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RESUMEN

Globalmente, el Cancer Cérvico Uterino (CaCU) es la cuarta causa de muerte en mujeres
y, a nivel nacional la segunda causa de muerte por cancer en la mujer. Previo a esta etapa
se desarrollan Lesiones Intraepiteliales (LIE) que se clasifican, de acuerdo con su
severidad, en LIE de Bajo Grado (LIE-BG) y Alto Grado (LIE-AG). En el 99.8% de los
casos de CaCU se detecta infeccion con Virus de Papiloma Humano (VPH) de Bajo
Riesgo (BR) y/o Alto riesgo (AR); estos ultimos asociados con la evolucion de LIE en
carcinomas. Otro factor clave en el desarrollo de LIE es la Inestabilidad Cromosdmica
(IC) que acontece como resultado de alteraciones génicas incluyendo regiones de
naturaleza repetitiva como los telémeros. Los teldmeros son estructuras de DNA repetitivo
situadas en los extremos de los cromosomas que mantienen la integridad génica y
normalmente, se acortan tras cada ciclo de replicacion celular. Sin embargo, en tejido
cervical con LIE y en tejido tumoral el elongamiento de los telémeros permite la
incidencia de alteraciones gendmicas que deviene en inestabilidad genémica que favorece

el desarrollo carcinogénico.

El propdsito de este estudio fue evaluar el dafio en las secuencias teloméricas de pacientes
con diferentes grados de neoplasia cervical mediante DBD-FISH y determinar los
genotipos virales presentes. Se aislaron células epiteliales de tejido cervical de 10
pacientes con LIE-BG, 10 pacientes con LIE-AG y 10 personas sanas. Se analizaron
mediante DBD-FISH (DNA Breakage Detection- Fluorescence In Situ Hybridization)
empleando una sonda pan-telomérica. Se tomaron fotografias de cada muestra y mediante
ImageJ se cuantificd la IC en secuencias teloméricas, expresada como Densidad Integrada
(DI). La genotipificacién del VPH se realizd por hibridacion reversa mediante el kit
INNO-LIiPA. Se mostré un incremento progresivo de DI de acuerdo con la severidad de
LIE, los valores obtenidos fueron de 2304.70 pixeles (Control), 4228.92 pixeles (LIE-BG)
y 8585.41 pixeles (LIE-AG). Algunos genotipos detectados fueron 06, 11, 44, 54 y 71
(BR), y 16, 26, 31, 33 y 39 (AR). Se detectaron coinfecciones con hasta trece genotipos,
lo cual fue lo esperado para ambos grupos de estudio. La relacion observada entre la
severidad de LIE producidas por VPH y el nivel de IC en secuencias teloméricas indicaria

gue esta es una caracteristica de aparicion previa al desarrollo de CaCU.



ABSTRACT

Globally, Cervical Uterine Cancer (CaCU) is the fourth cause of death in women and, at
a national level, the second cause of death from cancer in women. Prior to this stage,
Intraepithelial Lesions (IEL) develop and are classified, according to their severity, into
Low Grade IEL (ILE-BG) and High Grade ILE (LIE-AG). In 99.8% of CaCU cases,
infection with Low Risk (BR) and/or High Risk (AR) Human Papillomavirus (HPV) is
detected; the latter associated with the evolution of LIE in carcinomas. Another key factor
in the development of LIE is Chromosome Instability (CI), which occurs as a result of
genetic alterations including repetitive regions such as telomeres. Telomeres are repetitive
DNA structures located at the ends of chromosomes that maintain gene integrity and
normally shorten after each cycle of cell replication. However, in cervical tissue with LIE
and in tumor tissue, telomere elongation allows the incidence of genomic alterations that

result in genomic instability that favors carcinogenic development.

Telomeres are structures made up of repetitive DNA sequences located at the ends of
chromosomes that protect the integrity of the genome and, under normal conditions,
shorten after each cycle of cell replication. However, in cervical tissue affected with LIE
and in tumor tissue, telomere elongation occurs as a consequence of the increased
expression of telomerase, which allows the incidence of alterations in the genome and,

therefore, the genomic instability that favors carcinogenic development.

The purpose of this study was to evaluate damage in telomeric sequences of patients with
different degrees of cervical neoplasia using DBD-FISH and determine the viral
genotypes present. Epithelial cells were isolated from cervical tissue of 10 patients with
LIE-BG, 10 patients with LIE-AG, and 10 healthy people. They were analyzed by DBD-
FISH (DNA Breakage Detection- Fluorescence In Situ Hybridization) using a pan-
telomeric probe. Photographs were taken of each sample and the IC in telomeric sequences
was quantified using ImageJ, expressed as Integrated Density (ID). HPV genotyping was
performed by reverse hybridization using the INNO-LiPA Kit. A progressive increase in
D1 was shown according to the severity of LIE, the values obtained were 2304.70 pixels
(Control), 4228.92 pixels (LIE-BG) and 8585.41 pixels (LIE-AG). Some genotypes
detected were 06, 11, 44, 54 and 71 (BR), and 16, 26, 31, 33 and 39 (AR). Coinfections



with up to thirteen genotypes were detected, which was expected for both study groups.
The relationship observed between the severity of LIE caused by HPV and the level of IC
in telomeric sequences would indicate that this is a characteristic that appears prior to the

development of CaCU.



INTRODUCCION

A nivel mundial el Cancer Cervicouterino (CaCU) es el cuarto tipo de cdncer con mayor
incidencia en mujeres, mientras que en México ocupa el segundo lugar, la poblacién de
50 a 59 afios es donde se presenta la mayor incidencia de casos (aproximadamente 30%
del total). EI método de detecciébn mas comin basado en citologia es la prueba de
Papanicolaou, en la que se realiza el examen e interpretacion morfoldgica de células
colectadas del &rea cervical para identificar el grado de degeneracion celular
(Chrysostomou y Kostrikis, 2020).

Si bien es el método de deteccion de CaCU, este presenta ciertas limitaciones como una
pobre reproducibilidad, posibilidad de toma de muestra inadecuada, presencia de fluidos
como moco 0 sangre que obstaculizan la visualizacion, una fijacion de muestras
inadecuada, entre otras. Estos factores conllevan a que se presente una baja sensibilidad y
alta proporcion de falsos positivos, asi como el requerimiento de personal altamente

capacitado para interpretar los resultados (Chrysostomou et al., 2020).

El Virus del Papiloma Humano (VPH) forma parte de la familia Papillomaviridae y tiene
una estructura de capside icosaédrica sin envoltura. Su genoma posee una estructura de
DNA circular de doble cadena, con una longitud de alrededor de 8 kb. Dentro del genoma
se distinguen tres regiones principales: la region LCR (Long Control Region) que contiene
un promotor temprano y elementos regulatorios implicados en la replicacion vy
transcripcion viral; la region E (Early) que codifica a E1, E2, E4, E5, E6 y E7, proteinas
asociadas con procesos de replicacion y expresion viral, supervivencia y oncogénesis; por
ualtimo, la region L (Late) codifica a L1 y L2, proteinas estructurales de la capside del
virus (Gheit, 2019).

