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.RESUMEN

INTRODUCCION. La integracion de los VPH-AR se considera un evento clave en la
progresion de las lesiones escamosas intraepteliales (LEIS), este proceso se lleva a
cabo en regiones de ADN. También la carga viral se ha relacionado con la infeccion
persistente de los VPH-AR. La integracion viral puede ser inducida por el estrés
oxidativo al generar productos oxidantes en el ADN. OBJETIVO. Determinar el estado
fisico, la carga viral del VPH-16 y coinfeccidn con otros tipos virales y su relacién con
el estrés oxidativo en las LEIBG y en muestras sin LEl. METODOLOGIA. Se realiz6
un estudio transversal en el que se incluyeron 72 muestras de citologia en base liquida.
Se realiz6 Hibridacioén in Situ con amplificacion con tiramida (HIS) para determinar el
estado fisico del VPH. Para la determinacion de las especies reactivas del oxigeno
(ROS) se utilizé Kit CellRox Green Reagent. Se realizé PCR en tiempo real para la
expresion de las enzimas antioxidantes y para la determinacién de la carga y estado
fisico del VPH-16. RESULTADOS. Se diagnosticaron 17 citologias sin LEI y sin VPH,
20 citologias sin LEI con VPH y 35 con LEIBG. Por HIS se encontro el estado mixto
del VPH en un 75% vy el estado integrado en un 10% en las citologias sin LEI. En las
LEIBG un 62.9% y 20% en el estado mixto e integrado respectivamente. Las LEIBG
con VPH-16 en coinfeccién con VPH-AR y con el estado mixto, mostraron un aumento
en la carga viral. Se encontr6 un aumento de las ROS en las LEIBG versus las
citologias sin LEI (p=0.02). La infeccién por VPH-16, la presencia de cervicitis cronica
y la coinfeccion por agentes patdgenos mostraron los niveles de ROS mas altos. La
integracion del VPH mostré mayor producciéon de ROS y un aumento de la SOD-1y
GPX. CONCLUSIONES. La integracion del VPH-AR se presenté desde la infeccion
latente del virus. Pero los caso de LEIBG mostraron mas el estado integrado, aunado
a un mayor numero de copias del VPH-16 en coinfeccion con VPH-AR, un aumento en
la produccién de ROS y una mayor expresion de SOD-1 y GPX.

PALABRAS CLAVE. Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado, carga viral,

integracion viral, ROS.



II. ABSTRACT

INTRODUCTION. Integration of HR-HPV is considered a key event in the progression
of squamous lesions intraepteliales (LEISs), this process takes place in regions of DNA.
Viral load has been proposed as an additional parameter in conjunction with the
integration, as has been associated with persistent infection of HR-HPV. Viral
integration can be induced by oxidative stress to generate DNA oxidizers. OBJECTIVE.
Determine the physical state, viral load and HPV-16 coinfection with other HPV types
and their relationship with oxidative stress in LSIL and samples without LEI.
METHODOLOGY. A cross-sectional study in which 72 samples were included cytology
was performed in liquid foundation. In Situ Hybridization was performed with tyramide
amplification (ISH) to determine the physical state of HPV. For determination of reactive
oxygen specie (ROS) CellRox Green Reagent Kit was used. For the expression of
antioxidant enzymes and for determining the physical condition of the cargo and HPV-
16 and co-infection with HR-HPV was performed by real time PCR. RESULTS. 17 were
diagnosed NSIL without HPV, 20 NSIL HPV and 35 with LSIL. By HIS mixed HPV status
was found in 75% and the state 10% integrated in smears NSIL. In LSIL 62.9% and
20% in the mixed state and integrated respectively. The LSIL with HPV-16 coinfection
with HR-HPV with mixed HPV status showed an increase in viral load. Significant
increase ROS in LSIL versus NSIL. The HPV-16 infection, the presence of chronic
cervicitis and pathogens coinfection showed higher levels of ROS. HPV integration
showed increased production of ROS and increased SOD-1 and GPX.
CONCLUSIONS. HPV integration is introduced from the latent virus infection. But most
cases LSIL integration showed coupled to a larger number of copies of HPV-16 in

coinfection, increased ROS production and increased expression of SOD-1 and GPX.

KEYWORDS. Squamous intraepithelial lesion of low grade, viral load, viral integration,
ROS.



[1l. INTRODUCCION

El virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo (VPH-AR) es una causa necesatria,
pero no suficiente en el desarrollo del carcinoma cervical invasor (CCI). El VPH-AR se
transmite sexualmente e infecta epitelios mucosos donde se pueden desarrollarse las
lesiones escamosas intraepiteliales (LEIs) (Alba et al., 2009), y carcinomas de células
escamosas Yy adenocarcinomas (Kim et al., 2012). Existen mas de 100 tipos de VPH,
los cuales se designan de bajo o alto riesgo en funcion del desarrollo de lesiones
benignas o cancerosas. La infeccion persistente de los tipos de VPH-AR como el VPH-
16, 18, 45, 31, 33, 51 y 52 es un factor de riesgo importante para el desarrollo de CCI
(Pett y Coleman, 2012). Ademas, es importante mencionar que la coinfeccion viral con
mas de un tipo de VPH es muy frecuente, especialmente en las mujeres jévenes y se

ha asociado con un mayor riesgo de las LEIs (Chaturvedi et al., 2011).

El sistema de Bethesda clasifica a las lesiones tempranas como LEI de bajo grado
(LEIBG) también conocidas como displasia leve o la neoplasia intraepitelial cervical 1
(NIC 1), mientras que las LEI de alto grado (LEIAG) incluyen la displasia moderada o
NIC 2 y la displasia severa y carcinoma in situ o NIC Il (Miraval y Moron, 2005). Es
importante mencionar que los cambios citolégicos pueden ocurrir después de 3 meses
de la infeccion por el VPH y aunque se plantea que en 2 a 3 afios podria haber
regresion (alrededor del 90%), se ha demostrado que las LEIBG a través de factores
virales como la persistencia, carga e integracion viral y recientemente se ha propuesto
gue el estrés oxidativo, podrian progresar a una LEIAG en un plazo de un afio (Trotier
et al., 2009).

El ADN viral puede encontrarse en la célula infectada de forma integrado al genoma
hospedero y se ha relacionado frecuentemente con los casos de LEIAG y CCl y
actualmente se ha sefalado que esta presente en el 19.6% de las LEIBG (Jiménez-
Tagle et al., 2014). También se puede encontrar libre en el nlcleo en forma episomal
y compartiendo las formas integradas y episomales (forma mixta) en las LEIs (Das et
al., 2012). Al respecto Zubillaga-Guerrero et al., (2013) evaluo el estado fisico del VPH-
AR en LEIBG, encontrando el estado mixto en un 90% y el estado integrado en un

10%. Por lo que la integracion puede ser un evento temprano en el desarrollo de CCI.
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La integracién de los VPH-AR se considera un evento necesario en la progresion de
las lesiones cervicales, este proceso se lleva a cabo en regiones de ADN llamados
Sitios Fragiles Cromosomicos (SFC). La region E2 ha sido identificada como el sitio de
integracion preferencial, su ausencia da como resultado la expresion desregulada de
los oncogenes virales E6 y E7, lo que origina la degradacion de proteinas supresoras
de tumores como pRb y p53 (Raybold et al., 2011). Diversos estudios han reportado

un aumento en la frecuencia de integracion de los VPH-AR.

Estudios han propuesto la evaluacion de la integracion del VPH-AR en conjunto con
pardmetros adicionales como la carga viral, lo que se ha relacionado con la infeccién
persistente de los VPH AR como el VPH-16 y la progresion de las LEIs (Raybouldo et
al., 2011). En este sentido, Wanram et al., (2009) evaluaron la carga viral del VPH-16
encontrando un aumento en relacion al grado de la lesién, mientras que Xi et al., 2009
determinaron la carga viral en mujeres con infeccion mdultiple encontrando un
incremento en la carga viral en comparacion con las que tenian un solo tipo viral
(p=<0.001).

Actualmente se considera que el proceso por el cual el VPH-AR integra el ADN al
genoma del huésped no ha sido completamente dilucidado. Un posible mecanismo es
el dafio al ADN mediado por la inflamacién, debido a la produccion de cantidades
excesivas de especies reactiva del oxigeno (ROS) (William et al., 2011), tales como el
aniéon superoéxido (02) y el peréxido de hidrogeno (H202) son producto del metabolismo
celular aerébico normal y juegan un papel relevante actuando como segundos
mensajeros en numerosas vias de sefializacion relacionadas con la homeostasis
celular (Reuter et al., 2010). Sin embargo, existen diversos factores que aumentan las
concentraciones de estos metabolitos por encima de las condiciones fisiologicas
normales, dentro de los cuales se encuentran el humo del tabaco, la obesidad y la
infeccion persistente por microorganismos patdgenos caracterizada por la infiltracion
de leucocitos polimorfonucleares (PMN) provocando en el huésped una respuesta
inflamatoria cronica (Lonkar et al., 2011; Sethi et al., 2012).

La inflamacion ha sido implicada en la progresion de una gran variedad de canceres,

en el caso de CCl asociado a los VPH-AR se ha propuesto como un posible promotor
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de progresion de las lesiones del cérvix uterino (William et al., 2011). Por lo que
algunos estudios han evaluado las ROS en las diferentes etapas de las lesiones
cervicales, al respecto Carrero et al., (2009) evaluaron la expresion de Oz en muestras
con NIC 1, NIC 2 y NIC 3 encontrando un incremento en la produccion de Oz en relacion

a la progresion de las NIC.

