tabla 14, se identificoO una tendencia de incremento
en la expresion proteica de ambas proteinas (HOXC11 y EZH2pS21) en las
muestras positivas a VPH-AR en comparacién con las negativas a VPH-AR
(p<0.05), por lo cual se decidi6 realizar un analisis cuantitativo de la expresion
de estas proteinas, y de esta manera no fuese exclusivamente cualitativo. Se
analizaron las fotografias de cada una de las muestras utilizando el software
Image J ®, el cual indica el porcentaje de expresion proteica nuclear (Figura 34).
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Figura 35. Comparacion de la expresién proteica nuclear de HOXC11. Se observan
los porcentajes promedio de expresion nuclear de cada uno de los grupos (ANOVA

p=0.00001)




Se realiz6 la prueba de ANOVA para determinar si hay diferencias entre los
promedios de los 3 grupos, en donde el resultado de dicha prueba indica que
existen diferencias significativas (p<0.05) entre el promedio de expresion nuclear
de HOXC11 y los grupos de las muestras estudiadas, pero para saber si hay
diferencias estadisticamente significativas al comparar los 3 grupos analizados

Se realiz6 la prueba de Tukey, la cual indico que existen diferencias significativas
(p<0.05) entre los 3 grupos, por lo que se puede decir que el porcentaje de
expresion nuclear de HOXC11 aumenta con la presencia del VPH-AR y a su vez
hay una correlacion directa entre los niveles de proteina de HOXC11 y la etapa
de la infeccion de VPH-AR.
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Figura 36. Comparacién de la expresion proteica nuclear de EZH2p-S21. Se
observan los porcentajes promedio de expresion nuclear de cada uno de los grupos
(ANOVA p=0.00001)

Se realiz6 la prueba de ANOVA para determinar si hay diferencias entre los
promedios de los 3 grupos, en donde el resultado de dicha prueba indica que
existen diferencias significativas (p<0.05) entre el promedio de expresion nuclear
de EZH2pS21 y los grupos de las muestras estudiadas, para determinar si hay
diferencias estadisticamente significativas al comparar los 3 grupos analizados
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Serealizo6 la prueba de Tukey, la cual indico que existen diferencias significativas
(p<0.05) entre los el grupo VPH-AR negativo y los grupos con VPH-AR positivo,
pero no existen diferencias significativas entre los grupos VPH-AR positivo/p16-
Ki67 negativo y VPH-AR positivo/p16/Ki67 positivo, por o que se puede decir
que el porcentaje de expresion nuclear de EZH2pS21 aumenta con la presencia
del VPH-AR, sin embargo no hay una correlacion directa entre los niveles de
proteina de EZH2pS21 y la etapa de la infeccion de VPH-AR.

11.Discusién

Presencia de VPH-AR y caracteristicas clinicas de mujeres tamizadas y
referidas a clinica de displasia

En este estudio la poblacion de tamizaje comprendi6 4 estados del pais, siendo
dos de la Megalépolis de México (CDMX y Puebla), uno de la peninsula de
Yucatan (Quintana Roo), y uno del suroeste del pais (Guerrero), se obtuvo en
promedio una prevalencia de VPH-AR del 22.3%, dicho valor es cercano a los
reportes publicados durante el afio 2019, del 24.8% y 25.8% (Campos et al,
2019; Gutiérrez, et al 2019), y esta entre el intervalo de lo publicado en afios
anteriores gque oscilan entre el 8% y el 50% (Lazcano E, et al. 2010; Orozco A,
et al. 2010). Cabe notar que la Unica institucion publica que posee datos de
tamizaje de CaCu por medio de deteccion de VPH-AR, es el Centro Nacional de
Equidad de Género y Salud Reproductiva (CNEGSR), en su ultimo reporte del
2017, tamizaron a 322,123 pacientes, e indicaron una prevalencia del 10.3 % a
nivel nacional, en donde los estados con mayor prevalencia fueron Sonora
(13.9%), Veracruz (12.6%), Coahuila (12.3%), y Yucatan (12.1%), donde
ninguno de estos estados pertenecieron a nuestras poblaciones analizadas.

La CDMX ha sido una de las poblaciones mas estudiadas en México en relacién
con el tamizaje de CaCu por medio de deteccion de VPH-AR, con valores entre
7 al 25 % (Pifia et al. 2006; Lopez, et al, 2012; Caballero et al. 2017), aunque
con técnicas de deteccion diferentes. En el presente estudio, se obtuvo un
promedio del 18,1%. En Puebla la prevalencia fue del 16.7%, valor inferior a dos
reportes anteriores del 25.4% y 25.2% (Velazquez, et al. 2009; Campos et al,
2019), dichos reportes son de mujeres que carecen de seguridad social, que
viven en poblaciones rurales alejadas de las principales ciudades de Puebla,
mientras que en nuestro estudio la poblacion es de mujeres con seguridad social,
gue radican en la segunda ciudad mas habitada e importante de Puebla que es
Tehuacéan. Por lo que es esperado observar una mayor prevalencia de VPH-AR,
ya que un bajo nivel educativo, carencia de infraestructura en el sector salud, y
el acceso a los programas de vacunacion y limitacion al tamizaje, son
caracteristicas de poblaciones rurales (OMS, 2019).
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En Guerrero, asi como otros estados del sur del pais, normalmente se han
reportado una alta prevalencia de VPH-AR del 35.5%, y 37.6 % (lllades et al
2009; Colin et al 2010). En estos estudios la poblacion analizada fue de la ciudad
de Acapulco, mientras que en el presente estudio identificamos 15.2% de
pacientes provenientes de la ciudad de Taxco. Es importante mencionar que
diferencias poblacionales y la sensibilidad de las técnicas usadas para la
deteccién de VPH son factores que pueden afectar la prevalencia de VPH. La
técnica COBAS 4800® usada en este estudio es una prueba validada analitica y
clinicamente, y que detecta solamente VPH de alto riesgo.

Por ultimo, la sede de Quintana Roo especificamente Cancun, fue la que posee
mayor prevalencia con 38%, dicho valor es superior a lo indicado en reportes
anteriores del 15.8% y 21.2% (Navarro, et al 2018; Campos, et al. 2019). Es
importante mencionar que en afios reciente ha incrementado la tasa de
incidencia y mortalidad a causa de CaCu en dicha entidad, en 2017 fue
considerado como el segundo estado de la republica con la tasa mas alta de
mortalidad por CaCu del 17.7, siendo superado solamente por Chiapas con 19.7
(CNEGSR, 2017).

Se considera que estas diferencias porcentuales presentadas en cada una de
las poblaciones y de manera general, pueden variar ampliamente, debido a las
caracteristicas sociodemograficas de la poblacion analizada, la sensibilidad y
especificidad de la técnica empleada, de la cantidad de muestra bioldgica
utilizada y a la dinamica de movilidad de cada poblacién (Brancaccio et al. 2018).

Se analizaron muestras de la CDMX, Puebla, Guerrero, y la peninsula de
Yucatan (Quintana Roo y Yucatan) de clinica de displasias. Las pacientes que
acuden a estas clinicas, es por el hecho que obtuvieron en su reporte citolégico
un diagnéstico presuntivo de lesidon intraepitelial bajo o de alto grado, o
alteraciones celulares compatibles con VPH o CaCu, por lo que requieren una
confirmacion diagndstica por colposcopia, y examen histopatoldgico de acuerdo
con la NOM-014-SSA2-1994; por lo cual, hay mayor probabilidad de encontrar la
presencia del VPH-AR en dichas muestras, ya que es el agente causal de
lesiones precursoras de cancer, asi como de CaCu (Zur Hausen,1994).

