s

UNIVERSIDAD
CIENCIAS MEDICAS
VILLA CLARA

UNIVERSIDAD DE CIENCIAS MEDICAS DE VILLA CLARA
UNIDAD DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

SUSCEPTIBILIDAD GENETICA POLIMORFICA Y FACTORES DE RIESGO
ASOCIADOS AL DESARROLLO DE LESIONES EN CUELLO UTERINO
VILLA CLARA 2018 - 2021

Tesis presentada en opcién del grado cientifico de Doctor en Ciencias Médicas

Danay Heredia Ruiz

VILLA CLARA
2023



W

UNIVERSIDAD
CIENCIAS MEDICAS
VILLA CLARA

UNIVERSIDAD DE CIENCIAS MEDICAS DE VILLA CLARA
UNIDAD DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

SUSCEPTIBILIDAD GENETICA POLIMORFICA Y FACTORES DE RIESGO
ASOCIADOS AL DESARROLLO DE LESIONES EN CUELLO UTERINO
VILLA CLARA 2018- 2021

Tesis presentada en opcién del grado cientifico de Doctor en Ciencias Médicas

Autora: Lic. Danay Heredia Ruiz, MSc.

Tutora: Dra. Manuela Herrera Martinez, Dr. C.

VILLA CLARA
2023



Dedicatoria

A mis padres Ada y Osvaldo
A mi hermana Dania, Rogelio y Ale

A Douglas, mi compaiiero en la vida



Agradecimientos Especiales

A mis queridos padres Ada y Osvaldo por su amor infinito, educacion, optimismo diario y por ser mi refugio en

los momentos dificiles.
A mi sobrino Ale por ser mi nifio lindo y darme la alegria que necesité durante estos largos afios.

A mi hermana Dania (fiafia) su esposo Rogelio y su hijo Erick por la comprension, dedicacion, el apoyo en lo

personal’y la logistica.

A Douglas por acompariarme en la vida y en el trabajo, por compartir dias y noches de desvelo dedicadas a la

investigacion, por su carifio y apoyo en las horas de tension.

A mi Tutora Dr.C. Manuela Herrera Martinez por ensefiarme y guiarme durante afios, por dedicar horas de
descanso a mi preparacion profesional, por el empuje incansable para la culminacién de este proyecto y sobre

todo por confiar en mi..Gracias profe.

A los Doctores Lazara Gladys LJpez Ocampo, Sergio Santana Rodriguez y Luis Estévez Cobo por la valiosa

labor asistencial, su colaboracion en la seleccion de la muestra y las observaciones a la tesis.

A los Doctores Juan Antonio Sudrez Gonzdlez y Mario Gutiérrez Machado del hospital Gineco-Obstétrico

Provincial, por las acertadas sugerencias y la informacion precisa para la seleccion de los casos.

Al profesor Raiil Ferreira Capote del Centro Nacional de Genética Médica por su colaboracién en la
estandarizacion de técnicas de Biologia Molecular en los laboratorios de la Unidad de Investigaciones

Biomédicas. Por su sabiduria y cooperacion en iitiles de laboratorio.

A las profesoras del Comité Doctoral Nélida Sarasa Muiioz, Maria Boffill Cdrdenas, Tahiry Gomez
Herndndez y Leticia Bequer Mendoza por compartir sus conocimientos, sugerencias y empefio para que la

investigacion avance.

A los profesores Otmara Guirado Blanco y Oscar Caftizares Luna, que aunque la vida nos arrebatd temprano,
nos brindaron un caudal de conocimientos durante muchos afios. Llegue a ellos el agradecimiento eterno.

Descansen en paz t.



Al Dr. C. Emilio Gonzdlez Rodriguez por trabajar incansablemente en un proyecto que _fusiond educacion y
salud, lo que permitid la creacion del laboratorio de Estrés Oxidativo. Gracias al equipamiento y los reactivos

donados por ese proyecto, presentamos hoy una parte importante de este estudio.

Al MSc. Jesiis Alfonso Rodriguez por haber trabajado junto a mi durante afios en el laboratorio de Estrés
Oxidativo y compartir su experiencia en la temdtica.

A los Doctores en Ciencia Lisette Ruiz, Raimundo Carmona, Tahiry Gomez, Nélida Sarasa, Ivonne Cepero,

Carlos Hidalgo y Anselmo Guillén, por el tiempo dedicado a la revision de [a tesis, sus opiniones y propuestas.