Los niveles de las ROS se equilibran con diversos mecanismos de defensa
antioxidante, que consisten en componentes enzimaticos como la superéxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa, y los componente no enzimaticos como las
vitaminas E, C, entre otras (Nirmala y Narendhirakannan, 2011). La funcion de los
mecanismos antioxidantes consiste en la donacion de electrones neutralizando la alta
reactividad de las ROS convirtiéndolo en metabolitos no radicales (Durackova, 2010).
Sin embargo, en un proceso inflamatorio crénico se ha reportado una disminucion de
los niveles enzimatico antioxidante y en consecuencia estrés oxidativo (William et al.,
2011), lo que permite que las ROS reaccionen con diversas moléculas de importancia

bioldgica, que principalmente conducen dafio al ADN (Kaushal y Kudva, 2013).

El dafio oxidativo al ADN inducido por las ROS le confiere susceptibilidad e
inestabilidad genética. Los productos oxidantes mas reportados son 8-oxo-7,8-
dihydroguanine (8-oxoGua), 8-o0xo-7, 5,6-dihidroxi-5,6-dihidrotimina (timina glicol, Tg),
lo que puede causar deteccion de la transcripcion, errores en la replicacion e
inestabilidad gendémica (Marco, 2013). Se ha propuesto que el dafio al ADN inducido
por las ROS puede facilitar la integracién del VPH-AR y asi contribuir en la progresion
de las LEIs (Murata et al., 2012).

Por otro lado, diversos estudios han analizado la integracion viral en mujeres con CCI
y en sus lesiones precursoras, sin embargo no se ha esclarecido por completo los
factores que se encuentran asociados (Pett y Coleman, 2007). La carga viral ha sido
el principal factor al que se le ha relacionado con la persistencia viral, pero este tema
por las diferencias de resultados que se han reportado sigue siendo objeto de debate,
ademas de que también existen pocos estudios que han evaluado la carga viral en las
coinfecciones con VPH-AR por lo que seria importante su analisis en estas

condiciones (Kim et al., 2012; Chaturvedi et al., 2011). Por lo que este estudio permitira
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evaluar la integracidon de los VPH-AR en las lesiones tempranas del cérvix uterino y
asi tener una mayor comprension de los factores virales asociados y del

microambiente cervical.



IV. MATERIALES Y METODOS

POBLACION DE ESTUDIO. En este estudio participaron 72 mujeres residentes del
estado de Guerrero, México durante el periodo de 2012-2014 que asistieron al Servicio
de Diagndstico Integral en la deteccién oportuna del Cancer Cérvicouterino y VPH de
la Unidad Académica de Ciencias Quimico Biolégicas (UACQB) de la Universidad
Auténoma de Guerrero (UAG). Cada una de las participantes firmd un consentimiento
informado (Anexo 1) y respondieron a una encuesta (Anexo 2) con el objetivo de

obtener informacion clinica y obstétrica y variables de riesgo.

TOMA DE MUESTRA. A todas las mujeres que refirieron no haber consumido
antioxidantes en un tiempo menor de seis meses se incluyeron en el estudio y se les
realizé una toma de muestra de la zona exo-endocervical utilizando una espatula de
Ayre de madera para el exocérvix y cepillo endocervial para el endocérvix, asegurando
asi la toma de muestra de la zona de transformacion. Los extendidos de citologia
convencional y en base liquida (Liqui PREP) fueron tefliidos con Papanicolaou y fueron
clasificados en base a la clasificacion de Bethesda por una citopatéloga con 22 afios
de experiencia certificada por el Consejo Mexicano. Los casos de cervicitis aguda se
determinaron por la presencia de polimorfonucleares (PMN, mientras que la presencia
de histiocitos clasifico los casos de cervicitis cronica. También en las citologias se
realizé la basqueda de la presencia de pseudomicelios y levaduras morfolégicamente
compatibles con Candida sp y cambios en la flora por la presencia de células clave

indicadoras de Gardnerella vaginallis.

TIPIFICACION DEL VPH. La segunda toma se utilizé para la genotipificaciéon del VPH,
utilizando la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimeraza (PCR) acoplada a
hibridacion de INNO-LIPA genotyping Extra (Innogenetics) procedimiento que se
realizé en colaboracion con el Laboratorio de Biomedicina Molecular de la UACQB de
la UAG.

CITOLOGIA EN BASE LIQUIDA. El material citologico se depositd la muestra en un
frasco de solucion de conservacion del Kit Liqui PREP, se agitd la muestra en vortex y
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posteriormente se centrifugd a 3,500 rpm durante 5 minutos, el sobrenadante se
decantd y se homogenizo el sedimento, a partir del cual se prepar6 una dilucion de 1:5
para la realizacion de extendidos en laminillas silanizadas para la determinacion del
estado fisico del ADN del VPH por Hibridaciéon in Situ (HIS) con amplificacién con
tiramida (DAKO).

DETECCION DEL ADN DEL VPH EN CITOLOGIA EN BASE LIQUIDA POR
HIBRIDACION IN SITU (HIS). La deteccion del genoma viral por la HIS se realizé con
el sistema de amplificacion de sefial de tiramida (GenPoint Dako Cytomation,
Carpinteria, CA, USA). Los extendidos citolégicos en monocapa se sometieron a
digestion durante 1 minuto con proteinasa K (1:1000). Posteriormente se aplicé 0.5 pl
del reactivo prueba (ADN viral biotinado) que contiene para 13 genotipos de VPH-AR
(VPH-16, 18, 31, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) y sondas individuales dirigidas a
los tipos de VPH-BR 6 y 11. Los extendidos fueron desnaturalizados por 10 minutos a
95°C y posteriormente a hibridaciéon por 20 horas a 37°C (Hibridizador Dako,
Carpinteria, CA, USA). Posteriormente las muestras se colocaron en una solucion
astringente y se les agrego el anticuerpo primario estreptavidina peroxidasa, después
biotil-tiramida y el anticuerpo secundario estreptadivina. Se agrego el cromégeno DAB
y finalmente Hematoxilina de Mayer (Merck). La reaccion positiva se visualizé con un
color marrén en el interior del nacleo y en relacion al tipo de sefial se clasific6 como
difusa (Estado episomal), puntiforme (Estado integrado) o mixta (Estado episomal e
integrado). Las lineas celulares SiHa (VPH-16) se utilizaron como control positivo
mostrando el estado integrado, la misma linea celular sin la sonda se utiliz6 como

control negativo.

MEDICION DE LA PRODUCCION DE LAS ROS. Se utilizé una técnica fluorométrica
utilizando el Kit CellRox Green Reagent (Invitrogen, Oregdn, USA) como sonda para
la deteccion de las ROS totales. Después de la incubacién por 30 minutos a 37°C con
la sonda a una concentracion de 2.5 yuM se realizaron lavados con PBS a 1x. La
intensidad de fluorescencia de excitacion se midié a una longitud de onda de 485 nm

y la de emisién a 520 nm utilizando el equipo de citometria de flujo Guava easyCyte



HT (Millipore) (Anexo 3). La fluorescencia obtenida se report6 como unidad de

fluorescencia relativa (UFR) en base a la lectura de 5,000 células.

EXPRESION GENICA DE SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD-1) Y GLUTATION
PEROXIDASA (GPX). La expresion de las enzimas antioxidantes fue realizada
mediante el Kit KAPA SYBR FAST One-Step qRT-PCR (Biosystems, Foster City,
California). EI ARN fue extraido a partir de las citologias en base liquida por el método
del Trizol (Anexo 4) Reagent Life Technologies (Invitrogen, Carlsbad, California) Se
verifico la integridad del ARN en geles de agarosa al 1%. Los ensayos se realizaron
en el PCR en tiempo real 7500 (Applied Biosystem, Foster City, USA). El volumen de
la mezcla de reaccion fue de 10 uL preparada como sigue: 5.8 pL de la mix de PCR,
0.25 pyL a una concentracion de 10 pM cada primer [Superéxido dismutasa (SOD-1)
FW 5-UUGGAGAUAAUACAGCAGGC-3" y RV 5’CCAUCUUUGUCAGCAGUCAC-3’;
Glutation peroxidasa (GPX), FW 5’- GTACTACTTATCGAGAATGTGGCG-3" y RV 5'-
CAAACTGGTTGCACGGGAAG-31y 1 yL de ARN (200 ng). Para la reaccion de PCR
se llevd a cabo ciclos preliminares de 30 s a 37°C, 5 min a 42°C y 5 min a 95°C.
Seguido por 40 ciclos de 20 s a 95°C, la Tm de alineamiento de los primers fue de 30s
a 60°C y para la curva de disociacion fue de 15 s a 95°C, 1 min a 60°C y 15 s a 60°C.
La expresiéon de SOD-1y GPX fue normalizada con el gen GADPH. El método de
cuantificacion relativa A A Ct se utilizé para determinar la expresiéon de SOD-1 y GPX

de acuerdo con la formula 2 (-A ACt).

CARGA VIRAL Y ESTADO FISICO DEL VPH 16 POR PCR EN TIEMPO REAL. Para
la determinacion del estado fisico y la carga viral del VPH 16, se realiz6 la amplificacion
de los genes E6 [FW 5 -ACCGTTGTGTGATTTGTTAATTAGGTGTA-3" y RV 5'-
CGTTTTTGTCCAGATGTCTTTGCTT-3", sonda 5"-CAGGACACAGTGGCTTT-37]; E2

[FW 5 -TGGATATACAGTGGAAGTGCAGTTTGS’ y RV 5-
CCACAGTTACTGATGCTTCTTCACA-3’, SONDA 5 -FAM-
CACCCCGCCGCGACCCATA-BHQ-1-3-37; RNAsaP [FW 5-

TGCATTTGACTCCTGAGGAGAG-3° y RV 5-GGGCCTCACCACCAACTTC-3,
sonda 5°-VIC-CTGCCGTTACGTCCCT-BHQ-1-3-3"] por PCR en tiempo real utilizando
9



el equipo 7500 (Applied Biosystems), usando el kit Tagman Universal Master Mix II.
Para la el estado fisico se interpreté como estado episomal puro cuando no se observo
disminucién ni ausencia del gen E2 en relacion a E6, el estado integrado puro se
determind cuando la expresion de E2 fue indetectable, mientras que la forma mixta fue
determinada mediante la disminucion del nUmero de copias de E2 en relacion a E6
(Cheung et al., 2006).