Los resultados indican que en general hubo una prevalencia de VPH-AR del
39.6%, dicho valor tal como se esperaba es superior al de las mujeres que
acuden al programa de tamizaje del 22.3%, y esta entre el intervalo a los analisis
mostrados en afos anteriores por diversos autores del 31 al 95% (lllades et al.
2010; Aguilar et al, 2015). Una limitante del trabajo es que no se obtuvieron los
datos de la confirmacién diagnostica colposcépica e histopatologica.  Sin
embargo, el hecho de que la prevalencia de las muestras procedentes de las
clinicas de displasias sea tan variable, se puede deber a diferencias en la
eficiencia del diagndstico mediante Papanicolaou, ya que es en base a dicho
resultado que se refieren las pacientes a clinica de displasias. Por otra parte,
hasta el 50% de las lesiones de bajo grado, sufren un proceso de aclaramiento
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de forma natural por el sistema inmune, en un tiempo no maximo de 12 meses
(Melnikow, et al. 1998). La NOM-014-SSA2 indica que las pacientes deben
recibir su resultado del PAP maximo 10 dias después de su toma de muestra, y
ser remitidas a una clinica de displasias maximo en un lapso de 3 meses, a pesar
de ello desafortunadamente el flujo de trabajo en sistema de salud es muy lento,
por lo que, al llegar a una clinica de displasias como alguna de nuestro estudio,
posiblemente lleguen con la infeccion resuelta, arrojando un resultado negativo
0 un estadio mas avanzado de la enfermedad. A esto también se le suma el
hecho que el diagnostico presuntivo antes de ser remitidas a la clinica de
displasias es exclusivamente a través del PAP, el cual detecta una minoria de
las infecciones por VPH AR, y un gran nimero ASCUS, el cual es un resultado
ambiguo al no esclarecer si es una lesibn maligna, o cambios inflamatorios
relacionado a diversas causas, se ha estimado que hasta el 60% de los reportes
de PAP poseen este resultado (Catteau, et al 2014). De acuerdo con los
resultados de este estudio, 60% de las pacientes referidas a las clinicas de
displasias no tienen VPH-AR, esto es relevante, ya que una de las opciones de
triage para tamizaje basado en PAP, es precisamente la deteccién de VPH-AR
y de ser posible con genotipificacién de VPH 16 y 18

En relacién a la distribucion de los genotipos de VPH AR, tanto en pacientes de
tamizaje como de clinica de displasias, con un 77% y 69.3% respectivamente,
son mas frecuentes otros genotipos de alto riesgo diferentes a 16 y 18, que
incluyen a los genotipos 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68, en otros
estudios realizados anteriormente en diversas poblaciones de tamizaje también
se han reportado que 70% y 77.5% es la prevalencia de otros VPH AR
(CNEGSR, 2017). El genotipo 16 ha sido reportado como el mas prevalente en
diversas regiones del mundo incluyendo a México, tanto en muestras normales,
asi como con displasias (IARC/ICO. 2018), la prevalencia de este genotipo en
este estudio fue del 13.1% en la poblacion de displasias y del 8.8% en la
poblacion de tamizaje.

Dado a las limitaciones de la técnica empleada no se puede saber la
combinacion exacta de los genotipos identificados en el grupo de otros VPH-AR,
ya que solo detecta los genotipos 16, 18 y un pool conformado por 12 genotipos
de alto riesgo. Las infecciones multiples que pudieron ser identificadas, fueron al
menos del 9.8 % en tamizaje y 14.5% en clinica de displasias, siendo la
coinfeccion de VPH 16 junto con otro de alto riesgo la més frecuente en ambas
poblaciones. Se estima que en México varia entre el 8% y el 30% de mujeres
positivas a VPH que estan infectadas simultaneamente por otros genotipos ya
sea de alto o bajo riesgo (Cheturvedi, et al 2005; Velazquez et al 2009; Aguilar
et al 2015; Gutiérrez, et al 2019). La prevalencia de las coinfecciones en CaCu
es menor (3-44% del total de casos) que las monoinfecciones, pero algunos
estudios han demostrado que generan un valor pronostico peor hacia la paciente,
ya que se asocian a una mayor recurrencia tumoral, menor sobrevida, y a una
mala respuesta de terapia (Bachtiary, et al 2002; Kaliff et al 2018).
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Aln no esta claro, si hay una asociacion positiva o negativa de las infecciones
multiples, pero se ha demostrado, que una infeccion de VPH-AR en curso, puede
ser un factor de riesgo para adquirir a corto plazo una infeccion adicional de VPH
y con ello generar una infeccion persistente, que al ser sinérgica aumenta los
efectos oncogénicos, por lo cual, pudiese desencadenar en menor tiempo
lesiones precursoras o CaCu (Rousseau, et al 2001), esto también se relaciona
con el hecho que en las coinfecciones la carga viral es mayor que en las
monoinfecciones, lo cual favorece la integracion al genoma y la progresion de la
lesion (Manawapat et al, 2018). Para poder refutar las aseveraciones de los
autores antes citados y extrapolar a nuestro estudio, es importante utilizar otro
método de genotipificacion, para determinar cudl es la distribucion exacta del
grupo de otros VPH-AR, de esta manera establecer la prevalencia de la
combinaciones de los genotipos en nuestras poblaciones estudiadas, ademas
de darles el seguimiento a corto y largo plazo a las pacientes, para conocer el
efecto de las infecciones multiples en nuestra poblacion mexicana estudiada, y
asi estimar el riesgo que poseen de desarrollar un avance en las lesiones o
CaCu.

En relacién a las caracteristicas clinicas, la edad fue un factor de riesgo que se
asocio estadisticamente al resultado de VPH-AR en el programa de tamizaje
(Quintana Roo, Guerrero y CDMX) y en clinica de displasias (Guerrero y CDMX)
normalmente a la edad a la cual se observa un pico de la prevalencia de VPH
AR, es posterior al inicio de la vida sexual que es alrededor de los 20 afios, y
conforme avanza la edad se observa un efecto de meseta en edades medias, y
después una disminucion paulatina y progresiva conforme avanza la edad, por
lo tanto, al analizar poblaciones jévenes, la probabilidad de tener una alta
prevalencia de infeccion por VPH es mayor (Melkert et al. 1993; Bruni, et al
2010). Sin embargo, también se ha observado que se genera un segundo pico
de casos de prevalencia de casos positivos a VPH-AR en el rango de 55 a 64
afos, esto se observd exclusivamente en nuestra poblacion de la clinica de
displasias, este pico de prevalencia se debe a que en este rango de edad es
comln que ocurra una reactivacion de los virus latentes posiblemente por la
senescencia del sistema inmune, y ademas un gran porcentaje de los
diagnésticos de CaCu ocurre en un media de edad de 49 afios (Herrero, et al
2000)

En la poblacion de tamizaje general y en la sede de CDMX, se determiné que las
mujeres positivas a VPH-AR inician principalmente su vida sexual antes de los
18 afos, esto es un factor de riesgo porque durante ese rango de edad hay
inmadurez bioldgica cervical, asi como cambios epiteliales producidos por la
influencia estrogenica, ademas se ha determinado que en las primeras
relaciones sexuales durante la adolescencia, no se utilizan métodos
anticonceptivos de barrera como el condon (Edelstein et al 2009;Louie et al,
2009).
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Al ser la infeccion de VPH una enfermedad de transmisién sexual, a mayor
namero de parejas sexuales, mayor probabilidad de una infeccion, ademas no
solo se involucra con su comportamiento sexual individual, sino también con el
de su(s) pareja(s) sexuales (Burk, et al. 1996). Esta variable como factor de
riesgo se observo en la poblacion de clinica de displasias especificamente en la
sede de Puebla, ademas en la poblacion del programa de tamizaje en las sedes
de Guerrero y CDMX, en donde la positividad al VPH se relaciona con haber
tenido 4 parejas sexuales o0 mas.

En relacién al numero de embarazos, se ha comprobado que un mayor nimero
de embarazos a término, hay mayor probabilidad de una infeccién por VPH, y el
desarrollo de CaCu, tener mas de 5 embarazos genera hasta el doble el riesgo
del desarrollo de lesiones de alto grado y 15 veces el desarrollo de CaCu, esto
se debe a los cambios hormonales durante el embarazo, la mayor exposicién de
la zona de transformacion, y el aumento de traumas en el cérvix a causa del
parto (Pifia, et al 2006; Elson et al, 2000). Sin embargo, en nuestro estudio en la
sede de Puebla del programa de tamizaje y la poblacion de displasias de la sede
de Guerrero, determinamos que las mujeres sin antecedentes de embarazo
presentaban un mayor porcentaje de casos positivos a VPH-AR en comparacién
con mujeres que se habian embarazos con anterioridad. Por lo que la presencia
de VPH puede relacionarse a otros factores de riesgo.