A los oponentes en el ejercicio de predefensa Dr. C. Rigoberto Fimia Duarte y Dr. C. Lourdes Faurés Vergara

por la exhaustiva revision, sefialamientos, sugerencias y aportes a la memoria escrita.

A la Dra. Lourdes Sdnchez, virdloga excepcional, jefa del Laboratorio del Centro provincial de Higiene y

Epidemiologia, por su desinteresada contribucion para obtener los resultados de los genotipajes del VPH.

A los colegas del programa doctoral Noel, Maria Elena, Marianela, Elizabeth, Alina, Calixto, Vicente,

Celidanay, con los que he transitado este camino y aprendido que juntos ha sido la mejor manera de llegar.

Al programa doctoral en Ciencias Bdsicas de la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara y al
departamento Unidad de Investigaciones Biomédicas perteneciente a la Direccion de Ciencia e Innovacion

Tecnoldgica, por permitirnos realizar la investigacion en sus instalaciones.

Y un agradecimiento especial a las mujeres que de forma altruista colaboraron con esta investigacion. EL

resultado obtenido es por ellas y por la salud de muchas.

Gracias a todos.



LISTADO DE ABREVIATURAS
ADN: Acido Desoxirribonucleico
APS: Atencion Primaria de Salud
ASO: Oligonucledtido Alelo Especifico
ASS: Atencion Secundaria de Salud
CAT: Enzima catalasa
CCU: Cancer Cérvico Uterino
CE: Carcinoma epidermoide
CIS: Carcinoma in situ
DO: Densidad Optica o Absorbancia
EDTA: Acido Etiléndiamino-Tetraacético
EO: Estrés Oxidativo
ERNSs: Especies Reactivas de Nitrdgeno
EROs: Especies Reactivas del Oxigeno
GPx: Enzima glutatién peroxidasa
GRd: Enzima glutation reductasa
GSH: Glutation reducido
GSSG: Glutation oxidado
GST: Enzima glutation S- transferasa
GSTML1: Glutation S-transferasa clase Mu
GSTT1: Glutation S-transferasa clase Theta
H202: Peroxido de hidrégeno
ITS: Infeccion de Trasmision Sexual
LIE: Lesion Intraepitelial Escamosa
LIEAG: Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto Grado

LIEBG: Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado



MDA: Malonildialdehido

NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical

Oz2+": Anion superoxido

OHe: Radical hidroxilo

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ON: Oxido Nitrico

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud

OR: Odds Ratio (razén de productos cruzados o razén de riesgos)
PAOP: Productos Avanzados de la Oxidacion de Proteinas

PBS: Buffer fosfato

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PDPCCU: Programa de deteccion precoz de cancer cérvico uterino
PT: Proteinas totales

RL: Radicales libres

rpm: revoluciones por minuto

SC: Santa Clara

SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms (polimorfismo de un Unico nucle6tido)

SOD: Enzima superéxido dismutasa

SPSS: Statistical Package for the Social Science (paquete estadistico)

VC: Villa Clara
VPH: Virus de Papiloma Humano
VPH-AR: Virus de Papiloma Humano de Alto Riesgo

VPH-BR: Virus de Papiloma Humano de Bajo Riesgo



Sintesis

SINTESIS
Se realizdé un estudio caso control dirigido a determinar la interaccion genética
asociada a polimorfismos de la enzima glutation S-transferasa (GST) y factores de
riesgo, en mujeres con lesiones de cuello uterino en diferentes estadios. Los casos
se conformaron en tres grupos: mujeres con lesiones intraepiteliales de bajo
grado, alto grado y carcinoma epidermoide llb, y un grupo control de mujeres con
citologia negativa. Al total de mujeres (N= 265) se le aplicd cuestionario sobre
variables de riesgo y determinaron indicadores redox; en 140 fue realizado el
genotipaje de los polimorfismos GSTT1 y GSTM1. Los estudios de asociacién
bivariados, multivariados y de interaccion, detectaron factores de riesgo en cada
grupo de lesiones. Los indicadores redox evidenciaron afectacion del sistema
antioxidante endogeno y dafio oxidativo a lipidos y proteinas en estadios
avanzados de la enfermedad. En el carcinoma epidermoide se encontro
asociacion del genotipo GSTM1 nulo e interaccién genética para la presencia de
ambos genotipos nulos. La interaccién gen-ambiente evidencié incremento de los
riesgos en los tres tipos de lesiones. La susceptibilidad genética asociada a
polimorfismos de GST junto a otras variables produce una potenciacion de los

riesgos, en la medida que las lesiones de cuello uterino avanzan en estadio.
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Introduccion