CONSIDERACIONES ETICAS Y DE BIOSEGURIDAD. La presente investigacion se
baso6 a lo establecido por los ordenamientos y principios nacionales e internacionales
para la investigacion en seres humanos en el Reglamento de Investigacion de la Ley
Federal de Salud, Organizacion Mundial de la Salud (OMS). El manejo y eliminacion
de residuos peligrosos biolégicos infecciosos se realizé de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana NOM-087-ECOL-SSA-2002 y la declaracién de Helsinki para investigacion
médica en seres humanos, incluida la investigacion del material humano y de

informacion identificable (Mazzanti-Di Ruggiero, 2011).

ANALISIS ESTADISTICO. Los resultados fueron expresados en frecuencias y se
utilizé la prueba exacta de Fisher para el analisis del estado fisico del VPH. La carga
viral, la determinacion de las ROS y la expresion de las enzimas antioxidantes fueron
expresadas en media + DE y se utilizé la prueba t-Student. EIl valor de p<0.05 fue

considerado estadisticamente significativo.
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V. RESULTADOS

Poblacién de estudio. Los grupos de estudio fueron 17 mujeres con diagnostico de
citologia sin LEI y sin VPH comprobado por INNO-LiPA, 20 con citologia sin LEI con la
infeccion por el VPH y 35 con LEIBG. Las mujeres mayores de 25 afios fueron las mas
frecuentes en los tres grupos de estudio. El total de la poblacion cursaba por procesos
inflamatorios asociados a cervicitis y el 100% de las LEIBG presentd la infeccion por
el VPH (p=<0.05) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas generales de los grupos de estudio

SINLEISIN  SINLEI CON LEIBG *P
VPH VPH n=35 (%)
n=17 (%) n=20 (%)
EDAD
<18 2 (11.8) 0(0) 0 (0) 0.057
18-25 2 (11.8) 8 (40.0) 8 (22.9)
>25 13 (76.5) 12 (60.0) 27 (77.1)
HABITO DE FUMAR
Sl 0(0) 1(5.0) 5(14.3) 0.256
NO 17 (100.0) 19 (95.0) 30 (85.7)
CONSUMO DE ALCOHOL
Sl 3(17.7) 2 (25.0) 8 (22.9) 0.934
NO 14 (82.4) 15 (75.0) 27 (77.1)
CERVICITIS
NO 1(5.9) 0(0) 0 (0)
AGUDA 16 (94.1) 18 (100.0) 32 (91.4) 0.383
CRONICA 0(0) 0 (0) 3(8.6)
MICROORGANISMOS
NO 15 (88.3) 16 (80.0) 28 (80.0) 0.851
Gardnerella 2 (11.8) 4 (20.0) 7 (20.0)
vaginalis Y/O
Candida sp.
INFECCION POR EL VPH
NEGATIVO 17 (100.0) 0 (0) 0(0)
VPH-BR 0(0) 2 (10.0) 6 (17.1)
2a/PH-AR 0(0) 4 (20.0) 9 (25.7) <0.05
VPH-16 0 (0) 4 (20.0) 5(17.1)
VPH-16 EN 0 (0) 6 (30.0) 5(14.3)
COINFECCION
bIM 0(0) 4 (20.0) 9 (25.7)

VPH Virus del Papiloma Humano, LEI Lesién Escamosa Intraepitelial, LEIBG Lesion Escamosa de Bajo
Grado, VPH-BR Virus del Papiloma Humano de Bajo Riesgo, VPH-AR Virus del Papiloma Humano de
Alto riesgo, aTipos de VPH-AR diferente al VPH-16 (51, 52, 39, 45 y 59). PIM Mas de un tipo viral. El
valor de p fue calculado usando la prueba exacta de Fisher.
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Estado fisico del VPH por HIS. Interesantemente, los resultados muestran (Tabla 2),
que las citologias sin LEI con VPH-16 en coinfeccion con VPH-AR, presentaron el
estado mixto en un 33.3% Yy un caso presento el estado integrado. En las LEIBG con
infeccion multiple el 36.4% presentd el estado mixto, en el caso de las mujeres con el
VPH-16 en coinfeccidn con otros tipos virales, el 22.7% presento el estado mixto y sélo
en un caso se observo el estado integrado (p=<0.05) (Figura 1A). ElI 100% de las

infecciones con VPH-BR presentaron el estado episomal (Figura 1B).

Figura 1. Estado fisico del VPH en las LEIBG. A. Grupo de nucleos desnudos con cariomegalia y
que presentaron el patron de sefial puntiforme, que corresponde al estado integrado del VPH-16. B.
Células del epitelio plano con caromegalia que presentan el patron de sefial puntiforme (flecha azul)
que corresponde al estado integrado. C. Células intermedias normales con el patron de sefial difuso
gue cubre el nicleo y que corresponde al estado episomal del VPH-6 (flecha negra). Método: Citologia

en base liquida. Técnica: Hibridacién in Situ con amplificacion con tiramida (HIS). 40X
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Tabla 2. Estado fisico del ADN de los grupos de VPH

DIAGNOSTICO DIAGNOSTICO EPISOMAL INTEGRADO MIXTO *P

CITOLOGICO  MOLECULAR n= (%) n= (%) n= (%)
VPH-BR 2 (66.7) 0 (0) 0 (0)
*VPH-AR 0 (0) 0 (0) 4 (26.7)
SIN LEI VPH-16 0 (0) 1 (50.0) 3(20.0) 0.056
VPH-16 EN 0 (0) 1 (50.0) 5 (33.3)
COINFECCION
IM 1 (33.3) 0 (0) 3 (20.0)
VPH-BR 5 (83.3) 0 (0) 0 (0)
a/PH-AR 0 (0) 5 (71.4) 5 (22.7)
LEIBG VPH-16 0 (0) 1(14.3) 4(18.8) <0.05
VPH-16 EN 0 (0) 1(14.3) 5 (22.7)
COINFECCION
b|M 1(16.7) 0 (0) 8 (36.4)

VPH Virus del Papiloma Humano, VPH-BR VPH de Bajo Riesgo; VPH-AR VPH de Alto Riego; 2Tipos
de VPH-AR diferente al VPH-16 (51, 52, 39, 45 y 59). bIM Mas de un tipo viral.; LEIl Lesién Escamosa
Intraepitelial, LEIBG Lesion Escamosa de Bajo Grado. El valor de p fue calculado usando la prueba
exacta de Fisher.

Carga viral del VPH-16 y su relacién con el estado fisico del VPH por HIS. La
determinaciéon de la carga viral se realiz6 a 18 de 20 muestras, debido a la baja
concentracion de ADN que presentaron dos de ellas. Al evaluar este parametro
encontramos que no existen diferencias significativas entre el nimero de copias en
relacion al diagnadstico citoldgico, solo se observo una tendencia al aumentar la media
en las LEIBG. También se encontré un claro aumento en la media del nimero de
copias en los grupos que presentaron el VPH-16 en coinfeccion en comparacion con
las que solo tenian el VPH-16, sin embargo estas diferencias no fueron significativas
(Tabla 3A). Ademas al relacionar la carga viral y el estado fisico del VPH-AR, se
encontré que el estado mixto tanto en las LEIBG y sin LEI se reporté un aumento en
la media del numero de copias en comparacion con las que presentaron el estado
integrado (tabla 3B).
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Tabla 3 A. Carga viral del VPH-16

MEDIA+ DE CARGA VIRAL CARGA VIRAL

BAJA ALTA
n (%) n (%)
SIN LEI VPH VPH-16 0.2062+0.1529 3 (100.0) 0 (0)
n=3
MEDIA+ DE VPH-16 EN 7.1352+6.3103 5 (83.3) 1(16.7)
4.8256+4.2341 COINFECCION
n=6
LEIBG VPH-16 0.6810+0.3936 4 (100) 0 (0)
n=4
MEDIA+ DE VPH-16 EN 8.8249+8.1833 4 (80.0) 1 (20.0)
5.2054+4.5469 COINFECCION
n=5

VPH Virus del Papiloma Humano, LEI Lesion Escamosa Intraepitelial, LEIBG Lesion Escamosa
Intraepitelial de Bajo Grado, Mediatx DE. Prueba t-Student.

Tabla 3B. Carga viral del VPH-16 en relacion con el estado fisico viral

ESTADO MEDIA+ DE CARGA VIRAL CARGA VIRAL
FISICO POR BAJA ALTA
HIS n (%) n (%)
SINLEIVPH INTEGRADO 0.0898+0 1 (100.0) 0 (0)
n=1
MIXTO 6.0554+5.4396 6 (85.7) 1 (14.3)
n=7
LEIBG INTEGRADO  0.8918+0.4458 2 (100.0) 0 (0)
n=3
MIXTO 7.3622+6.8402 5 (83.3) 1(16.6)
n=6

VPH Virus del Papiloma Humano, LEl Lesién Escamosa Intraepitelial, LEIBG Lesion Escamosa
Intraepitelial de Bajo Grado, Mediat DE. Prueba t-Student.