Mas de 200 tipos de VPH se relacionan con infecciones en humanos y su potencial
oncogeénico se encuentra bien establecido en diversos tipos de neoplasias, el cual se ve
incrementado por condiciones de inmunosupresion, infecciones de transmisién sexual,
alto nimero de embarazos, entre otras, afectando la calidad de vida o incluso causar la

muerte de quien presenta la infeccion (Sung et al., 2021). A pesar de gque las vacunas



profilacticas han demostrado ser altamente eficaces en la prevencion de la infeccion
existen limitaciones para su aplicacion debido a que en paises en desarrollo alin no cuentan
con programas masivos de vacunacion entre la poblacion vulnerable (Chan et al., 2019).
De modo que, la gran prevalencia de infecciones por VPH vy su relacién directa con el
desarrollo de un amplio espectro de patologias deja en claro que se trata de un problema
de salud publica considerable (Magalh&es et al., 2021).

Asimismo, la infeccion persistente con VPH (el mismo genotipo detectable en multiples
ocasiones durante un periodo mayor a 5 afios) causa la inestabilidad genémica del
hospedero mediante la incidencia de rearreglos cromosémicos a lo largo de todo el
genoma (inserciones, deleciones, amplificaciones de genes, inversiones, entre otros) que,
en conjunto, facilitan el desarrollo carcinogénico. En los cromosomas 1y 3 se ha detectado
inestabilidad en secuencias repetitivas de 5 pb (Heselmeyer et al., 2005; Olaharski et al.,
2006,), asi como en secuencias teloméricas, en pacientes con LIE y carcinomas (Cortés
Gutiérrez et al., 2013, 2020).

Por ello las secuencias teloméricas son una region de interés para el estudio de la
inestabilidad gendmica producto de la infeccion con VPH que permitiria, ademas, realizar
un seguimiento mas preciso del paciente a fin de evitar el desarrollo de CaCU.



ANTECEDENTES
Virus del Papiloma Humano (VPH)

El VPH es un virus con genoma de DNA de doble cadena pequefio, sin envoltura que
presenta un tropismo por el epitelio escamoso. Pertenece a la familia Papillomaviridae, el
cual contiene 53 géneros, de los cuales 5 son los que infectan a humanos. Existen 222
tipos de VPH identificados hasta el afio 2020, que se clasifican en 5 géneros principales:
65 de tipo Alfapapilomavirus, 54 de tipo Betapapilomavirus, 99 del tipo
Gamapapilomavirus, 3 de tipo Mupapilomavirus y 1 de tipo Nupapilomavirus (Chan et
al., 2019; Cosper et al., 2021). Los VPH causan un amplio rango de manifestaciones
clinicas desde infecciones cutaneas y de mucosas hasta diversos tipos de canceres,

incluyendo el cancer cervicouterino (Magalhaes et al., 2021).

Los genotipos de Alfapapilomavirus se clasifican como de Bajo Riesgo (BR) y Alto
Riesgo (AR), acorde a la capacidad que poseen de transformar las células y progresar a
un estado de céncer. La infeccion por VPH BR con genotipos 6 u 11 es de tipo no
carcinogénica y suele causar la aparicién de verrugas anogenitales (condilomas) y
papilomas orales; por su parte, los VPH AR pueden provocar el desarrollo de diferentes
tipos de cancer incluyendo el CaCU. Los principales genotipos de este ultimo grupo son
16, 18, 31, 33, 35, 38, 39, 45, 52, 56, 58, 59, 66 y 68, y representan el agente causal de
alrededor del 5% de canceres a nivel mundial (Cosper et al., 2021).

Algunos de los factores de riesgo mas importantes para la infeccion por VPH son la edad,
un alto nimero de parejas sexuales, un uso prolongado de anticonceptivos orales, asi como

factores sociales de marginacion, analfabetismo o baja escolaridad (Chelimo et al., 2013).

En la mayoria de las infecciones detectables (~90%) la respuesta inmune innata del
paciente es capaz de eliminar la infeccion al cabo de un par de afios tras la deteccion inicial
y el virus no vuelve a ser detectado en los siguientes 5 a 7 afios posteriores (Della Fera et
al., 2021). Por el contrario, si la infeccidn es persistente el mismo genotipo de VPH es
detectable en maultiples consultas ginecoldgicas consecutivas, en un periodo de 2 a 24
meses entre cada consulta. En este tipo de infeccidn existe un incremento de riesgo de

desarrollar anormalidades tisulares en la zona infectada (Schiffman et al., 2016).



Lesiones Intraepiteliales (LIE)

Una de las afecciones mas comunes en pacientes infectadas con VPH es el desarrollo de
Lesiones Intraepiteliales (LIE) en el area cervical, en las zonas de transformacién de
epitelio escamoso a glandular. Estas lesiones son detectables con una inspeccion visual
realizada por el especialista, que toma una muestra del area afectada para su observacion
al microscopio. Las LIE de Bajo Grado (LIE-BG) se caracterizan por la presencia de
coilocitos, células que presentan alteraciones morfoldgicas y de tamafo del nucleo y
citoplasma abundante, como consecuencia de la infeccion activa. Por su parte, las LIE de
Alto Grado (LIE-AG) presentan principalmente cambios observables en el nicleo celular,
como un tamafio y morfologia muy variable en mayor proporcién que en el caso de las
LIE-BG, escaso citoplasma, irregularidades en membrana nuclear, entre otras
anormalidades, que indican una integridad celular altamente comprometida y una evidente

inestabilidad gendmica (Paintal y Nayar, 2014).
CaCUy VPH

En la década de 1980 se reportd por primera vez la relacion entre las infecciones genitales
con VPH vy el desarrollo de tumores malignos al detectarse DNA de este virus en
condilomas, en biopsias de cancer invasivo y carcinomas in situ (Gissman et al., 1983).
Desde entonces la relacion se ha establecido claramente y se reconoce la infeccion
persistente con genotipos AR como uno de los factores de riesgo principales en el
desarrollo de CaCU. Otros factores de riesgo incluyen la edad, el comienzo de vida sexual
a temprana edad, coinfecciones con otros virus, susceptibilidad inmunolégica o genética
y la inaccesibilidad a servicios de salud publicos o privados (Hernandez Hernandez et al.,
2015).

La infeccion con VPH es el cuarto factor etioldgico de cancer y mortalidad en mujeres,
con una incidencia global estimada de 604 127 nuevos casos y 341 831 muertes hasta el
afio 2020 (Sung et al., 2021). Si bien se han desarrollado distintas pruebas de deteccién
desde la década de 1940, como el Papanicolau, y se ha impulsado la implementacion de
programas de deteccion han contribuido a disminuir la incidencia y mortalidad de esta
enfermedad, sigue siendo un importante dilema de salud publica (Chrysostomou y
Kostrikis, 2020).



En México el CaCU es la segunda causa de muerte por cancer en la mujer, hasta el afio
2020 la incidencia anual estimada es de 38 casos por cada 100 000 mujeres. Ese mismo
afio se contabilizaron 9439 casos de tumores malignos de cuello uterino, que representaron
el 4.8% del total de nuevos casos de cancer en el pais (Sung et al., 2021). A partir de los
35 afios hay un incremento en la distribucién de casos, siendo el grupo de 50 a 59 afios el
de mayor proporcién (30% del total de casos). La edad promedio de deteccion inicial de

casos es de 49.2 afios (Mendoza Gonzélez, 2017).