INTRODUCCION

El Cancer Cérvico Uterino (CCU) es una neoplasia maligna en el cuello del Gtero,
precedido de una historia de diez a quince afios de cambios celulares pre-invasivos,
gue varian desde la displasia leve hasta el carcinoma in situ y pueden evolucionar a
carcinomas cervicales o carcinoma invasor.! Segin la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS), el CCU representa una causa frecuente de morbimortalidad en mujeres
en edad reproductiva. Ocupa el cuarto lugar en frecuencia en la mujer en todo el
mundo, con una incidencia global estimada en 2020 de 604 000 nuevos casos y una
mortalidad de 342 000, donde el 90 % de los fallecimientos ocurrieron en paises de
bajos y medianos ingresos.? En Cuba, los tumores malignos se consideran la
segunda causa de mortalidad y dentro de ellos el CCU ocupa el quinto lugar en el
sexo femenino. La incidencia en el pais en el afio 2020 fue de 925 casos Y fallecieron
549 muijeres.®

La prueba usada en Cuba para el diagnéstico cito-histologico de las lesiones en
cuello uterino es la citologia exfoliativa, procesada mediante el test de Papanicolaou.
La clasificacion se basa en el Sistema Bethesda, el cual incluye entre otros términos
la Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado (LIEBG) que comprende la infeccion
por el Virus de Papiloma Humano (VPH) y la Neoplasia Intraepitelial Cervical grado |
(NIC I), Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto Grado (LIEAG) que incluye NIC I, NIC
Il o carcinoma in situ (CIS), y el carcinoma de células escamosas.*®

El VPH se considera el agente etioldgico principal de las lesiones en cuello uterino,
gue van desde el condiloma acuminado hasta el cancer infiltrante. Se han identificado

alrededor de 200 subtipos del virus y se han clasificado en tipos de bajo riesgo (VPH-

BR) y alto riesgo (VPH-AR) oncogeénico, de los cuales aproximadamente 30 pueden
1
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infectar el epitelio cervical con riesgo variable de producir enfermedad tumoral
progresiva..26

Se ha descrito que ademas de la infeccion viral, otros factores de riesgo, tanto
ambientales como genéticos, podrian contribuir de manera importante a que la
infeccion persista y progresen las lesiones.” El estrés oxidativo (EO) ha sido referido
como un cofactor esencial en la carcinogénesis cervical debido a que participa en
todas las etapas de este proceso (iniciacion, promocion y proliferacion). La formacion
de especies reactivas del oxigeno y el nitrégeno (EROs y ERNs) puede provocar un
desbalance entre antioxidantes y pro-oxidantes, afectar la estructura o funcion de
macromoléculas celulares como lipidos, proteinas y acidos nucleicos e interferiren el
funcionamiento celular normal.8?

En las dltimas décadas se han fortalecido los estudios de polimorfismos genéticos,
pues su presencia confiere inestabilidad gendmica y por tanto, susceptibilidad
individual a desarrollar diversas enfermedades. Los genes de glutation S-transferasa
clase theta (GSTT1) y clase mu (GSTM1) que codifican la enzima GST, exhiben
polimorfismos de delecibn homocigética heredable (genotipo nulo o vacio) que se
asocia con ausencia de actividad de la enzima. Por tanto, individuos con este
polimorfismo son considerados con riesgo incrementado de malignidades debido a su
reducida eficiencia en la proteccion contra carcinbgenos ambientales, agentes
quimioterapéuticos y especies reactivas.'%1

La mortalidad por tumores malignos a nivel global se ha reducido en las ultimas
cinco décadas, debido a la implementacién de programas para el diagnostico
precoz, la prevencion primaria y los hallazgos derivados de investigaciones en la
tematica. En el CCU el pesquisaje citoldgico y las campafias de vacunacion para
genotipos VPH-AR han mejorado los indicadores, no obstante en paises de bajos

y medianos ingresos la incidencia y mortalidad continia en ascenso.'?
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Situacién problémica

A pesar de la existencia desde 1968 del programa de deteccion precoz de CCU, cada
afo fallecen mas de 500 mujeres en Cuba. Por su parte, en Villa Clara segun datos
obtenidos del departamento de Estadistica del Sectorial Provincial de Salud,
anualmente enferman con CCU alrededor de 30 mujeres y fallecen cerca de 25.