El consumo de tabaco de manera crénica, aumenta potencialmente el riesgo de
infecciéon por VPH, por su propio efecto carcinogénico, y a través de un deterioro
local de la inmunidad celular, mediante la inhibicién de la actividad de las células
T y NK, asi como la supresién de la produccién de anticuerpos especificos contra
el VPH, aunque esto viene relacionado con la dosis de tabaco consumida al dia,
(Kalra et al, 2000), aqui se determiné que solo en la poblacion de la clinica de
displasias hay una asociacion estadisticamente significativa de la positividad de
VPH al consumo de tabaco.

Cambios de expresion en HOXC11 y EZH2 en muestras cervicovaginales

HOXC11 es parte de la familia de los genes HOX que codifican factores de
transcripcion que regulan el desarrollo embrionario, durante esta etapa estimula
la proliferacion y la supervivencia de las células progenitoras, sin embargo,
durante la etapa adulta su expresion es baja en la mayoria de los tejidos
normales, pero se ha demostrado que cuando este se sobre expresa promueve
aberrantemente la proliferacion, contribuyendo a el proceso carcinogénico, por
lo que se ha asociado a diversos tipos de cancer como mama, renal,
cervicouterino, glioblastoma, pulmon y colon rectal (Lopez et al 2006; Fennell et
al 2019; Wang et al 2019).
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HOXC11 en céncer se asocia, a la resistencia a farmacos como tamoxifeno en
el tratamiento endocrino en cancer de mama, al regular junto con el coactivador
del receptor de esteroides p160 (SCR1) a la proteina S100 beta (Mcllroy et al
2010), y a una mala respuesta a terapia en CaCu y glioblastoma al relacionarse
a la persistencia o recurrencia de la actividad tumoral o muerte durante el
seguimiento a 5 afios (Rios 2015; Eoh et al 2019), por todo lo ya mencionado,
Su expresion en cancer esta relacionada a la supervivencia de los pacientes, por
lo cual puede servir como un blanco terapéutico y/o biomarcador de mal
pronéstico (Liu et al 2015; Sun et al 2019).

En reportes anteriores solo se ha analizado la expresion de HOXC11 en lineas
celulares, epitelio cervical normal y en cancer, pero no en etapas iniciales y de
transformacioén a casusa del VPH-AR, por lo cual nuestro estudio se baso en este
tipo de muestras (Lopez et al 2006; Rios 2015; Eoh et al 2019).

En el presente estudio, identificamos un incremento en la expresiéon de HOXC11
a nivel de proteina en muestras con infeccién a VPH-AR, pero no en muestras
negativas a este virus, esto coincide con lo antes publicado que indican que
HOXC11 al igual que otros genes del cluster HOXC (9, 12, 13) no presenta
expresion en tejido cervical normal, pero si una transcripcion altamente activa en
CaCu, por lo que en dicho estudio han sugerido a este gen como un candidato
para ser biomarcador molecular de CaCu (LOpez et al 2006).

Se han demostrado que la sobre expresién de este gen, se debe a que la
oncoproteina E7 del VPH-AR en especial los genotipos 16 y 18, ocasiona
diversas alteraciones genéticas y epigenéticas en el ADN e histonas,
modificando la expresién y funcién normal de las metiltransferasas (EZH2 y
DNMT1), y desmetilasas de histonas (KDM6A/B), se ha encontrado un
enriquecimiento concomitante de las marcas H3K4me3 y H3K27me3, pero un
mayor enriguecimiento para las marcas H3K4me3 en comparacion con las
marcas H3K27me3, e hipometilacion del ADN en la regién promotora, lo cual es
indicativo de activacién de la transcripcion de este gen. (McLaughlin et al 2011;
Hyland et al 2011; Rios 2015; Saha et al 2017)

Con los datos presentados la expresion proteica de HOXC11 es aumentada por
la presencia virus, ademas de que hay muestras negativas a VPH-AR que
presentan la expresion de dicha proteina, pero se encontraron que existen
diferencias significativas entre los 3 grupos analizados, por lo que se puede decir
que el porcentaje de expresion nuclear de HOXC11 aumenta con la presencia
del VPH-AR, por lo cual al presentarse en células en transformacién podria estar
involucrado en el desarrollo de lesiones prescursoras y CaCu pero se deben
realizar mas estudios con una poblacién mas grande para determinar como se
relaciona HOXC11 con la progresion de CaCu.
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Las diversas alteraciones epigenéticas en el ADN y en las histonas, causadas
por las oncoproteinas E6 y E7 del VPH AR, comienzan desde etapas tempranas
de la enfermedad en las lesiones precursoras, y van progresando conforme
avanza la enfermedad hasta desencadenar CaCu, por lo cual, en la actualidad
se propone a las enzimas EZH2, KDM6A/B y DNMT1, que producen
modificaciones epigenéticas, asi como el resultado de dichas modificaciones
(metilacion del ADN e histonas), como posibles marcadores moleculares
diagnoésticos y prondsticos de lesiones precursoras y CaCu.(McLaughlin et al
2011; Wentzensen et al 2009).A pesar de que hay incremento de EZH2, se ha
observado la pérdida del porcentaje de H3K27me3 in vitro e in vivo en LIEAG y
CaCu, que afectan la reprogramacion epigenética de genes HOX dirigidos por
H3K27me3, lo cual se debe principalmente por la fosforilacion de EZH2 en la
Serina 21 (EZH2p S21) por la via AKT, altamente activa en células infectadas
por VPH-AR, generando cambios estructurales y funcionales en dicha enzima
(Hylan P, et al 2011). Se han observado altos niveles de EZH2p S21 en
queratinocitos infectados por VPH 16, pero aun asi hasta la fecha este es el
primer reporte de EZH2p S21 en lesiones precursoras de muestras clinicas, para
determinar su expresion en etapas tempranas de la infeccion.

Estudios anteriores han demostrado que EZH2 posiblemente puede ser
empleado como un biomarcador de lesiones precursoras y CaCu, ya que posee
una baja expresion en tejido cervical normal, y conforme avanza la enfermedad
también aumenta su concentracion, pero también existen evidencias de que no
hay correlacion directa entre los niveles de la proteina y el grado de malignidad
de la lesion (Holland et al 2008; Wijetunga, et al 2016), por lo cual se cree que la
proteina fosforilada puede ser mas especifica dependiendo del grado de la
lesion. Los resultados en este trabajo demuestran que EZH2p S21 se encuentra
expresado en las lineas celulares SiHa y Caski, asi mismo esta expresado en
muestras negativas y positivas a VPH-AR, pero también se encontré que EZH2p
S21 estd sobre expresados en muestras cervicales compatibles con lesiones
precursoras (p16+/Ki-67+) por lo cual podrian estar relacionadas a la progresion
de CaCu, esto se podria deber a que la ruta PI3K-AKT es activada desde la unién
del virion con la célula, que permite la internalizacién y entrada al virus a la célula,
por lo cual se puede indicar que la actividad de la enzima EZH2 se ve afectando
desde etapas iniciales de la infeccion (Raff, et al, 2013).
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12.Conclusiones

En ambos grupos de estudio (tamizaje y displasia) 7 de cada 10 muestras
positivas a VPH son de genotipos de alto riesgo diferentes a 16 y 18.

Las infecciones multiples representan al menos el 10% del total de las
infecciones de VPH AR.

Hasta el 60% de las mujeres que son remitidas a la clinica de displasias por
medio del PAP no presentan infeccion por VPH AR. Por lo que se debe analizar
el resultado diagndstico confirmatorio de los casos VPH negativos.

La asociacion del consumo de tabaco y uso de métodos anticonceptivos
hormonales como factores de riesgo para la infeccion e VPH, solo fue
identificado en muestras referidas a la clinica de displasias.