Concordancia del estado fisico del ADN del VPH entre la HIS y la PCR en tiempo
real. La PCR en tiempo real ademas de determinar el nimero de copias, permite
determinar el estado fisico del VPH, en este caso el VPH-16 al igual que en la HIS,
esto nos permitio determinar la concordancia entre ambas metodologias. En la tabla 4
se observa que la HIS y la PCR coincidieron en 14 de las 18 determinaciones que se

realizaron obteniendo una concordancia moderada.
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Tabla 4. Concordancia del estado fisico del VPH-AR entre la HIS y la PCR en tiempo
real

PCR
INTEGRADO MIXTO TOTAL
n (%) n (%) n (%)
INTEGRADO 3(16.7) 1 (5.6) 4 (22.2)
HIS n (%)
MIXTO 3(16.7) 11 (61.1) 14 (77.8)
n (%)
TOTAL 6 (33.3) 12 (66.7) 18 (100.0)
n (%)

Kappa 0.045 (Moderada concordancia). HIS Hibridacion in Situ
Produccién de las ROS y el diagndéstico citologico. La media del grupo de las
citologias sin LEI y las LEIBG fue de 66.4 y 91.7, respectivamente, mostrando

diferencias significativas (Figura 2).
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o Figura 2. Analisis de las ROS en mujeres
> 80 - con citologia sin LElI y LEIBG (Mediat
gﬁ“' T D.E). Prueba t-Student. Sin LEI versus
9 60 - LEIBG p=0.02.
-
L LEI Lesiébn Escamosa Intraepitelial; LEIBG
O 40 A Lesion Escamosa Intraepitelial de Bajo Grado;
E UFR Unidad Relativa de Fluorescencia.
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ROS y estado antioxidante en los grupos de estudio. En la figura 3 se observa un
aumento lineal en relacion al grado de la lesion, sin embargo no se encontraron
diferencias significativas aparentemente entre las citologias sin LEl y LEIBG. Ademas,

hemos encontrando una mayor expresion de SOD-1 y GPX en las LEIBG versus
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citologias sin LEI. En el caso de GPX, se observaron diferencias significativas entre
los tres grupos, al observarse un aumento lineal de la expresion en relacion al grado
de lesion. Este incremento en la actividad enzimatica puede atribuirse como una
respuesta al aumento de las ROS en la etapa productiva del VPH, es decir, en las
LEIBG.
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Figure 3. ROS and antioxidant status in the study groups (Mean + S. E) A. Analysis of
ROS. B. Gene expression of SOD-1. NSIL versus NSIL HPV p= 0.001. C. Gene
expression of GPX. NSIL versus NSIL HPV p=<0.0005, NSIL versus NSIL HPV p=0.03,
NSIL HPV versus LSIL p=0.04.Test t-Student.

HPV Human papilloma virus; NSIL No sign of intraepithelial lesion; LSIL Low grade squamous
intraepithelial lesion; RUF Relative Unit Flourescencia.
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ROS y estado antioxidante en relacién a la infeccién por VPH por riesgo
oncogénico. Nosotros hemos encontrado un aumento de las ROS en todas las
mujeres que presentaron la infeccién por el VPH-16. Sin embargo, solo las LEIBG que
presentaron VPH-16 y aquellas que presentaron la infeccion por VPH-AR con una
media de 144.3 y 115.5 respectivamente se encontraron diferencias significativas en
comparacion con el grupo de sin LEI y sin VPH (Figura 4A).

En relacion a la parte antioxidante, se encontré un marcado incremento en la expresion
de la SOD-1 en las citologias sin LElI y LEIBG con VPH-16 (p=0.003, p=0.01) (Figura
4B).

La expresion de GPX se encontré aumentada en los casos de LEIBG con VPH-16 y
en la citologias sin LEI asociadas con infecciones mdltiples, sin embargo no mostraron

diferencias significativas (Figura 4C).
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Figura 4. ROS vy estado
antioxidante en relacion a la
infeccion por el VPH por
riesgo oncogénico (Mediat
E.S). Prueba t-Student. A)
Analisis de las ROS. Sin LEI
VPH (-) versus LEIBG VPH-
AR p=0.03. Sin LEI (-) versus
LEIBG VPH-16 p=0.003. B)
SOD-1. Sin LEI (-) versus Sin
LElI VPH-BR p= <0.0005. Sin
LEI (-) versus Sin LEI versus
VPH 16 p=0.003. Sin LEI (-)
versus LEIBG VPH-16 p=0.01.
C) GPX.

LEI Lesion Escamosa
Intraepitelial; VPH Virus del
Papiloma Humano; (-) VPH
negativo, BR VPH de Bajo
Riesgo; AR VPH de Alto Riesgo;
16 VPH 16; 16 C VPH 16 en
coinfeccion con otros VPH; IM
Mas de un tipo viral; LEIBG
Lesion Escamosa Intraepitelial de
Bajo Grado; UFR Unidad
Fluorescencia Relativa.



Produccion de las ROS y estado antioxidante asociado a la cervicitis y a la
coinfeccidén con agentes infecciosos. Al analizar las ROS en las mujeres con y sin
patréon inflamatorio cervical (cervicitis) donde observamos un aumento gradual en
relacion al grado de la inflamacion cervical con respecto al grado de la lesion, pero no
se encontraron diferencias significativas (figura 5A). En la figura 5 B encontramos un
aumento significativo en la expresion de SOD-1 en las LEIBG con cervicitis cronica en
comparacion con las que presentaron cervicitis aguda en el mismo grupo. En el caso
de la GPX, se encontraron diferencias significativas entre las citologias sin LEI con
VPH y en las LEIBG tanto con cervicitis aguda y crénica en comparacion con las
citologias sin LEI y sin cervicitis, pero no entre los mismo grupos (Figura 5C).

En la figura 6 A encontramos un aumento estadisticamente significativo de las ROS
en las mujeres con citologia sin LEI con VPH en presencia de agentes infecciosos en
comparacion con aquellas mujeres que solo tenian la infeccién por VPH en el mismo
grupo de estudio. En la figura 6 B se observdé una respuesta estadisticamente
significativa en la expresion de SOD-1 al aumento de las ROS, al encontrarse
aumentada en las citologias sin LEI con VPH en coinfeccién con agentes infecciosos.
En el caso de la GPX, su expresion fue diferencial, al observarse un aumento
estadisticamente significativo en las citologias sin LEI con VPH en coinfeccién con
agentes infecciosos en comparacién con las que solo presentaban la infeccién por

VPH en el mismo grupo (Figura 6C).
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Figura 5. ROS y estado antioxidante en los grupos de estudio asociados a cervicitis
(Mediazx E.S). Prueba t-Student. A) Andlisis de las ROS. B) SOD-1. Sin LEI sin cervicitis
versus sin LEI VPH aguda p=0.02. Sin LEI sin cervicitis versus LEIBG aguda p=0.002. Sin
LEI sin cervicitis versus LEIBG cronica p=<0.0005. LEIBG aguda versus LEIBG cronica
p=0.03. C) GPX. Sin LEI sin cervicitis versus sin LElI VPH aguda p=<0.0005. Sin LEI sin
cervicitis versus LEIBG aguda p=<0.0005. Sin LEI sin cervicitis versus LEIBG crénica
p=<0.0005.

LEI Lesion Escamosa Intraepitelial; VPH Virus del Papiloma Humano; LEIBG Lesion Escamosa
Intraepitelial de Bajo Grado; Sin C Sin cervicitis; A Aguda; C Cronca; UFR Unidad Relativa de
Fluorescencia.
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Figura 6. ROS y estado antioxidante en la coinfeccion con otros agentes infecciosos
(Mediazx E.S). Prueba t-Student. A) Andlisis de las ROS. Sin LEI VPH ausencia de agentes
infecciosos versus Sin LEI en presencia p=0.03 B) SOD-1. Sin LEI ausencia de agentes
infecciosos versus Sin LElI VPH en presencia p=<0.005 C) GPX. Sin LEI VPH ausencia
versus Sin LEI VPH presencia de agentes infecciosos

LEI Lesion Escamosa Intraepitelial; VPH Virus del Papiloma Humano; LEIBG Lesion Escamosa
Intraepitelial de Bajo Grado; Si Presencia de agentes infecciosos; No Ausencia de agentes
infecciosos; UFR Unidad Relativa de Fluorescencia.
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ROS y estado antioxidante en relacién a algunas covariables. Con respecto al
hébito de fumar observamos un aumento de las ROS estadisticamente significativo en
las mujeres con LEIBG que refirieron tener este habito en comparacion con el grupo
de sin LEI que refirieron no tenerlo. Ademas en el grupo de las LEIBG se observo un
comportamiento diferencial, al aumentar significativamente los niveles de las ROS solo
en las mujeres que fuman. Este comportamiento de las ROS pareciera activar los
sistemas antioxidantes tanto de la SOD-1 como de la GPX, ya que se observo un
aumento significativo de las mujeres con LEIBG que fuman en comparacioén con el

grupo de sin LEI y que no presentan este habito (Tabla 5).

Tabla 5. ROS y estado antioxidante con respecto al habito de fumar

HABITO ROS SOD-1 GPX
DE (UFR) (EXPRESION (EXPRESION
FUMAR RELATIVA SOD- RELATIVA
1/GADPH) GPX/GADPH)
SIN LEI NO 61.3+8.7 1.0+0 1.0£0
Sl 0 0 0
SIN LEI VPH NO 72.9£18.8 6.3+1.0 3.9+0.7
Sl 31.0£1.0 5.311.6 8.312.6
LEIBG NO 80.3+10.8 20.7+8.2 5.0+2.0
Sl 160.0+47.82b 25.9+14 8¢ 17.0+8.1¢

aEIBG Si versus Sin LEI No p=0.003, ? LEIBG Si versus LEIBG No p=0.019, ¢LEIBG Si versus Sin LEI
No p=0.02, 9 LEIBG Si versus Sin LEI No p=0.009. LEI Lesién Escamosa Intraepitelial; VPH Virus del
Papiloma Humano; LEIBG Lesion Escamosa Intraepitelial de Bajo Grado; UFR Unidad Relativa de
Fluorescencia. Mediat+ DE. Prueba t-Student.