El VPH se considera el agente causal de méas del 90 % de las lesiones en cuello
uterino. Aunque el programa de deteccién de CCU en el pais no incluye la prueba
diagnostica del virus, estudios pilotos han confirmado un elevado por ciento de
positividad. La susceptibilidad individual a la infeccion podria ser un elemento
importante en el desarrollo de las lesiones.

La alta incidencia de lesiones en cuello uterino constituye una preocupacion para
ginecologos y especialistas vinculados al programa materno-infantil, por lo que
nuevos conocimientos tedricos se consideran de interés.

Problema Cientifico

En Cuba, no existen evidencias cientificas que demuestren las interacciones entre la
susceptibilidad genética favorecida por los polimorfismos GSTT1 y GSTM1 de la
enzima glutationS-transferasa en mujeres con lesiones premalignas y malignas del
cuello uterino. Por otra parte, no existen estudios analiticos en Villa Clara, ni en el
pais, sobre indicadores de EO en lesiones intraepiteliales en cuello uterino, ni de su
asociacion con la infeccion por VPH y factores de riesgo.

Hipotesis de investigacion

La interaccion de factores genéticos y ambientales, asi como la presencia del alelo
nulo de los polimorfismos GSTT1 y GSTM1 en el gen GST en mujeres, junto al
desbalance oxidativo, incrementan el riesgo de aparicion de lesiones en cuello
uterino e influyen en la carcinogénesis cervical.

Objeto de investigacion: Las lesiones de cuello uterino en diferentes estadios.
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Sujeto de Investigacion: Mujeres con lesiones de cuello uterino en diferentes

estadios y mujeres con citologia negativa consideradas controles.

Campo de accion: Factores de riesgo, indicadores de EO y polimorfismos de la

enzima GST asociados a lesiones de cuello uterino.

Objetivo General: Determinar la interaccibn genética ambiental asociada a

polimorfismos de la enzima glutation S-transferasa y factores de riesgo, en mujeres

con lesiones de cuello uterino en diferentes estadios.

Objetivos Especificos

1. Identificar factores de riesgo asociados a mujeres con lesiones premalignas y
malignas de cuello uterino y a la presencia de VPH-AR genotipados.

2. Determinar indicadores de estrés oxidativo en casos con distintos tipos de
lesiones de cuello uterino y controles.

3. Analizar indicadores de estrés oxidativo en mujeres con genotipos de VPH-AR
estudiados y en mujeres con presencia de determinados factores de riesgo.

4. Determinar la asociacion genética entre los polimorfismos de las isoformas GSTT1
y GSTML1 en las lesiones premalignas y malignas de cuello uterino.

5. Establecer interaccién gen - gen y gen - ambiente entre los polimorfismos de las
isoformas GSTT1 y GSTM1 y variables ambientales asociadas a lesiones
premalignas y malignas de cuello uterino.

Fundamento metodolégico de la tesis

La investigacion se inserto en el contexto de la salud reproductiva y de la salud de la

mujer. Se realizé en Villa Clara entre el afio 2018 y 2021.

El fundamento metodoldgico se sustenta en un estudio analitico caso control, desde

la perspectiva de la epidemiologia genética, con evaluacion bivariada y multivariada

de riesgos para variables obstétricas, ginecologicas, de comportamiento sexual,

ambientales, habitos téxicos y riesgos genéticos, asi como diferentes analisis
4
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relacionados a la cuantificacion de cinco indicadores bioquimicos de EO, y estudios
de asociacion genética del alelo nulo de dos polimorfismos de la enzima GST.

En todos los estudios los analisis se realizaron por separado para tres grupos de
mujeres con lesiones en cuello uterino, que fueron: un grupo con LIEBG que
comprenden el VPH y la NIC [, cuyo diagnéstico fue confirmado en la totalidad por
citologia y colposcopia y en 77,27 % también por biopsia, segun protocolo vigente en
Cuba. Otro grupo con LIEAG que incluyen NIC II, lll y CIS, todas confirmadas por
biopsia y un grupo con diagndstico de carcinoma epidermoide (CE) grupo llb, también
confirmadas por biopsia. Los controles incluyeron mujeres clinicamente sanas, con
citologias negativas o citologia y genotipado del VPH-AR ambos negativos.*>1?

Las variables que podrian constituir riesgos se obtuvieron mediante la aplicacion de
un cuestionario elaborado por la autora a la totalidad de las mujeres, con validacion
por criterio de expertos en dos fases del desarrollo de la investigacion. En el primer
momento la validacion de expertos ayudo en la definicion de las variables del
cuestionario que finalmente fueron analizadas. Aquellas que resultaron significativas
en el estudio bivariado se incluyeron en el estudio multivariado con las restricciones
establecidas para estos analisis. Ademas, en la seleccion recomendada del nimero
de variables significativas a incluir como variables independientes en los modelos
multivariados también hubo sustento en los criterios de expertos.