La deteccion de LIE en etapas tempranas y el tratamiento expedito del VPH pueden evitar
en gran medida la progresion a CaCU, por esta razén, en nuestro pais desde 1974 se
implemento el Programa Nacional de Deteccion de Cancer Cervicouterino. A partir de
1992 se reportdé una reduccion en la tasa de mortalidad de aproximadamente 30%
(Mendoza Gonzélez, 2017; Sénchez Mercader, 2021). El método de deteccién mas
utilizado es la citologia de tejido cervical andmalo con tincién de Papanicolaou, representa
una técnica simple y econdémica de realizar a gran escala con la desventaja de que posee
una baja sensibilidad. Aproximadamente el 40% de los casos, mayormente en etapas
iniciales, no logra detectarse; otro factor que dificulta el diagndstico la necesidad de
personal capacitado y equipo especializado para garantizar una toma de muestra adecuada;
igualmente la interpretacion de los resultados depende de la capacidad del técnico de
laboratorio. Desafortunadamente los esfuerzos de ampliar la cobertura de este programa
de tamizaje han tenido poco éxito debido a cuestiones geogréficas y situaciones
socioculturales (Gutiérrez Delgado et al., 2008; Secretaria de Salud, 2015).

A pesar de las limitaciones este método prevalece como el mas sencillo y menos invasivo
para diagnosticar anormalidades en células epiteliales, permitiendo priorizar pacientes y
establecer el tratamiento mas pertinente para evitar el desarrollo de CaCU (Paintal y
Nayar, 2014).

Las metodologias diagnoésticas basadas en citologia que se aplican en la actualidad no
permiten definir si las lesiones observadas progresardn a una etapa de cancer,
permaneceran sin cambio o si se experimentara una regresion, sumado a los problemas
técnicos que dificultan la reproducibilidad y la interpretacion de resultados
(Chrysostomou y Kostrikis, 2020).



Teldmeros

Los telémeros son secuencias de DNA repetitivo (TTAGGG) situados en los extremos
terminales de los cromosomas, con una extension de entre 5y 15 kb, que se asocian con
el complejo proteico shelterina para facilitar la formacion de estructuras en lazo para
proteger a los cromosomas de la degradacion. Los telémeros se acortan en cada division
celular debido a que la replicacion del DNA en la cadena rezagada se realiza de manera
incompleta. Como resultado, eventualmente se produce el arresto celular y la senescencia;
se considera que esto ocurre como una medida para evitar la proliferacion de tumores en

el organismo (Shay y Wright, 2019).

La telomerasa es la enzima responsable de elongar los telémeros durante la division
celular, en condiciones normales tiene una expresion baja o nula, sin embargo, su
activacion es indicativa de que ha dado inicio la transformacion celular (Panczyszyn et
al., 2018). Diversos estudios han demostrado que tanto en tejido cervical de pacientes con
LIE asi como en tejido tumoral la telomerasa tiene una expresion significativamente
mayor en comparacion con tejidos sanos, incrementando conforme a la etapa clinica
(Reddy et al., 2001; Widschwendter et al., 2004; Sharma et al., 2007). Esto conlleva una
elongacion anormal de los telémeros que permite una replicacion celular continua y
desregulada que promueve la inmortalizacion, la cual es una de las caracteristicas
principales del cancer. Asimismo, esta alteracion en los telomeros facilita la incidencia de
rearreglos cromosdmicos que se van acumulando progresivamente, causando asi una

inestabilidad drastica en el genoma (Porter y Marra, 2022).
Inestabilidad cromosémica

La infeccion por VPH impide la correcta maduracion y diferenciacion celular debido a la
desregulacién de los mecanismos de replicacion celular, lo que promueve la inestabilidad
cromosOmica y por consiguiente, facilita la progresion a un estado cancerigeno. Esta
puede ser de tipo numeérica, involucrando pérdida o ganancia de cromosomas completos
(aneusomia), o bien, de tipo estructural cuando se produce la pérdida o ganancia de
fragmentos cromosomicos en diferentes partes del genoma (Vargas-Rondon et al., 2017).

A nivel de funcionalidad esta inestabilidad se refleja como una activacion de oncogenes,



aparicion de proteinas de fusion y/o pérdida de genes supresores de tumores, que en
conjunto actuan para promover el desarrollo y progreso del cancer (Rode et al., 2016).

Mediante la secuenciacion de genoma completo de lineas celulares de diversos tipos de
cancer, incluyendo CaCU, se ha reportado una fuerte asociacion entre la integracion del
VPH vy la incidencia de amplificaciones y rearreglos génicos, entre los que se incluyen
deleciones, translocaciones e inversiones (Akagi et al., 2014).

En la década de 1950 se reportaron los primeros estudios citogenéticos de carcinomas de
cuello uterino, encontrandose en todos los casos un estado de aneuploidia, en su mayoria

de tipo diploide y tetraploide (Manna, 1957; Tonomura, 1959).

Mas adelante se reportd aneuploidia tanto en biopsias de cuello uterino de carcinomas in
situ como de epitelio cervical andmalo en todos los casos analizados, sugiriendo asi que
las anomalias cromosomicas surgen previamente al desarrollo de carcinomas invasivos
(Spriggs et al., 1962).

La asociacién entre CaCU y anormalidades en el cromosoma 1 se establecio tras analizar
muestras de tejido tumoral tanto de carcinomas invasivos como in situ, reportandose
rearreglos cromosdmicos (deleciones, translocaciones e isocromosomas) en el 95% de los
pacientes estudiados; sugiriendo que estas anormalidades surgen como un evento
citogenético de aparicion temprana y no como consecuencia del progreso del CaCU
(Sreekantaiah et al., 1988).

En estudios adicionales con carcinomas de cuello uterino se han reportado anormalidades
estructurales en los cromosomas 1,17, 11, 3, 2, 6 y 9, siendo los cambios més frecuentes
translocaciones e isocromosomas. (Atkin, 1990).

La inestabilidad cromosomica ocurre por la disrupciédn de sitios fragiles en las cadenas del
DNA, denominados sitios alcalinos labiles, que individualmente o en conjunto pueden

facilitar el desarrollo de tumores (Cortés Gutiérrez et al., 2011).

Mediante hibridacion in situ (ISH) dirigida a la region centromérica del cromosoma 1 se

ha establecido la relacion entre VPH AR y alteraciones numéricas en este cromosoma,



tanto en tejidos con LIE de distintos grados y carcinomas; encontrandose una mayor
prevalencia de los genotipos 16 y 18 en LIE-AG y carcinomas, donde también se

presentaron tetrasomias (Bulten et al., 2002).

Una fuerte asociacion entre la frecuencia de aneusomias del cromosoma 1y la infeccién
con VPH AR se demostré también mediante Hibridacién in situ Fluorescente (FISH),
mostrando un incremente progresivo conforme a la severidad de las LIE analizadas
(Cortés Gutiérrez et al., 2005).

Estudios acerca del cromosoma 3 han demostrado que mas del 85% de los carcinomas
cervicales invasivos presentan un aumento en el nimero de copias de la region 3926 que
contiene el gen para el componente de RNA de la telomerasa humana, y que la deteccion
de ganancia de copias o amplificacion de este gen puede funcionar como un indicador de

alto riesgo de transformacion maligna en pacientes con LIE-BG (Heselmeyer et al., 2005).

En un estudio con 143 pacientes con diferentes grados de LIE y sin LIE se reportd un
incremento gradual en las frecuencias de tetrasomias y aneusomias de los cromosomas 3
y 17, que se relacionaron directamente con el grado de severidad del diagnostico. Se
detecto tetrasomia en un 23.8% del total de células cervicales analizadas, mientras que el

4.2% de las células monstré aneusomia (Olaharski et al., 2006).