Al realizar el andlisis en cuanto al habito del alcohol, no se encontraron diferencias en
los niveles de las ROS en los grupos de estudio, sin embargo las mujeres con LEIBG
que refirieron tener este habito reportaron los niveles de ROS mas altos y que ademas
presentaron un aumento significativo en la expresion de SOD-1 y GPX en comparacion
con el grupo de sin LEI que refirieron no tener este habito (Tabla 6).
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Tabla 6. ROS y estado antioxidante con respecto al habito del alcohol.

HABITO ROS SOD-1 GPX
DE (UFR) (EXPRESION (EXPRESION
ALCOHOL RELATIVA SOD- RELATIVA
1/GADPH) GPX/GADPH)
SIN LEI NO 63.1+9.7 1.0+0 1.0+0
Sl 52.7+22.6 8.8+3.9 11.2+4.1
SIN LEI VPH NO 46.1+35.7 22.4+7.5 3.9+1.2
Sl 35.7+10.0 19.9+48.2 12.848.1
LEIBG NO 86.3+11.4 31.2+10.5 4.4+1.7
Sl 109.9+37.6 41.1+26.2% 8.9+3.1P

3 LEIBG Si versus Sin LEI No p=0.02, " LEIBG Si versus Sin LEI No p=0.0005. LEI Lesion
Escamosa Intraepitelial; VPH Virus del Papiloma Humano; LEIBG Lesién Escamosa Intraepitelial de
Bajo Grado; UFR Unidad Relativa de Fluorescencia. Mediax DE. Prueba t-Student.

ROS y estado antioxidante en relacion al estado fisico del VPH por HIS. En esta
investigaciébn encontramos un aumento significativo de las ROS en los casos que
presentaron el estado integrado del VPH-AR, tanto en las citologias sin LElI como en
las LEIBG. Sin embargo, se observé un aumento diferencial de las ROS solo en las
LEIBG con el estado integrado del VPH en comparacion con las que presentaron el

estado mixto, del mismo grupo (Figura 7A).

La expresion de SOD-1 se encontr6 aumentada en los casos que presentaron el
estado integrado del VPH en comparacion con el estado episomal o mixto tanto en las
citologias sin LEI como en las LEIBG, sin embargo no encontraron diferencias
significativas entre estos. Solo en el caso de las citologias sin LEI con el estado
integrado versus citologia sin LEI sin VPH, se encontré un aumento significativo
correspondiente al aumento de las ROS que presentd este mismo grupo (Figura 7B).

El mismo comportamiento de expresion se observé con la GPX, la cual se incrementé
en los casos de LEIBG y en las citologias sin LEI que presentaron el estado integrado
del VPH-AR (Figura 7C).
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Figura 7. ROS y estado antioxidante en relacion al estado fisico del ADN del VPH por
HIS (Mediat E.S). Prueba t-Student. A) Analisis de las ROS. Sin LEI VPH (-) versus Sin
LEI integrado p=0.03. Sin LEI VPH (-) versus LEIBG integrado p=<0.0005. LEIBG integrado
versus LEIBG mixto p=0.02. B) SOD-1. Sin LEI VPH (-) versus Sin LEI integrado p=0.01.

C) GPX.

LEI Lesion Escamosa Intraepitelial; VPH Virus del Papiloma Humano; LEIBG Lesion Escamosa
Intraepitelial de Bajo Grado; (-) VPH negativo; E Episomal; | Integrado; M Mixto; UFR Unidad Relativa

de Fluorescencia.
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VI. DISCUSION

La infeccion por VPH-AR es una causa necesaria en el desarrollo de las LEIs y el CCI.
Aproximadamente el 80% de las mujeres sexualmente activas adquieren una infeccion
por el VPH durante su vida (Schemeik et al., 2011). Existen factores que se han
asociado con en el desarrollo de las LEls, como el estado integrado del VPH
considerado como un paso critico en la carcinogénesis cervical; durante este evento
los VPH-AR promueven la transcripcion de las oncoproteinas E6 y E7 (Guo et al.,
2007), incluso autores han reportado que la carga viral podria participar en este
mecanismo, ya que se ha observado un aumento en el nimero de copias de E6 y E7,
lo que podria influir en la transformacion y mantenimiento del fenotipo maligno
(Manawapatt et al., 2011;Ho et al., 2011). La progresién de las LEIs también puede ser
modulada en un ambiente de estrés oxidativo originado por el desequilibrio entre
oxidantes y antioxidantes, donde las ROS pueden causar dafio al ADN participando
asi en el inicio y promocion de la carcinogénesis (Williams et al., 2011; Ziech et al.,
2011).

Para tratar de explicar lo anterior, primero se caracterizé a los grupos de estudios en
relacion con algunos factores que podrian ser determinantes en el grado de las LEls.
No se encontraron diferencias significativas en cuanto a la edad, el fumar, el ingerir
alcohol ni la presencia de cervicitis y/o algunos microorganismos. Sin embargo, se
observa que en el grupo de las LEIBG, el 100% presento cervicitis, encontrandose solo
tres casos de cervicitis cronica, ademas, se encontré la presencia de microorganismos
en 7 de estos casos; mientras que en las muestras de citologias sin LEI sin y con
VPH-AR no presentan casos de cervicitis cronica, y los casos de infeccién por
microrganismos fueron menores. Al respecto, se conoce que la infeccion por
Gardnerella vaginallis altera la flora vaginal protegida por los Lactobacillus sp, al existir
un crecimiento excesivo de esta bacteria anaerobia, se considera que hay mayor
susceptibilidad de adquirir otras infecciones entre ellas la infeccion por VPH-AR, lo
gue aumenta el riesgo de desarrollar una LEI (Guillet et al., 2012) esto podria explicar
el mayor niumero de hallazgos de las patologias benignas asociadas a las LEIBG. No
se ha reportado si la cervicitis es una causa o consecuencia de la infeccion por VPH,

pero autores como Caste et al., 2001 sugiere que la inflamacion cervical puede ser un
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cofactor en el desarrollo de las LEls, ellos en un estudio de casos y controles
encontraron un aumento estadisticamente significativo de casos de cervicitis en
mujeres con NIC | (p=0.003) y con 1.9 veces de riesgo de tener una lesion mayor.
Aunque se sabe que los cofactores como la edad, el inicio de vida sexual activa, el
namero de compafieros sexuales y la paridad son determinantes en la persistencia del
VPH (Tota et al., 2011; lllades-Aguiar et al., 2008), pocos estudios se han dirigido a
resaltar la importancia de los procesos que estan coexistiendo con el VPH. Por lo que
este trabajo es importante para implementar nuevas estrategias de prondstico y
diagnéstico.

El estudio citolégico y molecular se realiz6 en conjunto para un diagndstico mas
integral. En este este estudio el VPH-16 en coinfeccion se encontr6 como el mas
prevalente en un 30% en el grupo de las citologias sin LEI y en el caso de las LEIBG
el mas frecuente fueron las infecciones mdltiples (25.7%) seguido de la infeccion por
tipos de VPH-AR (17.1%). Es importante destacar que las mujeres que presentaron
VPH-16 solo o en coinfeccion no se incluyeron en el grupo de los VPH-AR en el
analisis, ya que diversos estudios han demostrado que el VPH-16 desarrolla
infecciones persistentes (Mirabello et al., 2013; Carcopino et al., 2012; Garcia-Tamayo
et al., 2009) y ademas tiene una alta prevalencia en las LEIs debido al tropismo que
presenta por los filamentos intermedios de las células escamosas del cérvix uterino
(Cambruzi et al., 2005).

Ademas, esté bien establecido que los VPH-AR tienen la capacidad de integrarse al
ADN del huésped (Pett y Coleman, 2012; Raybould et al., 2011) pero poco se ha
indagado en las lesiones tempranas y mas aun en las citologias sin LEI. Partiendo de
este conocimiento, en este estudio se determiné el estado fisico del ADN del VPH-AR
para conocer su patron de expresion, encontrando el estado integrado y mixto en las
LEIBG con VPH-AR en un 71.4% y 22.7%, respectivamente. En el caso de las
citologias sin LEI con VPH AR solo se encontro el estado mixto en un 26.7%. En cuanto
a la infeccién por VPH-16, las citologias sin LEI presentaron el estado mixto en un 20%
y las LEIBG en un 18.8%. Todos los VPH-AR, VPH-16, VPH-16 en coinfeccion y las
infecciones multiples presentaron tanto el estado integrado como el mixto, excepto solo

un caso de infeccion multiple que presento el estado episomal. Estos resultados fueron
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mayores a los obtenidos por Chih-Ming et al., 2011 donde analizaron 46 muestras con
NIC | con VPH-AR, encontrando el estado mixto en un 47.8% y el estado integrado en
un 4.3%. Y fueron similares a los reportados por Zubillaga-Guerrero et al., 2013 donde
en citologias en base liquida reportaron el estado integrado en un 10% y 20% en las
LEIBG y en las citologias sin LEI. Esto nos indica que la ubicacién geografica influye
en el patron de expresion del VPH, ya que existen diferentes variantes de VPH con
diferente potencial oncogénico (Jang et al.,, 2011), y puntualiza que el haber
encontrado en nuestro estudio el estado integrado del VPH-AR en las LEIBG y aun
mas en las citologias sin LEI nos podria indicar que de manera temprana se esté
llevando acabo cierta inestabilidad a nivel celular, por lo tanto podrian aumentar las
probabilidades de progresion de ambos grupos, por lo que se requiere control y
seguimiento estricto en estos casos (Raybould et al., 2011).