Haber tenido 4 o mas parejas sexuales, tener menos de 24 afios o0 mas de 50
afos, se asocia a la presencia del VPH-AR independiente de la poblacién y grupo
estudiado

La presencia de VPH-AR en ambas poblaciones se asocio estadisticamente al
rango de edad, niumero de embarazos y al haber tenido mas de 4 parejas
sexuales.

HOXC11 y EZH2pS21 estan sobre expresados en muestras cervicales
compatibles con lesiones precursoras (p16+/Ki-67+) por lo cual podrian estar
relacionadas a la progresion de CaCu.

13.Perspectivas

Analizar el resultado del PAP y del diagnéstico confirmatorio de las muestras
cervicovaginales provenientes de clinica de displasias.

Evaluar por medio de PCR en tiempo real la expresion de los genes HOXC11 y
EZH2 en muestras cervicovaginales positivas y negativas a VPH-AR.

Evaluar la expresion de HOXC11 y EZH2 por medio de inmunohistoquimica y
PCR en tiempo real en muestras de CaCu,

Identificar las caracteristicas clinicas y frecuencia de VPH-AR en otros estados
de la republica para compararlos con los datos aqui presentados.
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15.Anexos

Anexo 1. Presencia de VPH y su relaciébn con caracteristicas clinicas y
sociodemograficas de las pacientes que acuden al programa de tamizaje

VPH AR positivo VPH-AR Negativo p
n % n %

Grupo de edad
<24 35 34.3 67 66.7
25-29 83 38.6 132 614 0.00001
30-39 122 234 400 76.6
40-49 89 17.7 414  82.3
=250 43 13.7 272 86.3
Total 372 22.5 1285 77.5
IVS
<18 212 26.6 584 73.4
=219 149 18.9 638 81.1 0.00001
Total 361 22.8 1222 77.2
Numero de parejas sexuales
1 66 14.4 392 85.6
2 98 24.1 308 75.9
3 81 25.3 239 74.7 0.00001
24 112 30.0 261 70.0
Total 357 22.9 1200 77.1
NUumero de embarazos
0 68 30.5 155 69.5
1 67 23.0 224 77.0
2 107 23.4 350 76.6
3 63 18.3 281 81.7 0.014
24 54 20.3 212 79.7
Total 359 22.7 1222 773
Numero de partos
0 174 23.4 570 76.6
1 64 21.8 229 78.2
2 60 215 219 78.5
3 33 19.9 133 80.1 0.672
24 24 27.3 64 72.7
Total 355 22.6 1215 77.4
Uso de anticonceptivos
Si 261 232 866 76.8
No 97 22.1 341 77.9 0.678
Total 358 22.8 1207 77.2
Anticonceptivo que utiliza
Hormonal 35 24.0 111 76.0
Condon 63 28.6 157 71.4
Salpingoclasia 88 20.3 345 79.7 0.259
DIU 59 23.7 190 71.4
Otro 16 22.5 55 77.5
Total 262 234 859 76.6
Alcoholismo
Si 93 24.8 282 75.2
No 212 216 768 78.4 0.297
Total 305 22.6 1050 77.4
Tabaquismo
Si 88 25.8 253 74.2
No 256 22.4 888 77.6 0.361
Total 344 23.1 1142 76.9
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Anexo 2. Presencia de VPH y su relacibn con caracteristicas clinicas y
sociodemogréficas de las pacientes que acuden a clinica de displasias

VPH AR positivo VPH-AR Negativo p
n (%) n %

Grupo de edad
<24 38 60.3 25 39.7
25-29 55 50.5 54 49.5 0.00001
30-39 118 46.3 137 537
40-49 70 28.9 172 711
=250 91 36.1 161 63.9
Total 372 404 549 59.6
IVS
<18 188 39.8 282 60.2
219 133 40.0 201 60.0 0.959
Total 321 39.9 483 60.1
Numero de parejas sexuales
1 126 33.8 247  66.2
2 82 44.3 103 55.7
3 58 47.2 65 52.8 0.005
24 49 48.0 53 52.0
Total 315 40.2 468 59.8
Numero de embarazos
0 54 61.4 34 48.6
1 56 46.3 65 53.7
2 69 35.6 125 64.4
3 76 37.4 127 62.6 0.00001
24 85 35.3 156 64.7
Total 340 401 507 59.9
Numero de partos
0 124 448 153 55.2
1 57 42.9 76 57.1
2 60 37.7 99 62.3
3 51 37.5 85 62.5 0.260
24 40 34.8 90 65.2
Total 340 40.3 503 59.7
Uso de anticonceptivos
Si 231 39.1 360 60.9
No 92 39.8 139 60.2 0.098
Total 323 395 499 60.5
Anticonceptivo que utiliza
Hormonal 35 47.8 36 52.3
Condon 53 47.3 59 52.9
Salpingoclasia 82 314 179 68.6 0.035
DIU 37 41.6 52 58.4
Otro 21 42.0 29 58.0
Total 226  38.8 355 61.2
Alcoholismo
Si 38 48.1 41 51.9
No 245 37.0 418 63.0 0.054
Total 283 38.1 459 61.9
Tabaquismo
Si 75 45.7 89 54.3
No 237 37.3 399 62.7 0.047
Total 312 39.0 488 61.0
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Anexo 3. Caracteristicas clinicas y sociodemogréaficas de las pacientes que
acuden al programa de tamizaje por sede.

Grupo de edad

General CDMX Puebla Guerrero | Quintana Roo P
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
<24 102 (6.2 62 (6.4) 17 (11.3) | 8 (4.3 15 (4.2
25-29 215 (13.0) 84 (8.7) 22 (14.7) | 12 (6.5) 97 (6.5) 0.000
30-39 522 (31.4) 317 (32.8) 45 (30) 42 (22.6) 118 (33.1)
40-49 503 (30.4) 307 (31.8) 43 (28.7) 67 (36.0) 86 (24.2)
250 315 (19.0) 195 (20.2) 23 (15.3) 57 (30.6) 40 (11.2)
Total 1657 (100) 965 (100) 150 (100) | 186 (100) 356 (100)
IVS
<18 796 (50.3) 416 (46.1) 82 (55) 76 (42.5) 222 (62.9) 0.000
>19 787 (49.7) 486 (53.9) 67 (45) | 103 (57.5) 131 (37.1)
Total 1583 (100) 902 (100) 149 (100) | 179 (100) 353 (100)
Numero de parejas sexuales
1 458 (29.3) 218 (24.4) | 48 (32.0) | 95(57.9) 97 (27.8)
2 406 (26.1) 230 (25.7) 47 (31.3) 37 (22.6) 92 (26.4) 0.000
3 320 (20.6) 197 (22.0) 23 (15.3) 21 (12.8) 79 (22.6)
>4 373 (24.0) 249 (27.9) 32 (21.4) 11 (6.7) 81 (23.7)
Total 1557 (100) 894 (100) 150 (100) | 164 (100) 349 (100)
Numero de embarazos
0 223 (14.1) | 155 (17.3) 17 (11.3) 12 (6.6) 39 (11.1)
1 291 (18.4) 191 (21.3) | 30 (20.0) 21 (11.6) 49 (13.8) 0.000
2 457 (28.9) | 257 (28.7) | 41 (27.3) 56 (31.0) 103 (29.1)
3 344 (21.8) | 176 (19.6) | 30 (20.0) 54 (29.8) 84 (23.7)
>4 267 (16.8) | 117 (13.1) 32 (21.4) 38 (21.0) 79 (22.3)
Total 1581 (100) 896 (100) 150 (100) | 181 (100) 354 (100)
Numero de partos
0 744 (47.1) | 488 (54.8) | 71 (47.3) | 65 (36.9) 120 (33.9)
1 293 (18.7) 161 (18.1) 27 (18) 38 (21.6) 67 (18.9)
2 279 (17.8) 151 (17.0) 27 (18) 32 (18.2) 69 (19.5) 0.000
3 166 (10.6) 67 (7.5) 15 (10) | 29 (16.5) 55 (15.5)
>4 88 (5.6) 23 (2.6) 10 (6.7) | 12 (6.8) 43 (12.2)
Total 1570 (100) | 890 (100) | 150 (100) | 176 (100) 354 (100)
Uso de anticonceptivo
Si 1127(71.9) 654 (73.6) 112 (74.7) | 134 (76.6) 227 (64.6)
No 438 (28.1) 235(26.4) | 38 (25.3) | 41 (23.4) 124 (35.4) | 0.003
Total 1567 (100) 889 (100) | 150 (100) | 175 (100) 351 (100)
Anticonceptivo que utiliza
Hormonal (13.0) 98 (15.2) 8 (7.1) 11 (8.5) 29 (12.8)
Condén 220 (19.6) 155 (23.9) 25 (22.1) 15 (11.5) 25 (11.0)
OTB 433(38.7) | 198 (30.5) | 48(42.5) 65 (50) 122 (53.7) | 0-006
DIU 249 (22.3) 150 (23.0) 23 (20.4) 35 (26.9) 41 (18.1)
Otro 71 (6.4) 48 (7.4) 9 (8.0) 4 (3.1) 10 (4.4)
Total 1121 (100) 649 (100) 113 (100) | 130 (100) 227 (100)
Alcoholismo
Si 375 (27.7) 276 (35.2) | 22 (15.8) | 13 (8.1) 64 (23.8)
No 980 (72.3) 507 (64.8) | 117 (84.2) | 148(91.9) 208 (76.2) 0.000
Total 1355 (100) 783 (100) | 139 (100) | 161 (100) 272 (100)
Tabaquismo
Si 341 (22.9) 215 (25.6) 41 (27.5) | 17 (10.6) 68 (20.1)
No 1144 (77.1) 624 (74.4) | 108 (72.5) | 143(89.4) 269 (79.9) 0.001
Total 1486 (100) 839 (100) 149 (100) | 160 (100) 337 (100)
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Anexo 4 Presencia de VPH y su relacibn con caracteristicas clinicas y
sociodemogréficas de las pacientes que acuden al programa de tamizaje.