En grupos de estudio con distintos grados de LIE se ha evidenciado inestabilidad
especifica en secuencias satelitales de 5 pb del cromosoma 1, por medio de Deteccion de
Rupturas del DNA e Hibridacion in situ Fluorescente (DBD-FISH); sugiriendo que un
incremento en la inestabilidad en dichas secuencias es un indicio del progreso a un estado
de transformacién maligna (Cortés Gutiérrez et al., 2013, 2020).

La inestabilidad cromosdmica varia de acuerdo con el grado de la LIE, en el caso de LIE-
AG se reporta un 27% de ganancia de genes en 3q 'y 34% en 1q, 15% de pérdida de genes
en 11g y 21% en 4q; en el caso de LIE-BG la ganancia de genes en 3q fue del 2% sin
ninguna otra alteracion significativa. En el caso de carcinomas se encontré un 55% de

ganancia génica en 3q y un 33% de pérdida en 3p (Thomas et al., 2014).



En estudios comparativos con pacientes con LIE-AG y carcinomas se han reportado
alteraciones cromosomicas de diferentes tipos, encontrandose en el primer grupo pérdidas
de genes en un 10% de las muestras y ganancia de genes en un 25% de las muestras, contra
un 40% y 50%, respectivamente, en muestras del segundo grupo. Estas alteraciones se
detectaron en el cromosoma 3 en regiones asociadas a genes supresores de tumores,

oncogenes, adhesion y motilidad celular (Bodelon et al., 2016).
DBD-FISH

Esta técnica se centra en detectar y cuantificar los rompimientos en las cadenas de DNA
tras inmovilizar muestras de raspado de células epiteliales (o de otros tipos) en una matriz
de agarosa y someterlas a una serie de lavados con soluciones alcalinas para exponer los
segmentos de DNA dafiado. La aplicacién de una sonda dirigida a una region de DNA,
marcada con fluorescencia, posibilita cuantificar el nivel de dafio gendmico en nucleos
celulares de manera individual. Posteriormente, esto permite obtener un promedio global
de dafio para cada muestra y a la vez, la comparacién de muestras en distintos grupos de

estudio (Fernandez y Gosalvez, 2002).



JUSTIFICACION

El CaCU representa, desde el 2006, la segunda causa de muerte por cancer en mujeres
mexicanas. Tan solo el 10% de los casos se detectan como carcinomas in situ, 20% se
detectan en una etapa temprana mientras que el resto de casos se detectan en etapas
intermedias y avanzadas. La infeccién con VPH AR se relaciona con el desarrollo de LIE
cervicales y progresion al desarrollo de CaCU, asi mismo es un causante de inestabilidad
cromosOmica en secuencias repetitivas de los cromosomas 1 y 3, evaluadas mediante
DBD-FISH y secuenciacion génica. Debido a que las secuencias teloméricas son de
naturaleza repetitiva se decidio analizar si también se presenta inestabilidad cromosomica
en estas. Los resultados derivados de este estudio nos permitirian no solo detectar sino
también cuantificar el dafio en estas regiones y en base a ello, proponer nuevos blancos de
estudio de la inestabilidad cromosémica que permitan pronosticar el desarrollo de las LIE
y discernir la prioridad de tratamiento entre pacientes afectados. Esto también con la
finalidad de ofrecer al paciente diferentes opciones de tratamiento menos agresivas pero
que demuestren efectividad para eliminar las lesiones presentes. Hasta donde se tiene
registro no existe informacion publicada de la asociacion de inestabilidad cromosdémica
especifica, telomeros, VPH y CaCU, por lo cual representaria una aportacion nueva al
conocimiento del desarrollo de esta enfermedad. Los resultados también servirdn como
datos estadisticos de los genotipos de VPH méas comunes, asociados con inestabilidad
cromosoOmica, entre la poblacién local. De igual manera, con dicha informacion se puede
proponer el desarrollo de vacunas nuevas dirigidas especificamente contra los genotipos

mas frecuentes entre la poblacion mexicana.
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HIPOTESIS
Hipotesis alterna

Se encontrara un incremento de dafio en las regiones teloméricas del DNA asociado al

grado de neoplasia cervical producto de la infeccion por VPH

Hipotesis nula

No se encontrara un incremento de dafio en las regiones teloméricas del DNA asociado al

grado de neoplasia cervical producto de la infeccién por VPH.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar la inestabilidad cromosémica en secuencias teloméricas de células epiteliales
aisladas de tejido cervical de mujeres con neoplasia cervical con distintos grados mediante

DBD-FISH y determinar los genotipos virales presentes.

Objetivos especificos

Analizar y cuantificar la inestabilidad cromosdmica en secuencias teloméricas de mujeres
con neoplasia cervical con distintos grados y comparar los resultados con un grupo control
mediante DBD-FISH.

Detectar y comparar los genotipos de VPH presentes en mujeres con neoplasia cervical

con distintos grados y pacientes control.
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MATERIAL Y METODOS

Ubicacion del estudio

Se obtuvieron muestras de raspado cervical de mujeres con diagndstico histopatoldgico
de Lesion Intraepitelial (LIE) con Bajo Grado (LIE-BG) (n = 10) y Alto Grado (LIE-AG)
(n = 10), asi como Controles sin dafio cervical (n = 10) provenientes de la Unidad Médica
de Alta Especialidad No. 23 Hospital de Ginecologia y Obstétrica del Instituto Mexicano
del Seguro Social, previo consentimiento informado por escrito. Cada muestra fue
colectada individualmente por el médico titular usando cepillos citolégicos y depositados
en tubos estériles con 1 mL de buffer PBS. Se trasladaron inmediatamente al Laboratorio
de Citogenética Molecular perteneciente al Centro de Investigacion Biomédica del

Noreste (Instituto Mexicano del Seguro Social) para su procesamiento.

A las mujeres se les aplicd una encuesta acerca de sus datos generales, antecedentes
ginecobstétricos y datos sobre su estilo de vida, asi como sus diagnosticos iniciales al
momento de la revision por el ginecologo y su diagnostico final hecho por biopsia y
revisado por el anatomo-patélogo colaborador en el estudio. Estos datos nos ayudaron a
seleccionarlas como pacientes (dentro de los dos grupos diferentes) o controles (Anexo
1).

Los criterios de inclusion para este estudio son: pacientes de entre 20 y 65 afios que
acudieron a consulta ginecoldgica por primera vez, no fumadoras, no tabaquismo, sin
antecedentes de infecciones recurrentes, sin infecciones vaginales, sin tratamiento de
anticonceptivos sin radioterapias ni quimioterapias. Para el grupo Control se

seleccionaron pacientes sin dafio cervical que acudieron para estudios de Papanicolau.

Asi mismo se les informaron los motivos de la investigacion y el riesgo de obtener sus
muestras para este estudio. Todo esto debidamente manifestado en la hoja de
consentimiento informado por escrito, la cual se les leyd y se les aclararon sus dudas,

otorgando ademas su firma como autorizacion.

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité Nacional de Etica e Investigacion

Cientifica del IMSS (Registro R-2019-785-004) y se realiz6 de acuerdo con los estandares
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éticos internacionales de la Declaracion de Helsinki para estudios de investigacion con

sujetos humanaos.