Aunado a esto, diversos estudios han reportado la asociacion de una alta carga viral
con el riesgo de desarrollar CCl y las lesiones precursoras (Shukla et al., 2014; Marks
et al., 2011; Guo et al., 2007). En este estudio se observd un ligero aumento en la
media del nimero de copias en las LEIBG en comparacion con las citologias sin LEI.
Aunque estos resultados no pueden ser concluyentes por el tamafio de la muestra,
esto concuerda biolégicamente con el ciclo del VPH, ya que las lesiones tempranas se
caracterizan por desencadenar infecciones productivas dando origen a multiples
copias virales por la presencia de coilocitosis (Briolat et al., 2007), mientras que en las
citologias sin LEI la infeccién se mantiene latente a un bajo nimero de copias (Lizano
et al., 2009), y a su vez se puede explicar por el hecho de que las células anormales
expresan menos moléculas de adhesion intracelular que las células normales y por lo
tanto son exfoliadas con mayor facilidad. Estos hallazgos fueron similares a los de
Briolat et al., al reportar una media de nimero de copias en las NIC | de 113,160
mientras que las mujeres con histologia normal presentaron una media de 2,114.
Ademas se observo un aumento en el numero de copias en las infecciones con VPH-
16 en coinfeccion en comparacién con las que presentaron solo el VPH-16. En
contraste, con lo reportado con Xi et al., 2009 al reportar un numero de copias mayor
en las infecciones individuales de VPH-AR en comparacion con las que presentaron

mas de un tipo viral, ellos concluyen que es debido a la competencia entre mas de un
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tipo viral por replicarse, ya que utilizan la misma maquinaria celular, por lo tanto la
disponibilidad de factores de transcripcion y traduccion se hacen insuficientes. La alta
variabilidad de los resultados de la carga viral puede deberse por la falta de
homogenizacion en los analisis de medicion y de andlisis, asi como también de la
diferencia del nimero de células infectadas a pesar de que tenga el mismo diagndéstico,
o también pude deberse a que se necesite diferentes niveles de replicacion para
interrumpir la homeostasis celular e inducir cambios biolégicos que conducen el
desarrollo de una LEI. Los resultados encontrados son relevantes ya que diferentes
estudios han determinado la carga viral sin analizar el estado fisico del VPH (Mark et
al., 2011; Xi et al., 2009). Ademas algunos han utilizado la carga viral total de una
mezcla de diferentes tipos de VPH (Schlecht et al., 2003). A pesar de que la literatura
sefala una relacion importante entre la carga viral, la integracion y el grado de las LEIls
con los diferentes tipos de VPH (Saunier et al., 2008; Ho et al., 2006). Nuestro estudio
relaciona la carga viral del VPH-16 con su estado fisico de este virus, encontrando un
aumento en el nimero de copias en el estado mixto de los grupos de estudio en
comparaciéon con el estado integrado. Yoshida et al., 2008 también reportaron un
aumento de la carga viral del VPH-16 en el estado mixto de las NIC | en comparacion
con las que presentaron el estado integrado y para complementar esta informacion
Cheung et al., 2008 reportaron un aumento en la carga viral en el estado episomal en
comparacion con el estado mixto e integrado. Estas observaciones concuerdan con el
hecho de que en los episomas se lleva a cabo la replicacion viral por lo tanto existe un
aumento en la carga viral, este aumento podria aumentar la probabilidad de integracion
de las células, mediante una seleccién de clonas, al estar integrado el virus ya no se
replica y por lo tanto disminuye su carga viral. Esto es coherente con la carga
relativamente baja encontrada en las lineas cervicales de carcinoma como SiHa (1-2
copias del VPH-16 integrado). Sin embargo, la baja carga viral con un genoma
integrado puede ser suficiente para promover la carcinogénesis, esto lo demuestra la
alta frecuencia de integracion viral en los casos de CCI (Zhang et al., 2010).

Existe cierta discrepancia sobre el estado fisico del VPH de las LEIBG,
especificamente el estado integrado por el uso de diferentes metodologias. En nuestro
estudio al utilizar la HIS mostré una moderada concordancia con los ensayos de PCR.
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Esto representa una mejora importante en la sensibilidad de la HIS al coincidir en 14/18
casos. En este sentido Takuma et al., 2005 reporté una menor tasa de concordancia
entre estas metodologias al coincidir en 37 de 43 casos. En relacion a los casos donde
hubo discrepancia, se pudiera deber que en los 3 casos donde la HIS detecto el estado
mixto y la PCR el estado integrado a que la sonda de la HIS al ser de amplio espectro,
es decir al identificar la sefal de 13 tipos de VPH-AR, pudiera detectar la sefal
episomal de otro tipo viral diferente al VPH-16 y por ello al tener ambas sefales, las
muestras fueron asignadas con el estado mixto. Sin embargo, este fue un problema
técnico, ya que en la HIS existen sondas individuales para el VPH-16. Aunque también
pudiera deberse a la distribucion heterogénea de la infeccién por VPH en las LEIBG,
lo que pudiera repercutir en el comportamiento del estado fisico. Ambas técnicas
puedes ser complementarias y su uso puede ser importante, ya que la PCR posee una
alta sensibilidad y la HIS tiene la ventaja de preservar el material citolégico y a la vez
hacer la deteccion de la sefal de una copia integrada del VPH-16 en la linea SiHa
(Guo et al., 2007; Raybould et al., 2007), por lo que la combinacion de ambos métodos
puede ser un medio mas fiable al evaluar el estado fisico.

Aunado a esto, existen otros factores que pueden actuar de manera dependiente o
independiente en relacién a la infeccién por el VPH, ya sea como consecuencia de una
respuesta inflamatoria, alterando el estado redox y por lo tanto promoviendo la
carcinogénesis (Giuliano, 2003). Por lo que este estudio, es uno de los pocos o si no
es que el primero en evaluar el estrés oxidativo en el microambiente cervical. Nuestros
resultados mostraron un aumento significativo de las ROS en las mujeres que
presentaron la imagen patognémica del VPH, que es la presencia del coilocito que se
diagnostica como una LEIBG en comparacion con las que no presentaron ninguna
alteracion a nivel citolégico (Sin LEI). Los autores plantean que la produccion de las
ROS en las lesiones tempranas esta relacionado con las etapas de infeccion que
presenta el virus. Por ejemplo, Williams et al., 2011 describe que cuando la infeccion
por el VPH se encuentra en un estado productivo en las LEIBG, el aumento del nimero
de copias podria activar una respuesta inmune activa, desencadenando una respuesta
inflamatoria, provocando por esta via un aumento en las ROS, mientras que en las

citologias sin LEI no se activan los presentadores de antigeno por permanecer la
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infeccién aun bajo nimero de copias. En este sentido, se ha reportado una importante
relacion de la respuesta inmune con el grado de las LEIs, como Hammes et al., 2007
al reportar una asociacion significativa entre el nimero de macréfagos y la intensidad
de la respuesta inflamatoria con el grado de la lesién, desde una citologia sin LEI hasta
carcinoma de células escamosas, ellos explican que algunos de los factores
quimiotacticos de los macrofagos son derivados de células cervicales, los cuales
pueden promover su proliferacion, ademas al encontrar el aumento en los macréfagos
en paralelo con la inflamacion argumentan que no solo el ambiente inflamatoria atrae
a los macrdéfagos, sino que la lesion en si también participa en este aumento.
También evaluamos si la infeccion por VPH per se modula el estado redox, donde
encontramos un aumento gradual de las ROS en relacién al grado de la lesion y a la
infeccion por VPH, este aumento fue directamente proporcional para el estado
antioxidante de ambas enzimas. Datos que en conjunto muestran una respuesta
efectiva de los sistemas antioxidantes ante las ROS. Los altos niveles de ROS no
necesariamente dan lugar a estrés oxidativo, ya que dependiendo de la dosis y el
tiempo de produccion de las ROS va a ser la magnitud del dafio celular (Monoghan y
Torres, 2009). Por lo que al ser una lesién temprana probamente los niveles de ROS
sean bajos, pudiendo asi ser equilibrados por una regulacion positiva de las enzimas
antioxidantes. También se puede especular que el aumento en la expresion
antioxidante en las células oncogénicas sea una forma de adaptacion (Termini et al.,
2011) porque recordemos que en nuestro estudio el estado mixto e integrado del VPH
se encontrd en una mayor frecuencia en las LEIBG. Por lo que aun quedan algunos
planteamientos sin resolver, ya que no se evalud el dafio oxidativo en los grupos de
estudio.

También realizamos el andlisis en relacién a los grupos de VPH, e interesantemente
encontramos un claro aumento de las ROS solo en los casos que presentaron VPH-
16, estas diferencias solo fueron significativas en las LEIBG. A su vez, observamos
gue también la expresién antioxidante particularmente en estos casos se encontré
aumentada, encontrando diferencias significativas en la expresiéon de SOD-1 en las
LEIBG con VPH-16. El aumento de las ROS relacionado con la infeccién por VPH-16

podria explicarse por las investigaciones recientes que han demostrado in vitro que la
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isoforma de E6* del VPH-16 incrementa significativamente los niveles de ROS
(Williams et al., 2014). En nuestros resultados se desconoce si esta presente esta
variante en estos casos, pero se sabe que este patron de empalme solo es
caracteristico de los VPH-AR (Her et al.,, 2011), por lo que se podria explicar el
aumento de las ROS significativo solo en estos tipos virales. Sin embargo, los estudios
gue han evaluado el estado antioxidante asociado al VPH-16 han sido in vitro, y en
contraste a nuestro estudio han encontrado una disminucién antioxidantes (Marco et
al., 2013). Estas diferencias se pueden deber a que se ha reportado que los modelos
in vitro generan inconsistencias para la evaluacion de estrés oxidativo. Unas de las
principales es que en un cultivo celular se lleva a cabo en un 95% de oxigeno y que
ademas estos carecen de antioxidantes (Halliwell, 2003) por lo que existe una
sobreestimacion de los niveles de las ROS y por consiguiente del estado antioxidante,
por lo que antes estas condiciones las células podrian realizar cambios en la expresion
génica y actividad metabdlica. Ademas que nuestra poblacidn son lesiones tempranas
y las lineas celulares son células cancerigenas.