Resultado General CDMX Puebla Guerrero Quintana p
VPH-AR n (%) n (%) n (%) n (%) Roo
n (%)
Grupo de edad de las pacientes
VPH-AR + | <24 35 (34.3) | 21 (33.9) | 4 (23.5) 4 (50.0) 6 (40.0) 0.578
VPH-AR - | <24 67 (66.7) | 41 (66.1) | 13 (76.5) 4 (50.0) 9 (60.0)
VPH-AR + | 25-29 83 (38.6) | 22 (26.2) | 7 (31.8) 5 (41.7) 49 (50.5) 0.008
VPH-AR - | 25-29 132 (61.4) | 62 (73.8) | 15 (68.2) | 7 (58.7) 48 (49.5)
VPH-AR + | 30-39 122 (23.4) | 71 (22.4) | 5 (11.1) 3 (7.1) 43 (36.4) 0.00008
VPH-AR - | 30-39 400 (76.6) | 246 (77.6) | 40 (88.9) 39 (92.9) 75 (63.6)
VPH-AR + | 40-49 89 (17.7) | 41 (13.4) | 7 (16.3) 11 (16.4) 30 (34.9) 0.00008
VPH-AR - | 40-49 414 (82.3) | 266 (86.6) | 36 (83.7) 56 (83.6) 56 (65.1)
VPH-AR + | 250 43 (13.7) | 26 (13.3) | 2 (8.7) 6 (10.5) 9 (22.5) 0.305
VPH-AR - | 250 272 (86.3) | 169 (86.7) | 21 (91.3) 51 (89.5) 31 (77.5)
VPH-AR + | Total 372 (22.5) | 181 (18.8) | 25 (16.7) 29 (15.6) 137 (38.5) 0.0001
VPH-AR - | Total 1285 (77.5) | 784 (81.2) | 125(83.3) | 157(84.4) 219 (61.5)
p 0.00001 0.00001 0.180 0.002 0.027
Edad de inicio de la vida sexual
VPH-AR + | <18 212 (26.6) | 99 (23.8) | 11(13.4) 13 (17.1) 89 (40.1) 0.0001
VPH-AR- | <18 584 (73.4) | 317 (76.2) | 71 (86.6) 63 (82.9) 133 (59.9)
VPH-AR + | 219 149 (18.9) | 74 (15.8) | 14(20.9) | 15 (14.6) 46 (35.1) 0.0001
VPH-AR - | 219 638 (81.1) | 412(84.8) | 53 (79.1) 88 (85.4) 85 (64.9)
VPH-AR + | Total 361 (22.8) | 173 (19.2) | 25 (16.8) 28 (15.6) 135 (48.2) 0.0001
VPH-AR - | Total 1222 (77.2) | 729 (80.8) | 124(83.2) | 151(84.4) 218 (61.8)
p 0.00001 0.001 0.224 0.644 0.353
Numero de parejas sexuales de las paciente
VPH-AR + |1 66 (14.4) 22 (10.1) 7 (14.6) 9 (9.5 28 (28.9) 0.0001
VPH-AR- |1 392 (85.6) | 196 (89.9) | 41 (85.4) 86 (90.5) 69 (71.1)
VPH-AR + | 2 98 (24.1) 45 (19.6) 7 (14.6) 4 (10.8) 42 (45.7) 0.0001
VPH-AR- | 2 308 (75.9) | 185(80.4) | 40 (85.1) 33(89.2) 50 (54.3)
VPH-AR+ | 3 81 (25.3) 37 (18.8) 4 (17.4) 9 (42.9) 31 (39.2) 0.001
VPH-AR- | 3 239 (74.7) | 160(81.2) | 19(82.6) | 12 (57.1) 48 (60.8)
VPH-AR + | 24 112 (30.0) 68 (27.3) | 7 (21.9) 4 (36.4) 33 (40.7) 0.089
VPH-AR - | 24 261 (70.0) | 181(72.7) | 25(78.1) | 7 (63.6) 48 (59.3)
VPH-AR + | Total 357 (22.9) | 172(19.2) | 25(16.7) 26 (15.9) 134 (38.4) 0.0001
VPH-AR - | Total 1200 (77.1) | 722 (80.8) | 125(83.3) | 138 (100) 215(61.6)
p 0.00001 0.00001 0.828 0.00001 0.112
NUumero de embarazos
VPH-AR+ | O 68 (30.5) 38 (24.5) 8 (47.1) 4 (33.3) 18 (46.2) 0.025
VPH-AR- |0 155 (69.5) | 117 (75.5) | 9 (52.9) 8 (66.7) 21 (53.8)
VPH-AR+ |1 67 (23.0) 39 (20.4) 2 (6.7) 4 (19.0) 22 (44.9) 0.0001
VPH-AR- |1 224 (77.0) | 152 (79.6) | 28(93.3) | 17 (81.0) 27 (55.1)
VPH-AR+ | 2 107 (23.4) 52 (20.2) | 10(24.4) 4 (7.1) 41 (39.8) 0.0001
VPH-AR- |2 350 (76.6) 205 (79.8) | 31(75.6) | 52 (92.9) 62 (60.2)
VPH-AR + | 3 63 (18.3) 26 (14.8) 2 (6.7) 7 (13.0) 28 (33.3) 0.0001
VPH-AR- | 3 281 (81.7) | 150 (85.2) | 28 (93.3) 47 (87.0) 56 (66.7)
VPH-AR + | 24 54 (20.3) 16 (13.7) 3 (9.4) 9 (23.7) 26 (32.9) 0.004
VPH-AR - | 24 212 (79.7) | 101 (86.3) | 29 (90.6) 29 (76.3) 53 (67.1)
VPH-AR + | Total 359 (22.7) 171(19.1) | 25(16.7) 28 (15.5) 135 (38.1) 0.0001
VPH-AR - | Total 1222 (77.3) | 725(80.9) | 125(83.3) | 153 (84.5) 219 (61.9)
0.014 0.102 0.001 0.080 0.424
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Numero de partos