A las muestras se les realizaron las siguientes pruebas: DBD-FISH (DNA Breakage

Detection-Fluorescence In Situ Hibridizarion), extraccion de DNA y tipificacion de VPH.

DBD-FISH parte de la aplicacion de la técnica FISH para detectar secuencias especificas
tanto a nivel cromosomico como celular. Para ello se utiliza una sonda, marcada
fluorescentemente, que se une a la regién de interés por complementariedad de bases
nitrogenadas del DNA de la muestra. La fluorescencia emitida tras la hibridacion se puede
observar en un microscopio de fluorescencia con los filtros adecuados para el rango de
longitud de onda de la sonda. Se toman fotografias y se cuantifica la Densidad Integrada,
en pixeles, que es la relacion entre la sefial fluorescente producida por la sonda y el area
total del nacleo celular. Los valores se obtienen individualmente para cada ndcleo y, a
partir de estos, se obtiene un valor global para cada muestra y para cada grupo, que se

interpreta como el nivel de dafio en DNA.
. Inestabilidad cromosdmica especifica en teldmeros

Preparacion de las muestras

Las muestras colectadas se centrifugaron los tubos con el cepillo durante 10 min a 4000
rpm, posteriormente se retird el cepilloy se repitié el proceso. Se descart6 el sobrenadante
y se goted cada muestra en portaobjetos para observar su concentracion celular, aquellas

con menos de 6 células por campo no se procesaron.

DBD-FISH

Con una micropipeta se tomaron 30 puL de cada muestra de células de raspado de epitelio
cervical (pacientes y controles) y se colocaron en tubos Eppendorf previamente
preparados con 50 uL de agarosa al 1%. Para asegurar que esta pudiera mezclarse con las
muestras, previamente se colocaron los tubos en plancha de calor por 5 min a 80°C para
posteriormente mantenerlos en bafio de agua a 37°C hasta su uso. La mezcla se coloco
sobre portaobjetos de vidrio (previamente embebidos en agarosa) en dos sectores

diferentes, inmediatamente se cubrieron con cubreobjetos de vidrio (22 x 22 mm); este
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proceso se hizo por duplicado para cada muestra. A continuacion, las laminillas se
depositaron sobre una charola de aluminio previamente enfriada y se mantuvieron en
refrigeracion a 4°C por 5 min. Se removieron con cuidado los cubreobjetos y se colocaron
las laminillas en posicion horizontal dentro de cajas de vidrio con soluciones en el
siguiente orden: solucion de lisis suave (Tris-HCI 2M, NaCl 5M, SDS 10%, EDTA 0.5M)
por 30 min, buffer TBE 1X por 10 min, NaCl 0.9% por 2 min, solucion alcalina fuerte
(NaOH 0.03M, NaCl 1M) por 2.5 min, solucion neutralizante (Tris-HCI 0.4M) por 5 min,
buffer TBE 1X, etanol 70 % por 2 min, etanol 90% por 2 min y etanol 100% por 2 min.
Cada paso se realiz6 a temperatura ambiente, después del ultimo paso se dejaron secar las

laminillas cubriéndolas para evitar su degradacion.

Al dia siguiente se tifi0 una de las dos regiones de cada laminilla con 7 uL de yoduro de
propidio 1:100 y se cubrieron con cubreobjetos de 18 x 18 mm, se dejaron incubar en
oscuridad por 15 min. Posteriormente se visualizaron con microscopio de fluorescencia
con filtro Texas Red, esperando ver los nucleos de las células con una estructura en forma
de halo alrededor de estos (Anexo 2), lo cual indico que la técnica de DBD se realizo
correctamente. Se seleccionaron aquellas laminillas con la mayor concentracion de

nacleos para la hibridacion FISH.

Hibridacion con sonda telomérica

Para la hibridacion de teldmeros se utiliz6 la sonda PNA pantelomérica humana que marca
los telémeros de todos los cromosomas humanos (Dako®, México). La hibridacion se
realizd en células de raspado cervical de los grupos de estudio y grupo control, previo
tratamiento con DBD. Se colocaron 7 pL de la sonda marcada en un tubo Eppendorf
esterilizado de 200 uL y se llev6 a 80°C por 5 min sobre una plancha de calor, transcurrido
el tiempo la sonda desnaturalizada se coloco en un area diana de la laminilla, se cubrid
con cubreobjetos de plastico y se incubo en oscuridad a 37°C por 30 min. Transcurrido el
tiempo de hibridacion se removié el cubreobjetos y se realizé una serie de lavados post
hibridacion de la siguiente forma: formamida al 50% en 2X SSC por 10 min por triplicado,
2X SSC por 10 min, 2X SSC/0.1% NP-40 por 5 min; cada uno a temperatura ambiente.

Sin dejar secar las laminillas, se agregaron 7 uL de colorante DAPI (4', 6-diamidino-2-
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fenilindol) y se cubrid con cubreobjetos de 18 x 18 mm. Se incubaron a 4°C en oscuridad

por 15 min para posteriormente observar cada una al microscopio.

Analisis al microscopio de fluorescencia

Las laminillas procesadas se analizaron en un microscopio de fluorescencia Axiophot,
Zeiss® (Carl Zeiss, Alemania) equipado con filtros para emision de fluorescencia roja
(Texas red) y azul (DAPI). Se obtuvieron fotografias a color, en formato JPEG, de 30
nucleos con sefiales de hibridacion por cada muestra, para ambos grupos de estudio y
grupo control utilizando una cdmara CCD Axiocam, Zeiss ® (Carl Zeiss, Alemania) de
16 bits.

Analisis de imagen

Se analizaron las fotografias mediante el software Image J version 1.4.3.6.7 (National
Institutes of Health, Bethesda, USA, 2012) (Rasband 1997). Para cada nucleo se delimitd
manualmente la extension del halo producido por el DBD y se ajustd el umbral
(Threshold) de medida de las sefiales fluorescentes producidas por la hibridacion. El
software expresa la Densidad Integrada (DI) como la relacion entre el area total y la
intensidad fluorescente producida para cada nucleo celular, transformando las mediciones

de DI en valores numéricos (pixeles).

1. Genotipificacion del VPH
Extraccion de DNA

Se realiz6 la extraccion de DNA de las muestras de epitelio cervical de los grupos de
estudio y grupo control con el kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega
Corporation, Estados Unidos) siguiendo las recomendaciones del fabricante. EIl DNA
obtenido de cada muestra se cuantific6 en un Nanodrop® MultiGene (Labnet

International, Estados Unidos) y se almaceno a -20°C hasta su utilizacion.

PCR vy tipificacion del VPH

La tipificacion viral de las muestras se realizo con el kit INNO-LiPA ® HPV Genotyping

Extra (Fujirebio, Japdn) que, mediante hibridacion reversa, distingue hasta 28 diferentes
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genotipos de VPH por deteccion de secuencias de la region genica L1. Se detectan los
genotipos de Bajo Riesgo: 06, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 62, y 71. Por su parte, los
genotipos de Alto Riesgo que se detectan son: 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53,
56, 58, 59, 68, 69, 70 y 82. Primero, se amplificé por PCR el DNA de cada muestra con
primers GP5 y GP6 (Snijders et al., 1990), GoTaq Green Master Mix (Promega
Corporation, Estados Unidos) y H2O libre de nucleasas.