Ademas de los factores virales, la susceptibilidad genética, factores epigenéticos y de
estilo de vida, asi como los procesos inflamatorios y la coinfeccibn con agentes
patégenos se ha demostrado que aumentan el riesgo de progresion en mujeres con
VPH (Williams et al., 2011). Nosotros encontramos un aumento en las ROS en las
mujeres con LEIBG con cervicitis cronica en comparacién con todas las mujeres que
presentaron cervicitis aguda. En paralelo se observé un aumento significativo de SOD-
1 en este grupo. Estos resultados se deben tomar con cautela por el tamafio de la
muestra que presentaron cervicitis cronica. El aumento de las ROS en los casos de
cervicitis crénica podrian deberse a la expresion de enzimas constitutivas o inducibles
gue ante un ambiente oxidativo presentan un alto rendimiento al reaccionar con las
ROS y dar origen a metabolitos mas agresivos. En este sentido, Hiraku et al., 2007
reportd un aumento en la expresion de iINOS, una enzima que durante procesos
inflamatorios reacciona con el anién superéxido para formar peroxinitritos, un radical
altamente reactivo en pacientes con NIC mas cervicitis, ademas encontraron una
asociacion significativa entre la expresion de la INOS y la formacion de 8-oxodG, un
marcador de dafio al ADN. Por lo que sus resultados apuntan a que los procesos
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inflamatorios estan relacionados con el grado de la neoplasia (al encontrar la expresion
de iINOS correlacionarse con el grado de las NIC) y que podrian iniciar un proceso
carcindgeno en un ambiente oxidativo mediante el dafio al ADN. Hasta el momento no
existen reportes sobre la actividad de las enzimas antioxidantes en casos con
cervicitis, sin embargo se ha reportado un aumento en su expresion en enfermedades
inflamatorias como gastritis cronica, asma, diabetes, entre otras (Comhair y Erzurum,
2001). Por lo que el aumento en la expresion antioxidante pudiera deberse a la
participacion de factores de transcripcion sensibles a reacciones redox, como Nrf2 y
AP-1, estos se traslocan al nucleo mediante sefiales oxidacion dando lugar a la
expresion de genes protectores como un sistema de adaptacién. En este punto, se ha
observado que AP-1 y Nrf2 al activarse aumentan la expresion génica antioxidante
(Domenico et al., 2011; Kensler et al., 2006).

Ademas, observamos un aumento significativo en las ROS, en la expresion de SOD-1
y GPX en las citologias sin LEI con VPH en coinfeccién con agentes patdogenos en
comparacion con las que solo presentaban la infeccion por VPH en el mismo grupo.
Helicobacter Pilory, VIH y Chlamydia trachomatis son algunos de los patégenos que
se ha reportado que aumentan las ROS (Awodele et al., 2011; Baum et al., 2011). Muy
poco se ha indagado sobre los efecto que representaria tener mas de una infeccion ya
sea viral, bacteriana o micotica. Al encontrar un aumento de las ROS en presencia de
una coinfeccion podria deberse al acumulo de efectos que podrian ejercer ambos
patégenos en las células, como un aumento en las actividad enzimatica de NADPH
oxidasa encargada del proceso denominado “estallido respiratorio” dando lugar a un
aumento en las ROS. En este sentido, Boncompain et al., 2010 reporté un aumento de
las ROS en células epiteliales infectadas por Chlamydia trachomatis, sin embargo
también observaron que después los niveles de ROS disminuian, esto es debido a
que la bacteria reprimi6 componentes de la NADH oxidasa inhibiendo su funcion,
confiriéndole persistencia microbiana. Por lo que el aumento antioxidante encontrado
en nuestro estudio podria favorecer la prolongacién de la infeccion considerando que
G. vaginallis y Candida sp podrian presentar el mismo comportamiento. La infeccion
por microorganismos como G. vaginallis se ha implicado como un factor de riesgo para

la adquisicion de infeccion por VPH (incluyendo a los alto riesgo oncogénico) para el
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desarrollo de las LEIs, ya que también se ha asociado en estudios prospectivos con
un mayor riesgo de transmisién del VIH, debido a los cambios que genera en el medio
vaginal lo que podria promover la supervivencia de estos agentes infecciosos (Watss
et al., 2005).

En cuanto a los factores conductuales, el grupo de las LEIBG que refirieron fumar
mostro los niveles mas altos de ROS, y se observaron diferencias significativas en
comparacion con las que refirieron no tener este habito. Sin embargo, el fumar en este
estudio pareciera no ser determinante, ya que las citologias sin LEI que refirieron fumar
mostraron niveles de ROS inferiores con las que refirieron no tener este habito en el
mismo grupo de estudio. Lo que pareciera que la presencia de la lesion sigue siendo
un factor importante en el aumento de las ROS. También pudiera deberse a que las
citologias sin LEI que refirieron fumar hayan tenido poco tiempo con este habito, y por
ello no se ve reflejado en los niveles de ROS. Est4 bien establecido que el humo del
cigarro presenta dos fases de gases, una es caracteristica de la presencia de los
radicales libres de corta vida como el anion superoxido y peroxido de hidrogeno, y en
la otra esta presente la semiquinona un radical mas estable y capaz de reducir al
oxigeno en anién superéxido (Moktar et al., 2009). En este sentido, Russo et al., 2011
en cultivo celulares demostré que el aumento en la concentracion de exposicion al
humo de cigarro y el tiempo es proporcional con la produccion de ROS. Lo que nos
indica que la cronicidad de este habito coadyuva al aumento de ROS. Ademas Stringer
et al., 2004 en un modelo in vivo reportdé un aumento de la SOD al inducir la exposicién
de alquitrdn en un periodo prolongado de tiempo, mientras que en una exposicion
aguda observo que la actividad de la SOD disminuia. Lo que podria explicar en nuestro
estudio el aumento en la expresion antioxidante en los caso de LEIBG.

Los niveles de ROS y el estado antioxidante en relacién al habito del consumo de
alcohol no mostraron diferencias importantes, aungue no se encontrd correlacion se
ha reportado que sistemas enzimaticos como el citocromo P450, monooxigenasas,
xantina oxidasa y oxidasas de aldehido se han implicado como fuentes de ROS
durante la intoxicacion de alcohol (Albano, 2006).

En un ambiente de estrés oxidativo existe dafio al ADN, mediante cambio de

nucledtidos, rompimiento de cadena sencilla o doble (Ziech et al., 2010). Por lo anterior
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se ha planteado la hipétesis de que el dafio oxidativo al ADN puede facilitar la
integracion del VPH (Murata et al., 2012), sin embargo no existen evidencias donde
hayan evaluado directamente esta relacion. Por lo que en este trabajo, encontramos
un aumento significativo en la produccion de las ROS en el estado integrado del VPH
en las citologias sin LEI y en las LEIBG. Y en respuesta a las ROS encontramos los
niveles de expresion de SOD-1 y GPX aumentados. Cabe resaltar que los casos de
integracion presentaron los factores que mostraron mayores niveles de ROS en este
estudio como la infeccion por VPH-AR y VPH-16, asi como 3/4 casos de cervicitis
cronica, lo que pudiera deberse el aumento de ROS solo en el estado integrado en
comparacion con el estado mixto y episomal. La actividad de las enzimas antioxidante
se ha reportado disminuida (Nirmala y Narendhirakannan, 2011) y en otros estudios
aumentada (Termini et al., 2011) en relacién al grado de la lesion. Estas diferencias se
han atribuido por el ambiente celular y los factores que pueden estar asociado en cada
poblacion. Cabe destacar que estos estudios no tomaron en cuenta el estado fisico del
VPH, por lo que estos cambios le son atribuidos solo a la lesion. EI aumento en la
expresion de las enzimas antioxidantes encontrado en los casos de integracion puede
explicarse a lo reportado por Pani et al., 2000 donde en cultivos celulares observaron
que la inhibiciébn de p53 regula positivamente la expresion de SOD. Se sabe que
durante la integracién p53 es degradado por la proteina E6 del VPH (Raybould et al.,
2011), por lo que al encontrar estos hallazgos podriamos sugerir que cuando ocurre
este proceso las células podrian ser menos susceptibles a estrés oxidativo, lo que
podria repercutir en la resistencia a algunos tratamientos como la cauterizacién que
mediante la utilizacién de sustancias quimicas o laser conlleva la producciéon de ROS.
El haber identificado los factores que pudieran coadyuvar la produccion de ROS, es
importante ya que al estarse generando continuamente estos radicales, en un tiempo
determinado la expresion antioxidante no seran suficiente, lo que pudiera favorecer el
aumento de los casos de integracion.

Sin embargo, se recomienda seguir explorando estos hallazgos en poblaciones mas
grandes y darles seguimiento para tener un contexto mas amplio del comportamiento

de la carga viral. También mediante estudios in vitro o evaluando el dafio oxidativo en
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los casos de integracion, para demostrar una asociacion directa entre los efectos del
estrés oxidativo y la integraciéon del VPH.
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VII. CONCLUSIONES

Finalmente los resultados muestran que la integracion es un evento que se da desde
la infeccién latente del VPH-AR, evento que comprobamos en las citologias sin LEI
mas la infeccion viral. Aunado a esto las LEIBG mostraron mayor frecuencia de
integracion que los estudios reportados, indicando que este proceso temprano y es
multifactorial ya que requiere de otros factores como la susceptibilidad genética, el

sistema inmune del huésped para que se lleve a cabo.