VPH-AR+ |0 174 (23.4) | 96 (19.7) | 16(22.5) | 12 (18.5) 50 (41.7) 0.0001
VPH-AR- |0 570 (76.6) | 392 (80.3) | 55 (77.5) 53 (81.5) 70 (58.3)
VPH-AR+ |1 64 (21.8) | 35(21.7) | 3 (11.1) 4 (10.5) 22 (32.8) 0.024
VPH-AR- |1 229 (78.2) | 126 (78.3) | 24 (88.9) 34 (89.5) 45 (67.2)
VPH-AR+ | 2 60 (215) | 25(16.6) | 3 (11.1) 3 (9.9 29 (42.0) 0.0001
VPH-AR- | 2 219 (78.5) | 126 (83.4) | 24 (88.9) 29 (90.6) 40 (58.0)
VPH-AR+ | 3 33 (19.9) 8 (11.9) 2 (13.3) 4 (13.8) 19 (34.5) 0.011
VPH-AR- | 3 133 (80.1) | 59 (88.1) | 13 (86.7) 25 (86.2) 36 (65.5)
VPH-AR + | >4 24 (27.3) | 4 (17.4) 1 (10 4 (33.3) 15 (34.9) 0.249
VPH-AR- | >4 64 (72.7) | 19 (82.6) | 9 (90.0) 8 (66.7) 28 (65.1)
VPH-AR + | Total 355 (22.6) | 168(18.9) | 25(16.7) | 27 (15.3) 135 (38.1) 0.0001
VPH-AR - | Total 1215 (77.4) | 722 (81.1) | 125(83.3) | 149 (84.7) 219(61.9)

p 0.672 0.443 0.493 0.278 0.668

Uso de anticonceptivos

VPH-AR + | Sj 261 (23.2) | 138 (21.1) | 17 (78.9) | 20 (14.9) 86 (37.9) 0.0001
VPH-AR- | Sj 866 (76.8) | 516 (78.9) | 95 (84.8) | 114 (85.1) 141 (62.1)
VPH-AR + | No 97 (22.1) | 34 (145) | 8 (21.1) | 7 (17.1) 48 (38.7) 0.0001
VPH-AR- | No 341 (77.9) | 201 (85.5) | 30 (78.9) | 34 (82.9) 76 (61.3)
VPH-AR + | Total 358 (22.8) | 172 (19.3) | 25 (16.7) | 27 (15.4) 134 (38.0) 0.0001
VPH-AR - | Total 1207 (77.2) | 717 (80.7) | 125(83.3) | 148 (84.6) 217 (62)

p 0.678 0.027 0.401 0.739 0.534

Anticonceptivo que utilizan las pacientes

VPH-AR+ | Hormonal | 35 (24.0) 21 (21.4) 0 (O 3 (27.3) 11 (37.9) 0.110
VPH-AR - | Hormonal | 111 (76.0) | 77 (78.6) | 8 (100) 8 (72.7) 18 (62.1)
VPH-AR + | DIU 59 (23.7) 32 (21.3) | 5(21.7) 3 (8.6) 19 (46.3) 0.001
VPH-AR - | DIU 190 (76.3) | 118 (78.7) | 18 (78.3) 32 (91.4) 22 (53.7)
VPH-AR + | Conddn 63 (28.6) 41 (26.5) | 5(20.0) 3 (20.0) 14 (56.0) 0.012
VPH-AR - | Condén 157 (71.4) | 114 (73.5) | 20(80.0) | 12 (80.0) 11 (44.0)
VPH-AR + | OTB 88 (20.3) 33 (16.7) | 6(15.5) 10 (15.4) 39 (32.0) 0.002
VPH-AR - | OTB 345 (79.7) | 165(83.3) | 42 (87.5) | 55 (84.6) 83 (68.0)
VPH-AR + | Otro 16 (22.5) 10 (20.8) | 1 (11.1) 1 (25.0) 4 (40.0) 0.473
VPH-AR - | Otro 55 (77.5) | 38 (79.2) | 8 (88.9) 3 (75.0) 6 (60.0)
VPH-AR + | Total 262 (23.4) | 137(21.2) | 17(15.0) | 20 (15.4) 87 (38.3) 0.0001
VPH-AR - | Total 859 (76.6) | 512 (78.8) | 96 (85.0) | 110 (84.6) 140 (61.7)

p 0.259 0.307 0.549 0.563 0.164

Alcoholismo

VPH-AR + | Sj 93 (24.8) | 56 (20.3) | 5(227) | 1 (7.7 31 (48.4) 0.0001
VPH-AR- | Sj 282 (75.2) | 220 (79.7) | 17 (77.3) | 12 (92.3) 33 (51.6)
VPH-AR + | No 212 (21.6) | 98 (19.3) | 18(15.4) | 23 (15.5) 73 (35.1) 0.0001
VPH-AR- | No 768 (78.4) | 409 (80.7) | 99 (84.6) | 125 (84.5) 135 (64.9)
VPH-AR + | Total 305 (22.6) | 154 (19.7) | 23(16.5) | 24 (14.9) 104 (38.3) 0.0001
VPH-AR - | Total 1050 (77.4) | 629 (80.3) | 116(83.5) | 137 (85.1) 168 (61.7)

p 0.297 0.747 0.395 0.446 0.158

Tabaquismo

VPH-AR+ | Sj 88 (25.8) | 44 (20.5) | 8 (19.5) | 4 (23.5) 32 (47.1) 0.0001
VPH-AR- | Sj 253 (74.2) | 171 (79.5) | 33(80.5) | 13 (76.5) 36 (52.9)
VPH-AR+ | No 256 (22.4) | 123 (19.7) | 17 (15.7) | 22 (15.4) 94 (34.9) 0.0001
VPH-AR- | No 888 (77.6) | 501 (80.3) | 91 (84.3) | 121 (84.6) 175 (65.1)
VPH-AR + | Total 344 (23.1) | 167 (19.9) | 25(16.8) | 26 (16.3) 126 (37.3) 0.0001
VPH-AR - | Total 1142 (76.9) | 672 (80.1) | 124(83.2) | 134 (83.8) 211 (62.7)

p 0.361 0.811 0.582 0.389 0.135

84




Anexo 5. Caracteristicas clinicas y sociodemogréficas de las pacientes que

acuden a clinica de displasias por sede.