El protocolo de amplificacion fue el siguiente: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min,
desnaturalizacion a 95°C por 30 s (40 ciclos), alineamiento a 44°C por 1 min, extension a
72°C por 1.5 min y extension final a 72°C durante 10 min. Se produjeron amplicones
biotinilados que se sometieron a desnaturalizacidn a temperatura ambiente por 5 miny se
aplicaron sobre tirillas con sondas dirigidas a L1 previamente colocadas al interior de ina
charola con canales, se incubaron en bafio de agua a 49°C con agitacion a 80 rpm, por 1
h. Después de la hibridacion se lavaron las tirillas dos veces con solucion astringente
(previamente calentada a 37°C) y dos agitaciones suaves por 10-20 s a temperatura
ambiente. Se depositd fosfatasa alcalina conjugada con estreptavidina en cada canal de la
charola y se incubaron en agitacion, a temperatura ambiente por 30 min, a continuacion,
se incubaron nuevamente a 49°C por 1 h tras afiadir el cromdgeno. Se almacenaron las
tirillas en oscuridad durante toda la noche para el revelado de color. Tras el procesamiento
se produjeron lineas de tonalidad azul-parpura a lo largo de las tirillas, correspondientes
a los genotipos detectados en cada muestra. Para la interpretacion visual de los resultados
se consultd la guia proporcionada por el fabricante.

I11.  Andlisis estadistico

Para cada grupo de estudio se obtuvieron los promedios de edad, nimero de parejas
sexuales, gestas, edad de la primera gesta y nimero de hijos.

Las mediciones obtenidas con ImageJ se analizaron mediante Analisis de Varianza de un
factor (ANOVA One Way) para encontrar diferencias significativas entre las medias de
todas las poblaciones, con un 95% de confianza. Posteriormente se aplicé la prueba
Student-Newman-Keuls para encontrar diferencias en Densidad Integrada (DI) entre cada

grupo de estudio y grupo control, considerando como significativo un valor de p <0.05.
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Para todas las pruebas se utilizo el software IBM SPSS 20.0 (IBM Corporation, Estados
Unidos, 2011) para el sistema operativo Windows 11®.

A partir de un estudio previo de 3 personas por grupo se delimité el tamafio de muestra
con el software MINITAB V12.0. Se aplico un ANOVA One Way con un a = 1%, con
poder estadistico del 99% y medias (transformacion logaritmica base 10) de 7.82
(Control), 8.85 (LIE-BG) y 10.48 (LIE-AG).

A partir de los datos de genotipificacion se determinaron las frecuencias para cada
genotipo en cada grupo de estudio, asi como los porcentajes globales correspondientes a
cada genotipo. Asimismo, se obtuvo el porcentaje de infeccidn, coinfeccidn y genotipos

BR y AR para cada grupo de estudio.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Descripcion de poblacion de estudio

De acuerdo con los datos de la encuesta aplicada a pacientes (Tabla 1), en el grupo Control
el promedio de edad fue de 43.38 afios, el nimero de parejas sexuales fue de 2.25, 2.63
gestas, la edad promedio de la primera gesta fue de 19.75 afios, 1 parto en promedio y 2
hijos en promedio. En el grupo LIE-BG la edad promedio fue de 36.4 afios, En el grupo
LIE-AG la edad promedio fue de 34.3 afios, 3.2 parejas sexuales, una edad promedio de

14 afios para la primera gesta, 2.2 partos y 2.4 hijos en promedio.

Se observd un decremento constante en la edad promedio para cada grupo, que fue
acompafiada de un incremento en el nimero de parejas sexuales entre el grupo LIE-BG y
LIE-AG y el numero de partos registrados para cada grupo. La edad promedio de la
primera gesta fue en decremento considerable entre los tres grupos indicando un inicio de
vida sexual a una menor edad en el grupo LIE-AG comparado a los otros dos grupos. Lo
que explicaria también que en este grupo se haya registrado el mayor nimero de gestas y

partos en promedio.

Estos resultados concuerdan con reportes que indican que un alto numero de parejas
sexuales (>2) y el inicio de la actividad sexual antes de la edad adulta son factores de
riesgo que aumentan significativamente el riesgo de infeccion por VPH vy el desarrollo de
LIE debido a cambios celulares en el tejido cervical durante la adolescencia, asi como la
probabilidad de infeccion con més de un genotipo durante un periodo de tiempo mas
prolongado en comparacion con mujeres que comienzan su vida sexual a mayor edad
(Ribeiro et al., 2015, Yang et al., 2022).

De acuerdo con reportes previos un alto nimero de nacimientos (>3) se puede considerar
también un factor de riesgo importante debido al dafio prolongado en el tejido cervical
que lo haria mas susceptible a infecciones (Yang et al., 2020). Dado que los grupos LIE-
BG y LIE-AG presentaron un promedio cercano a este valor, 2.6 y 2.4 respectivamente,

es posible que este factor influenciara la presencia de VPH en pacientes de dichos grupos.
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Tabla 1. Antecedentes clinico-obstétricos de pacientes Control LIE-BG y LIE-AG

Diagnostico | Edad | No. parejas sexuales Gestas Edad primera gesta | No. hijos
36 5 3 21 3
45 1 4 27 3
54 3 3 23 3
Control 62 3 4 20 L
24 2 2 20 2
28 1 0 0 0
53 2 3 25 2
45 1 2 22 2
X 43.38 2.25 2.63 19.75 2.00
55 0 0 0 0
28 1 3 17 3
24 3 4 15 4
45 1 2 17 2
LIE-BG 23 4 2 19 2
52 2 5 19 5
38 1 3 17 3
25 3 3 14 4
27 4 1 19 1
47 3 2 23 2
X 36.40 2.20 2.50 16.00 2.60
40 3 5 17 3
27 3 3 15 3
36 3 3 21 3
37 3 3 14 3
LIE-AG 24 2 0 0 0
65 4 3 19 3
37 4 6 17 6
26 4 3 17 1
23 4 0 0 0
28 2 2 20 2
X 34.30 3.20 2.80 14.00 2.40
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Hibridacion en telémeros

Tras el procesamiento con DBD-FISH se tomaron las fotografias correspondientes (Figura
1 A), los ndcleos del grupo Control (Figura 1 B) mostraron una baja cantidad de sefiales
de hibridacion, asi como un halo circundante poco notable, evidenciando un nivel de dafio

telomérico minimo producto del dafio basal esperado en ausencia de infeccion por VPH.

En los nucleos procesados del grupo LIE-BG se produjeron halos circundantes de mayor
tamanio que en el grupo Control (Figura 1 C), que corresponden a material genético dafiado
que ha salido del nucleo. Asimismo, se detectd una mayor proporcion de sefiales de
hibridacién no solo al interior del ndcleo sino por fuera de este en las é&reas
correspondientes a los halos. En conjunto, esto indicd un incremento en el nivel de dafio
telomérico notable respecto al grupo Control, lo cual va en concordancia con el grado de

las lesiones de las pacientes en este grupo.

En los nacleos de LIE-AG (Figura 1 D) la extension de los halos fue méas pronunciada, de
igual forma se detectd la mayor cantidad de sefiales fluorescentes tanto dentro como fuera
del ndcleo. Es en este Gltimo donde grupo se concentra el mayor dafio telomérico
detectable en correspondencia con la severidad de las lesiones producto de la infeccion,
concordando asi con estudios previos donde se demostro una relacién similar entre el nivel
de sefiales fluorescentes y el area del halo generado con el nivel de dafio genémico (Cortés
Gutiérrez et al., 2011, 2013). Dicho dafio conllevaria un nivel considerablemente alto de
inestabilidad cromosoémica, lo que favoreceria el desarrollo de CaCU producto de la
incidencia de rearreglos cromosémicos, asi como aneuploidias en el cromosoma 11,
duplicacion de centrosomas y la aparicion de células con metafases anormales (Duensing
y Miinger, 2002).