Las LEIBG que presentaron el VPH-16 en coinfeccion con otros tipos virales y que
ademas presentaron el estado mixto, mostraron un aumento en el nimero de copias
del VPH-16 en comparacién con las citologias sin LEI con VPH-16 y con el estado
integrado. Sin embargo, para validar estos resultados se debe realizar un estudio a
mayor escala donde también se evalué este parametro en las LEIAG y en cancer
cervical para conocer una asociaciéon mas real entre la carga viral, el grado de la lesiéon

y el estado fisico del VPH.

Ademas, al determinar el estado fisico del VPH por dos metodologias, nos permitié
observar que la HIS mostré una concordancia moderada con la PCR en tiempo real,
lo que representa una mejora importante en la sensibilidad de las HIS.

La produccién de ROS en las LEIBG mostré un aumento significativo con respecto a
las citologias sin LEI a nivel citolégico, y en cuanto al diagnéstico citomolecular se
observé un aumento lineal de ROS.

Los factores que mostraron mayores niveles de ROS fueron la infeccion por VPH-16,
la presencia de cervicitis cronica, la coinfeccion por agentes patégenos y el habito de

fumar. La expresion de SOD-1 y GPX en estas condiciones se observo aumentada.

El estado integrado del VPH mostré mayor produccion de ROS, asi como un aumento
en la expresion de SOD-1 y GPX, confiriendo un efecto protector ante posibles dafo
oxidativo. Sin embargo, los casos de integracion se relacionaron con los factores antes
mencionados, lo que podria generar mas ROS y en un tiempo determinado exceder la

capacidad de las enzimas antioxidantes lo que podria conferir mas riesgo de
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progresion a los caso que presenten el virus integrado, por lo que se sugiere un control

y seguimiento de las mujeres en estas condiciones.
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VII. ANEXOS.

Anexo 1. Consentimiento informado.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERRERO
UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS )\ & ¢ *

LABORATORIO DE INVESTIGACION EN CITOPATOLOGIA
Av. Lazaro Céardenas, S/N. Ciudad Universitaria. Chilpancingo, Gro. 39090. Tel/Fax (747)4710901
Responsable: Dra. Luz del Carmen Alarcén Romero.
Citotecnéloga del area ginecolégica acreditada y recertificada por el Consejo Mexicano de Médicos
Anatomopatélogos A.C., y Técnicos en Patobiologia A.C. No. de Registro: 0152.
Servicio de Diagnéstico de Cancer Cérvico Uterino

N° de control

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Chilpancingo, Guerrero, a

A quien corresponda.

Por medio del presente hago constar que he sido informada acerca del estudio que se
pretende conducir en el laboratorio de Investigacién en Citopatologia que esta bajo la
direccion de la Dra. Luz del Carmen Alarcon Romero que incluye: citologia
convencional de Papanicolaou y citologia en base liquida. Se ha pedido mi autorizaciéon
para participar en este estudio y acceder a las encuestas necesarias, me aseguran no
se provocara dafio fisico, mental o social, ademas de que se tendra ética profesional
y confidencialidad en los resultados y se me entregard un resultado por escrito y
debidamente avalado por la responsable del proyecto.

Doy autorizacion para que me incluyan en este estudio.

Atentamente

Nombre y firma del paciente

Atentamente responsable del proyecto:

Dra. Luz del Carmen Alarcén Romero
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Anexo 2. Encuesta.

No. DECONTROL: FECHA DE TOMA:

MNombre de la paciente:

Edad: Afios. Fecha de nacimiento; Originaria de:

Direccion:

Teléfono: Comeo electronico:

Grado de escolaridad: Institucion donde estudia:

Ocupacion :

ANTECEDENTES GINECO-OBSTETRICOS
1.- iA qué edad empezd a reglar? anos. FUR: X dias de sangrado menstrual

2 .- Edad de inicio de vida sexual-afios.
3.- N° de compaiieros sexuales que ha tenido o tiene:N*de compaiieros sexuales gue ha tenido su pareja:

4- ;Utiliza condén en sus relaciones sexuales? (Si) (No) iDesde cuando?
5.- iQué método de planificacion usa? HO: HI: Ritmo:
Otros: i Desde cudndo?
&.- N° de embarazos que ha tenido; Partos: Aborios: Cesareas:

7 .- iHa tenido alguna infeccion vaginal?  (Si) (Mo) iCual fue esta? iHace
cuanta tiempo la tuva? iRecibid tratamiento?
B.- ;iTiene el habito de fumar? (Si) (No)  ;Desde cuando? Frecuencia
8- ;Tiene el habito de consumir alcohol? (Si) (Mo) jDesdecuando? _ Frecuencia
10.- ANTECEDENTES DE RESULTADOS PREVIOS: Estudics de Papanicolaou: (S1) (Mo)  Primera vez

Resultado Fecha de (itima toma

Estudio de PCR: (Si) (Mo). Resultado Fecha de ultima toma Estudio
Colposcopico: (5i) (No). Resultado Eecha de (ilfima toma

11.- Tratamientos previos: Cauterizacion:— Criocinugia: — Conizacion: — Radioterapia:

Quimioterapia: Otros:
12.- ;Conoce sobre la vacuna contra el VPH? (Si) (Ma) i5e la ha aplicado? (Si) (Mo)
£Qué tipo conoce?

13.-Sintomas que actualmente presenta:

Comezon: (Si) (Mo) Ardor: (Si) (No)  Flujo vaginal:(Si) (No) Aspecto:
Sangrado anormal; Dolor al coito: (Si) (No) Sangrado al coito: (Si) (Mo). Otros:
ASPECTOS DEL CERVIX:

Aparentemente normal:Ectropion: Erosion: Ulcera: _ Pdlipo: _Condiloma:
MNeoplasia: Flujo vaginal:
FECHA DE ENTREGA DE RESULTADOS:

NOTA IMPORTANTE: Los datos proporcionados son de cardcier confidencial.

Indicar la localizacion de |a lesian presente

ESPECIFICAR MATERIAL ENVIADO

_ VAGINAL pH vaginal
_ EXO/ENDOCERVICAL Prueba de KOH: (+){-)
___ FONDO DE SACO LATERAL No. de laminillas:

Sangrado a la toma endo: (Si) (No)
Cantidad: (+) (++) (++4)

%i hay lesion tomar la muestra de esa zona
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Anexo 3. Determinacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Trends
Biochem Sci, 2010).

1.- A las muestras cervicales en citologia en base liquida se les da Vortex de 1 a 3
minutos, posteriormente se le quita el Citobrush para inactivarlo en cloro.

2.- Se toman 500uL de la muestra y se coloca en un tubo Eppendorf para la

determinacién de las ROS.

3.- De los 400 pL se separan 200 uL a un tubo Eppendorf, para tener dos tubos con la

misma cantidad de muestra, se les da Vortex y se etiguetan los tubos con y sin CellRox.

4.- El tubo sin CellRox se conserva en hielo, al tubo con CellRox se le agregara 2 pL

del reactivo CellRox a una concentracion de 5 uM (dar Vortex por 1minuto).

5.- Ambos tubos (con y sin CellRox) previamente cubiertos con papel aluminio se

incuban por 30 minutos a 37°C.

6.- Se realizan tres lavados con 500 pyL de PBS (entre cada lavado dar Vortex y se

centrifuga a 10,000 r.p.m. por 5 minutos).
7.- Se resuspende el pellet en 200 uL de PBS y se le da Vortex.

8.- Finalmente se procede a leer en el Citdmetro de flujo Guava easyCyte HT a 485/520

nm.
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Anexo 4. Extraccion de ARN por el método del trizol (Hummon et al., 2007)

1.- Centrifugar la muestra (1mL) a 4°C durante 10 minutos a 12 000 r.p.m.

2.- Decantar el sobrenadante y dejar la pastilla en el fondo del tubo.

3.- Realizar un lavado con 500ul PBS estéril, exclusivo para la extraccion de ARN.

4.- Centrifugar a 4°C durante 5 minutos a 12 000 r.p.m.

5.- Agregar 350pl de trizol y homogenizar con ayuda de una pipeta automatica o dar
vortex por 3 segundos.

6.- Incubar a temperatura ambiente 5 minutos.

7.-Agregar 70l de Cloroformo.

8.- Agitar por inversion 15 segundos.

9.- Incubar durante 3 minutos a temperatura ambiente.

10.- Centrifugar a 4°C durante 10 minutos a 12 000 r.p.m.

11.- Separar la fase acuosa a un tubo nuevo y estéril.

12.- Agregar 500 pl de Isopropanol frio y homogenizar por inversion.

13.- Incuba de 12 minutos a temperaturaambiente.

14.- Homogenizar por inversion 3 veces.

15.-Centrifugar a 4°C durante 12 minutos a 12 000 r.p.m.

16.-Decantar por inversion o puede ser con la ayuda de una pipeta automatica.

17.- Agregar 200yl de etanol al 70%

18.- Centrifugar a 4°C durante 5 minutos a 12 000 r.p.m.

19- Decantar por inversion o con la ayuda de una pipeta automatica.

20.- Secar la pastilla colocando el tubo boca abajo por unos 10 segundos en un pedaso
de papel.

21.- Secar la pastilla en hielo frio duramte 12 minutos con la tapa abierta.

22.- Agregar 15 pl de agua miliQ tratada con DEPEC a 4°C y homogenizar con la
pipeta en repetidas ocasiones.

23.- Cuantificacion de ARN en el nanodrop.
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