General CDMX Puebla Guerrero Yucatan Quintana P
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) Roo
n (%)
Grupo de edad
<24 63 (6.8) 13 (4.3) 3 (4.8 7 (3.6) 27 (11.8) 13 (9.8)
25-29 109 (11.8) | 37 (12.2) 8 (12.9) 26 (13) 23 (10) 15 (11.5) | 0.032
30-39 255 (27.7) | 95 (31.3) 11 (17.8) 56 (29.2) 59(25.8) 34 (25.7)
40-49 242 (26.3) | 71 (23.4) 24 (38.7) 51 (26.1) 57(24.9) 39 (29.5)
=50 252 (27.4) | 88 (28.8) 16 (25.8) 54 (28.1) 63(27.5) 31 (23.5)
Total 921 (100) | 304 (100) 62 (100) 192 (100) 229(100) 132 (100)
Edad de inicio de la vida sexual
<18 470 (58.5) | 143 (62.7) 29 (50) 95 (51.6) | 132 (57.6) | 71 (67.6)
>19 334 (41.5) | 85 (37.3) 29 (50) | 89 (48.4) | 97 (42.4) | 34 (32.4) | 0.031
Total 804 (100) 228 (100) 58 (100) 184 (100) | 229 (100) | 105 (100)
NUumero de parejas sexuales
1 373 (47.6) 58 (26.3) 34 (58.6) | 105(59.7) | 142 (62.6) | 34(33.6)
2 185 (23.7) 62 (28) 12(20.7) 37 (21) | 45 (19.8) | 29(28.7)
3 123 (15.7) 42 (19) 8 (13.8) 23(13.1) | 25 (11) | 25(24.8) | 0.000
24 102 (13) 59 (26.7) 4 (6.9 11 (6.2) | 15 (6.6) | 13(12.9)
Total 783 (100) 221(100) 58 (100) 176 (100) | 227 (100) | 101 (100)
NUumero de embarazos
0 88 (10.4) 30 (11.6) 5 (8.8) 16 (8.5) 29 (12.8) 8 (6.8)
1 121 (14.3) 46 (17.8) 4 @ 28 (15) 25 (11 18 (15.4)
2 194 (22.9) 67 (25.9) 12 (21) 45 (24.1) 52 (22.9) 18 (15.4) | 0.104
3 203  (24) 57 (22) 16 (28.1) 43 (23) 59 (26) 28 (23.9)
24 241 (28.4) 59 (22.7) 20 (35.1) 55 (29.4) 62 (27.3) 45 (38.5)
Total 847 (100) 259(100) 57 (100) 187(100) 227(100) 117(100)
Numero de partos
0 277(32.9) 84 (33.1) 25 (43.9) 65 (34.9) 76 (33.5) 27 (23.1)
1 133 (15.8) 53 (20.9) 3 (5.3 31(16.7) 26 (11.4) 20 (17.1)
2 159 (18.9) 50 (19.7) 7 (12.2) 27 (14.5) 54 (23.8) 21(17.9) | 0.004
3 136 (16.1) 43 (16.9) 9 (15.8) 30 (16.1) 30 (13.2) 24 (20.5)
24 138 (16.3) 26 (9.4) 13 (22.8) 33(17.8) 41 (18.1) 25 (31.4)
Total 843(100) 256(100) 57 (100) 186(100) 227(100) 117(100)
Uso de anticonceptivos
Si 591 (71.6) 156 (69.6) 48 (77.4) | 144 (77.8) | 153 (66.8) | 90 (73.8)
No 231 (28.4) 68 (30.4) 14 (22.6) |41 (22.2) | 76 (33.2) | 32 (26.2) | 0.045
Total 822 (100) 224 (100) 61 (100) | 185 (100) | 229 (100) | 122 (100)
Anticonceptivo que utiliza
Hormonal 69 (11.9) 23 (14.7) 3 (6.4 16 (11.2) 17 (11.3) 10 (11.8)
Condén 112 (19.3) 49 (31.4) 5 (10.6) 20 (14.0) 24 (16) 14 (16.5)
OTB 261(44.9) 44 (28.2) 33 (70.2) 81 (56.6) 93 (62) 10 (11.8) | 0.000
DIU 89 (15.3) 29 (18.6) 6 (12.8) 25 (17.5) 15 14 (16.5)
Otro 50 (8.6) 11 (7.1) 0 (0) 1 (0.7) 1(10.7) 37 (43.4)
Total 581 (100) 156 (100) 47 (100) 143(100) 150(100) 85(100)
Alcoholismo
Si 79 (10.6) 38 (23.3) 5 (8.8) 5 (8.8) 17 (7.4) |14 (1149
No 663 (89.4) 125 (76.7) 52 (91.2) | 166(91.2) | 212(92.6) | 108 (88.6) | 0.000
Total 742 (100) 163 (100) 57 (100) 171 (100) | 229 (100) | 122 (100)
Tabaquismo
Si 164 (20.5) 84 (39.8) 7 (12.3) 18 (9.9) | 44 (19.2) 11 (9)
No 636 (79.5) 127 (60.2) 50 (87.7) | 163(90.1) | 185 (80.8) | 111(91) | 0.000
Total 800 (100) 211 (100) 57 (100) 181 (100) | 229 (100) 122100)
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Anexo 6. Presencia de VPH y su relacion con caracteristicas clinicas y
sociodemograficas de las pacientes que acuden a clinica de displasias