La aplicacion de DBD-FISH (en conjunto con la cuantificacion de DI) resulta una
metodologia idénea para identificar diferencias reales en el dafio cromosdémico en
regiones especificas del genoma, que son imposibles de determinar solamente con una
observacion visual de las LIE y que esta sujeta a errores por parte del personal que la
efectla. Otra ventaja de este enfoque es la facilidad de la técnica, de modo que no es
necesario personal especializado para realizarla y la rapida obtencién de resultados,

permitiendo un analisis de dafio gendmico preciso (al hacer uso de sondas especificas) a
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nivel de ndcleos individuales, lo que ademaés evidencia la flexibilidad de la técnica para
analizar diferentes tipos de células y su potencial para aplicarse en un contexto clinico

(Fernandez y Gosalvez, 2002).

C) D)

Figura 1. Nucleos tratados con DBD-FISH con hibridacion en telomeros (rojo) y tincién de contraste DAPI
(azul): A) Vista general, B) Control, C) LIE-BG y D) LIE-AG
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Medicién de Densidad Integrada

Se mostraron diferencias significativas en la DI cuantificada para cada grupo (Tabla 2),
incrementando de manera directamente proporcional al grado de severidad de la lesion y
concordando con los resultados visuales de hibridacion previamente obtenidos. Se partio
de un valor de 2304.70 pixeles obtenido para el grupo Control (con una significancia de
p<0.05), mostrando un incremento de casi el doble para LIE-BG (4228.92 pixeles) vy,
respecto a este, mas del doble en LIE-AG (8585.41 pixeles). El area promedio de nucleo
mostré una ligera diferencia entre los grupos Control y LIE-BG, la diferencia mas
pronunciada se mostro entre el grupo LIE-BG y el grupo LIE-AG apoyando los resultados
de DBD-FISH anteriores.

Estos resultados concuerdan con antecedentes en secuencias satelitales de 5 pb en el
cromosoma 1, donde se comprobd un incremento gradual de DI con relacion al grado de
LIE en pacientes, indicando una mayor inestabilidad genémica en el grupo de mayor
severidad. A partir de estos resultados se postula que la progresion al desarrollo de CaCU
involucra una inestabilidad genomica incrementada en dicho cromosoma (Cortés
Gutiérrez et al., 2013). De igual manera, se ha identificado que la secuencia 1p36 del
cromosoma 1 es un sitio donde la inestabilidad cromosémica aumenta proporcionalmente
al grado de LIE, por lo que podria tratarse de una caracteristica de la progresién a CaCU
(Cortés Gutiérrez et al., 2020).

Se ha comprobado que la infeccién con VPH AR esta relacionada con una incidencia de
aberraciones cromosémicas numéricas y estructurales como aneuploidias, deleciones o
inversiones de genes supresores tumorales y/o amplificacion de oncogenes, causando la
inestabilidad gendmica del huésped y facilitando asi el desarrollo de CaCU (Bodelon et
al., 2016).

Estos antecedentes sugieren que las secuencias repetitivas, como son los telémeros,
podrian ser “puntos calientes” de inestabilidad cromosémica en comparacién con otras
regiones del genoma, sin embargo, es necesario analizar otro tipo de secuencias de esta

naturaleza para comprobar si esta relacion también se observa.
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Tabla 2. Comparacion de DI (pixeles) en secuencias teloméricas de epitelio cervical
de pacientes Control, LIE-BG y LIE-AG

Diagnostico Area Media SD DI

7640.80 143.14 1.75 1844.06

7002.20 138.76 1.74 2651.35

450.10 161.76 5.01 2542.46

Control 458.62 163.17 5.92 2983.10
1443.20 142.22 2.65 1067.39

2697.33 148.24 3.01 2250.76

1364.60 147.23 6.57 2310.56

6701.57 186.83 1.54 2787.89

% 3469.80 153.92 3.52 2304.70
2679.40 146.59 2.06 4844.93

5517.26 179.29 0.97 4877.89

4974.43 149.20 1.03 4635.74

2482.45 150.05 1.66 3732.54

LIE-BG 1570.20 149.30 4.65 3811.58
2565.03 129.16 6.69 4248.07

6184.64 136.02 4.28 3772.80

4496.38 133.04 6.06 4417.98

5525.00 162.69 1.02 3930.51

2446.57 143.40 4.68 4017.15

X 3844.14 147.87 3.31 4228.92
2842.03 137.79 6.61 6467.98

4999.44 153.14 3.75 7566.04

3171.90 126.60 5.83 5980.08

4232.09 173.95 0.94 8119.93

LIE-AG 5081.03 124.34 7.00 6040.69
7126.33 139.19 4.86 18699.40

3075.64 147.30 8.36 7801.24

5888.00 149.56 5.54 10063.40

4217.64 155.60 1.50 6956.53

9135.25 151.63 1.44 8158.85

% 4976.94 145.91 4.58 8585.41

SD = Desviacién Estandar

DI = Densidad Integrada
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Genotipificacion de VPH

Las tirillas de genotipificacion (Figura 2) para el grupo Control solo mostraron las bandas
correspondientes a los controles internos del kit INNO-LiPA (Figura 2 A, todas las
muestras analizadas mostraron un resultado negativo para VPH tal como se esperaba; se
detecto infeccion en el 100% de las muestras de LIE-BG y LIE-AG. En el caso del grupo
LIE-BG (Figura 2 B, coinfeccién con VPH6, 61 y 62) el 30.9% de los genotipos
detectados fueron VPH BR mientras que un 69.1% fueron VPH AR. Para el grupo LIE-
AG la proporcion de genotipos detectados fue de un 21.1% de VPH BR y 78.9% de VPH
AR (Figura 2 C, infeccién con VPH16).

Los genotipos de VPH (Tabla 3) m&s comunes para el grupo LIE-BG fueron 16, 31y 44,
todos de tipo AR mientras que tipos BR como 6, 61 y 62 fueron los menos detectados. El
90% de casos en este grupo fueron coinfecciones en tanto que solo el 10% correspondio
a monoinfecciones. En el grupo LIE-AG los genotipos de mayor frecuencia fueron 16 y
31, ambos AR, el 60% de casos fueron infecciones mientras que el 40% fueron
coinfecciones. De manera global, la proporcion fue de 65% de coinfecciones y 35% fueron
monoinfecciones. Estos hallazgos coinciden con estudios previos donde se han reportado
hasta un 70.83% de coinfecciones contra 29.17% de monoinfecciones en muestras de
pacientes mexicanas con LIE-BG, LIE-AG y carcinomas (Padilla-Mendoza et al., 2020).
En contraste, también se reportan relaciones inversas en donde las coinfecciones
representaron apenas entre un 26 y 28% mientras que las monoinfecciones entre 72'y 73%
de casos positivos en poblaciones de China y Francia. (Zhong et al., 2022; Auvray et al.,
2023). Una relacion similar se reportd con un 24.7% de coinfeccion contra 75.3% de
monoinfecciones detectadas, en donde la proporcion de coinfecciones fue en decremento
conforme a la severidad de la lesion cervical (Tang et al., 2023). Las diferencias en la
proporcion infeccidn/coinfeccién. observadas entre LIE-BG y LIE-AG de este estudio,
coinciden con esta Ultima tendencia sin embargo no parece haber una correlacion entre la

presencia de multiples genotipos y el riesgo de desarrollar lesiones de mayor severidad.

En LIE-AG VPH16 fue el genotipo que mostré la mayor prevalencia seguido de VPH31,
mientras que el resto mostraron una frecuencia muy similar. Por el contrario, en LIE-BG

VPH16, VPH31y VPH52 fueron detectados con exactamente la misma prevalencia. Estos
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resultados concuerdan parcialmente con antecedentes que reportaron a VPH16 (27.4%) y
VPH33 (12.1%) como los mas prevalentes en pacientes con LIE-AG, mientras que VPH31
fue el tercero mas frecuente (9.9%). En pacientes con LIE-BG la proporcién de VPH33
(13.4%) y VPH16 (10.6%) fue inversa en tanto que VPH52 tuvo una prevalencia

marcadamente inferior (0.6%) (lllades-Aguiar et al., 2010).

De manera general, VPH16 fue el genotipo mas frecuente con el 16.2% del total de
detecciones, seguido de VPH31 representando el 10.8%, esto coincide con reportes
previos donde estos mismos fueron los mas prevalentes con 52.08% y 22.91%,
respectivamente, de entre trece genotipos detectados en pacientes con lesiones cervicales
(Padilla-Mendoza et al., 2020). Asimismo, en otros reportes VPH16 presentd la mayor
prevalencia del 53.2%, si bien se mostrd una diferencia mas pronunciada respecto a la

prevalencia de VPH3L1, la cual represento el 14% del total (Auvray et al., 2023).

En la poblacién mexicana la distribucion de genotipos es muy variable dependiendo de la
zona del pais, en el centro VPH16 es mas comin mientras que en la region sur hay mayor
prevalencia de VPH58 y VPH33 (lllades-Aguiar et al., 2010). A nivel mundial VPH16,
seguido de VPH18 son los més prevalentes (Cosper et al., 2021). Por tanto, cabe dentro
de lo esperado que se detectaran genotipos distintos a los ya mencionados, posiblemente
debido a las condiciones geograficas heterogéneas del pais que facilitan el contagio de

ciertos genotipos en particular.

De acuerdo con antecedentes, se sugiere que en casos de coinfeccion (que representaron
el 26.3% del total de casos analizados) la presencia de otros genotipos ayuda a mitigar la
patogenicidad que VPH16 ejerce por si solo y que la severidad de lesiones cervicales
depende principalmente de la proporcién en la que este se encuentre presente (Zhong et
al., 2022). De igual manera no se ha encontrado que una coinfeccion aumente
significativamente el riesgo de desarrollar lesiones de mayor severidad, pero si es
dependiente del tipo de VPH presente y su carga viral (Adcock et al., 2019). Dado que se
detectd, en su mayoria, VPH AR en ambos grupos resultaria factible priorizar el
seguimiento a pacientes en base al o los genotipos detectados, asi como comenzar a
contemplar otros parametros (como la ya mencionada carga viral) que permitan un

monitoreo mas completo y preciso.
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Figura 2. Genatipificacion de VPH de muestras A) Control, B) LIE-BG (VPHS6, 61, 62) y C) LIE-AG
(VPHL16). 1. Marcador, 2. Control conjugado, 3. Control hDNA, 4 y 5. Control VPH

Tabla 3. Genotipos de VPH detectados en pacientes Control, LIE-BG y LIE-AG

VPH
Grupo Bajo Riesgo Alto Riesgo
0611445461162 |71| 16 | 26| 31 |33 |39|51|52|56|58|68|69|70
Control | O| 0| 0O O| O| O 0| O O| O O| O O| O| O O O| O O
LIE-BG| 1| 1| 6| 6| 1| 1| 1 71 1 7| 6| O] 4| 7| O 1} 1| 1| 1
LIE-AG| 2| 0| 1| O O] 1| O 51 0 1 0| 1| 1y O 1| 3| 1| 0| 2
Total 3| 1| 7 6] 1] 2| 1| 12| 1 8| 6| 1| 5| 7| 1| 4| 2| 1| 3| 2
% 40(14195|81|14(2714|16.2{14|10.8(8.1|1.4|/6.8(9.5|1.4|54(2.7|14|4.0|27
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CONCLUSIONES

Se observo la asociacion entre el grado de inestabilidad cromosémica (medida como
Densidad Integrada) en secuencias teloméricas y la gravedad de lesiones intraepiteliales
producidas por VPH, indicando que dicha inestabilidad es un evento de aparicion
temprana que facilita el desarrollo de CaCU debido a las multiples regiones en donde se
presentaron rompimientos en DNA, especialmente en pacientes con LIE-AG en
comparacion a los otros grupos; estos hallazgos fueron los esperados considerando la
naturaleza repetitiva de las secuencias teloméricas. De igual manera, los genotipos
detectados (todos del grupo de alto riesgo) asi como la presencia de coinfecciones fueron
lo esperado para ambos grupos. Es posible que suceda esta misma relacion en otras
regiones del genoma de manera simultanea, contribuyendo en conjunto a una mayor
desestabilizacion gendémica como un efecto ejercido por el virus y que, posiblemente se

vea acentuado en casos de coinfeccidn.
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PERSPECTIVAS

La cuantificacion de inestabilidad cromosdmica, expresada como Densidad Integrada, y
su relacion con el grado de severidad de neoplasias cervicales permite obtener un mejor
panorama de los efectos ejercidos por el VPH en el genoma en etapas previas al desarrollo
carcinogénico, asi como una identificacion precisa de los genotipos que pueden estar
ejerciendo dichos efectos, que con otros enfoques seria mas complejo de analizar. Dada
la facilidad y rapidez con la que esta metodologia produce resultados es idonea para
analizar otras regiones del genoma en donde también pudiera presentarse esta relacion
entre inestabilidad y gravedad de lesiones intraepiteliales, de ser posible escalarse a un
uso clinico masificado y en base a ello, elegir el curso de accion mas adecuado a seguir

con los pacientes a fin de evitar el desarrollo de CaCU.
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ANEXOS

Anexo 1. Encuesta para seleccién de grupos de estudio (LIE-BG y LIE-AG) y grupo Control

Datos generales

Nombre No. Seguridad Social Domicilio

Edad Teléfono Escolaridad

Antecedentes clinico-obstétricos

Menarquia Gestas Edad primera gesta

Cesareas Partos No. hijos

Abortos Embarazos ectdpicos Fecha ultima menstruacion
Leucorrea No. de parejas sexuales Método planificacion familiar

Sangrado post coito

Infeccion cérvico vaginal

Fecha primer Papanicolau

Antecedentes patologicos

Diabetes Hipertension arterial Obesidad
Osteoporosis Hipercolesterolemia Cirugias
Antecedentes generales

Habitos alimenticios Consumo de alcohol Tabaquismo
Radiaciones Medicacion

Diagndstico

Inicial Fecha de biopsia Fecha de resultado

Anexo 2. Nucleos sometidos a DBD (rojo: tincién con yoduro de propidio) mostrando el halo circundante

caracteristico de la técnica
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