General CDMX Puebla Guerrero | Yucatan | Quintana p
VPH- n (%) n % n (%) n (%) n (%) Roo
AR n (%)
Grupo de edad de las pacientes
+ <24 38 (60.3) 9 (69.2) 2 (66.7) 5 (71.4) 17(63.0) 5 (38.5) | 0.475
- <24 25 (39.7) | 4 (30.8) 1 (33.3)| 2 (28.6) |10 (37.00| 8 (61.5
+ 25-29 55 (50.5) 27 (73.0) 4 (50.0) 11 (42.3) 6 (26.1) 7 (46.7) | 0.008
- 25-29 54 (49.5) | 10 (27.0) | 4 (50.0) | 15(57.7) | 17(73.9) | 8 (53.3)
+ | 30-39 118 (46.3) | 52 (54.7) | 3 (27.3) | 23(41.1) | 25(42.4) | 15 (44.1) | 0.252
- 30-39 137 (53.7) | 43 (45.3) | 8 (72.7) 33(58.9) | 34 (57.6) | 19 (55.9)
+ 40-49 70 (28.9) | 21(29.6) 4 (16.7) 10 (19.6) | 24 (42.1) | 11 (28.2) | 0.068
- 40-49 172 (71.1) | 50 (70.4) | 20(83.3) | 41(80.4) | 33 (57.9) | 28 (71.8)
+ =250 91 (36.1) | 37 (42.0) 3 (18.8) 14 (25.9) | 28(44.4) | 9 (29.0) | 0.077
- =250 161(63.9) | 51 (58.0) | 13(81.3) | 40(74.1) | 35 (55.6) | 22 (71.0)
+ Total 372 (40.4) | 146 (48) | 16 (25.8) | 63(32.5) | 100(43.7) | 47 (35.6) | 0.001
- Total 549 (59.6) | 158 (52.0) | 46 (74.2) | 131(67.5) | 129(56.3) | 85 (64.4)
0.00001 0.00001 0.162 0.012 0.131 0.488
Edad de inicio de la vida sexual
+ |[<18 188 (39.8) | 64 (44.8) | 7 (24.1) | 32(33.7) | 55(41.7) | 30 (42.3) | 0.180
- <18 282 (60.2) | 79 (55.2) | 22(75.9) | 63(66.3) | 77 (58.3) | 41 (57.7)
+ 219 133 (40.0) | 42 (49.4) | 5 (17.2) 28 (31.5) | 45 (46.4) | 13 (38.2) | 0.008
- 219 201 (60.0) | 43 (50.6) | 24 (82.8) | 61 (68.5) | 52 (53.6) | 21 (61.8)
+ Total 321 (39.9) | 106 (46.5) | 12 (20.7) | 60 (32.6) | 100(43.7) | 43 (41.0) | 0.001
- Total 483 (60.1) (53.5) 46 (79.3) | 124(67.4) | 129(56.3) | 62 (59.0)
0.959 0.495 0.517 0.748 0.476 0.695
Numero de parejas sexuales
+ |1 126 (33.8) | 21 (36.2) | 3 (8.8) | 31(29.5) | 60(42.3) | 11(32.4) | 0.005
- 1 247 (66.2) | 37 (63.8) | 31(91.2) | 74 (70.5) | 82 (57.7) | 23 (67.6)
+ |2 82 (44.3) | 33 (53.2) | 0 (0.0) 14 (37.8) | 21 (46.7) | 14 (48.3) | 0.014
- 2 103 (55.7) | 29 (46.8) | 12 (100) 23(62.2) | 24 (53.3) | 15 (51.7)
+ 3 58 (47.2) | 22 (52.4) | 5(62.5) 7 (30.4) 11 (44.0) | 13 (52.0) | 0.388
- |3 65 (52.8) | 20 (47.6) | 3 (37.5) | 16(69.6) | 14 (56.0) | 12 (48.0)
+ 24 49 (48.0) | 27 (45.8) | 4 (100) 6 (54.5) 8 (63.3) | 4 (30.8) | 0.174
- >4 53 (52.0) | 32 (54.3) | 0 (0.0) | 5 (455) | 7 (46.7) | 9 (69.2)
+ Total 315 (40.2) | 103 (46.6) | 12 (20.7) | 58 (33.0) | 100(44.1) | 42 (41.6) | 0.001
- Total 468 (59.8) | 118 (53.4) | 46 (79.3) | 118(67.0) | 127(55.9) | 59 (58.4)
0.005 0.241 0.00001 0.341 0.841 0.325
NUmero de embarazos
+ 0 54 (61.4) 21 (70.0) 1(20.0) 10 (62.5) | 16 (55.2) 6 (75.0) | 0.226
- |0 34 (486) | 9 (30.0) | 4 (80.0) | 6 (37.5) | 13(44.8) | 2 (25.0)
+ |1 56 (46.3) | 21(45.7) | 2(50.0) | 15 (53.6) | 10 (40.0) | 8 (44.4) | 0.902
- 1 65 (53.7) 25 (54.3) 2 (50.0) 13 (46.4) | 15(60.0) | 10 (55.6)
+ 2 69 (35.6) 26 (38.8) 4 (33.3) 11 (24.4) | 20 (38.5) 8 (44.4) | 0.467
- 2 125 (64.4) 41 (61.2) 8 (66.7) 34 (75.6) | 32(61.5) | 10 (55.6)
+ [3 76 (37.4) | 29 (50.9) | 3(18.8) | 10(23.3) | 24(40.7) | 10 (35.7) | 0.029
- 3 127 (62.6) 28(49.1) | 13(81.3) | 33(76.7) | 35(59.3) | 18 (64.3)
+ |24 85 (35.3) | 25(42.4) | 2(10.0) | 13(23.6) | 30(48.4) | 15(33.3) | 0.005
- 24 156 (64.7) | 34 (57.6) | 18 (90.0) | 42(76.4) | 32 (51.6) | 30 (66.7)
+ | Total 340 (40.1) | 122 (47.1) | 12(21.1) | 59 (31.6) | 100(44.1) | 47 (40.2) | 0.001
Total 507 (59.9) | 137(52.9) | 45(78.9) | 128(68.4) | 127(55.9) | 70 (59.8)
0.00001 0.060 0.327 0.002 0.553 0.247
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Numero de partos
+ 0 124 (44.8) | 43 (51.2) 5 (20.0) 27(41.5) | 34(44.7) | 15(55.6) | 0.057
- 0 153 (55.2) | 41(48.8) | 20(80.0) | 38(58.5) | 42(55.3) | 12 (44.4)
+ 1 57 (42.9) | 27 (50.9) 2 (66.7) 10(32.3) |11 (42.3) | 7 (35.0) | 0.401
- |1 76 (57.1) | 26(49.1) | 1 (33.3) | 21(67.7) | 15(57.7) | 13(65.0)
+ 2 60 (37.7) | 23(46.0) 1 (14.3) 7 (25.9) |22 (40.7) | 7 (33.3) | 0.280
- 2 99 (62.3) 27 (54.0) 6 (85.7) 20 (74.1) | 32(59.3) | 14 (66.7)
+ 3 51 (37.5) 21 (48.8) 3 (33.3) 6 (20.0) |13 (43.3)| 8 (33.3) | 0.138
- 3 85 (62.5) 22 (51.2) 6 (66.7) 24 (80.0) | 17 (56.7) | 16 (66.7)
+ 24 40 (34.8) 8 (30.8) 1 (7.7 9 (27.3) |20 (48.8) | 10(40.0) | 0.060
- 24 90 (65.2) 18 (69.2) | 12(92.3) 24 (72.7) | 21 (51.2) | 15 (60.0)
+ Total 340 (40.3) | 122 (47.7) | 12(21.1) | 59(31.7) | 100(44.1) | 47 (40.2) | 0.001
- Total 503 (59.7) | 134 (52.3) | 45 (78.9) | 127 (68.3) | 127(55.9) | 70(59.8)
0.260 0.448 0.186 0.238 0.956 0.440
Uso de anticonceptivos
+ Si 231 (39.1) | 71 (45.5) | 14(29.2) | 43(29.9) | 67 (43.8) | 36(40.0) | 0.023
- Si 360 (60.9) | 85 (54.5) | 34(70.8) | 101 (70.1) | 86 (56.2) | 54 (60.0)
+ | No 92 (39.8) | 28 (41.2) | 2 (14.3) | 18(43.9) | 33(43.4) | 11(34.4) | 0.292
- No 139 (60.2) | 40 (58.8) | 12(85.7) | 23 (56.1) | 43 (56.6) | 21 (65.6)
+ Total 323 (39.5) | 99 (44.9) | 16(25.8) | 61(33.0) | 100(43.7) | 47(38.5) | 0.013
- Total 499 (60.5) | 125 (55.1) | 46 (74.2) | 124(67.0) | 129(56.3) | 75 (61.5)
0.098 0.130 0.263 0.092 0.958 0.574
Anticonceptivo que utilizan las pacientes
+ Hormonal | 33 (47.8) 14 (60.9) 0 (O 8 (50.0) 7 (41.2) 4 (40.0) 0.298
- Hormonal | 36 (52.3) 9 (39.1) | 3 (100) 8 (50.0) 10 (55.8) 6 (60.0)
+ Condon 53 (47.3) 25 (51.0) 4 (80.0) 7 (35.0) 12 (50.0) 5(35.7) 0.709
- Condén 59 (52.9) 24(49.0) | 1 (20.0) | 13(65.0) | 12(50.0) 9 (64.3)
+ OTB 82 (31.4) 15 (34.1) 8 (24.2) 18 (22.2) | 38(40.9) 3 (30.0) 0.093
- OTB 179 (68.6) 29 (65.9) | 25(75.8) | 63(77.8) | 55(59.1) 7 (70.0)
+ DIU 37 (41.6) 13 (44.8) 2 (33.3) 10 (40.0) 8 (53.3) 4 (28.6) 0.709
- | DIV 52 (58.4) | 16(55.2) | 4 (66.7) | 15(60.0) | 7 (46.7) | 10(71.4)
+ Otro 21 (42.0) 4 (36.4) 0 (0 0 (0.0 1 (100) 16 (43.2) | 0.518
- Otro 29 (58.0) 7 (63.6) 0 (0 1 (100) 0 (0 21(56.8)
+ | Total 226 (39.3) | 71(45.5) | 14(29.8) | 43(30.1) | 66(44.0) | 32(37.6) | 0.025
- Total 355 (60.7) | 85 (54.5) | 33(70.2) | 100(69.9) | 84 (56.0) | 53 (62.4)
0.049 0.242 0.050 0.124 0.763 0.865
Alcoholismo
+ Si 38 (48.1) 21(55.3) | 10(19.2) | 0 (0.0 9 (52.9) 7 (50.0) | 0.127
- | Si 41 (51.9) | 17(44.7) |4 (80.0)| 5 (100) |8 (47.1) | 7 (50.0)
+ No 245 (37.0) 53(42.4) | 1 (20.0) | 51 (30.7) | 91(42.9) | 40 (37.0) | 0.006
- No 418 (63.0) 72 (57.6) | 42 (80.8) | 115(69.3) | 121(57.1) | 68 (63.0)
+ Total 283(38.1) | 74 (45.4) |11 (19.3) | 51 (29.8) | 100(43.7) | 47 (38.5) | 0.001
- Total 459 (61.9) 89 (54.6) | 46 (80.7) | 120 (70.2) | 129(56.3) | 75 (61.5)
0.054 0.163 0.967 0.139 0.423 0.348
Tabaquismo
+ |Si 75 (45.7) | 41(48.8) | 9(18.0) | 7 (38.9) | 18(40.9) | 7 (14.9) | 0505
- | Si 89 (54.3) | 43(51.2) | 5 (71.4) | 11 (61.1) | 26(59.1) | 4 (5.3)
+ No 237 (37.3) | 55(43.3) 2 (28.6) 51(31.3) | 82(44.3) | 40(85.1) | 0.002
- | No 399 (62.7) | 72(56.7) | 41(82.0) | 112(68.7) | 103(55.7) | 71 (94.7)
+ Total 312 (39.0) | 96 (45.5) | 11(19.3) | 58 (32.0) | 100(43.7) | 47 (100) | 0.001
Total 488 (61.0) | 115(54.5) | 46 (80.7) | 123 (68.0) | 129(56.3) | 75 (100)
0.047 0.432 0.507 0.512 0.681 0.073
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