Los analisis de interacciones de factores de riesgo ambientales que incluyeron
variables con asociacion significativa y credibilidad biologica, estuvieron dirigidos a
evaluar su efecto conjunto sobre la aparicion y desarrollo de las lesiones uterinas.

Se realizaron determinaciones analiticas de cinco indicadores de EO en cada grupo
de casos y se compararon respecto al control y entre grupos de casos, para
fundamentar si los cambios bioquimicos que ocurren en la mujer debido al proceso

inflamatorio durante la infeccion viral persistente podrian generar un incremento del
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EO a medida que las lesiones progresan. Se efectuaron diferentes analisis
estadisticos a fin de conocer si existe relacion entre la presencia de VPH-AR y los
resultados de indicadores de EO y del mismo modo explorar la relacion entre la
presencia de factores de riesgo significativos y desbalances oxidativos.

Se comprob6 el equilibrio de Hardy-Weinberg en la distribucion de los genotipos en
la muestra control, lo que permitid realizar estudios de asociacion genética. Se
evaluaron los polimorfismos GSTT1 y GSTM1 en cada grupo de casos respecto a
los controles. Se determin6é la asociacion de cada polimorfismo bajo modelo
recesivo y aditivo. Ademas, se analizaron las interacciones gen - gen para los alelos
nulos de ambos polimorfismos y la interaccion gen - ambiente con factores de riesgo
significativos en cada tipo de lesién respecto al control.

El sustento metodolégico de los andlisis efectuados, apoyados en el marco
conceptual, permiti6 una fundamentacion tedrica del objeto de estudio y de los
métodos para su abordaje presentados en el primer capitulo. Las evidencias
alcanzadas con la investigacion, presentadas en los tres capitulos de resultados,
apoyan un abordaje metodol6gico que estuvo dirigido a estudiar asociaciones e
interacciones entre factores de riesgo genéticos y ambientales en la génesis de las
lesiones premalignas y malignas de cuello uterino. La exploracion del posible
incremento de la influencia de estos factores, segun avanza la gravedad de la lesion,
se apoyo en la valoracién de dichas influencias para cada grupo de lesion.
Organizacion del Informe

La tesis se presenta como un documento Unico. Se estructura en Introduccion,
Capitulo 1 (Marco teorico), Capitulo 2 (Identificacion de factores de riesgo), Capitulo
3 (Estudios bioquimicos de indicadores de EO) y Capitulo 4 (Andlisis de los
polimorfismos de la enzima GST). Los capitulos 2, 3 y 4 presentan una breve

introduccién, objetivos parciales, disefio metodoldgico, resultados, discusion y
6
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conclusiones parciales. La tesis consta ademas de Conclusiones,
Recomendaciones, Bibliografia, Autobibliografia, Documentos relacionados a la
tesisy Anexos.

En el Capitulo 1 se actualiza sobre aspectos epidemiolégicos, mecanismos de
origen y desarrollo de cada tipo de lesion, susceptibilidad individual a las infecciones

y los factores relacionados a la progresion de las lesiones en el cuello uterino.

El Capitulo 2 contiene el estudio de variables clinicas, epidemiologicas y de riesgo
obtenidas por indagacion retrospectiva, mediante la aplicacion de un cuestionario.
La identificacion de factores de riesgo, se realiz6 para cada grupo de mujeres con
diferentes tipos de lesion en cuello uterino.

El Capitulo 3 presenta los resultados del analisis de cinco indicadores de EO en
cada grupo de casos respecto al control, entre los grupos de casos, y otros analisis.

El Capitulo 4 contiene los resultados del estudio de asociacidbn genética de los
polimorfismos GSTT1 y GSTM1, segun un modelo recesivo y un modelo aditivo.

El diagrama general de la investigacion se presenta en la figura 1.

Consideraciones éticas

El protocolo de investigacion fue evaluado y aprobado por el Comité Cientifico y
Comité de Etica de la Unidad de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de
Ciencias Médicas de Villa Clara y del sectorial de Salud del municipio Santa Clara,
bajo los preceptos éticos establecidos en la Declaracion de Helsinki'® para
investigaciones biomeédicas en humanos. El objetivo del estudio, la aplicacion del
instrumento (cuestionario), la obtencion de muestras biol6gicas (sangre: plasma y
ADN) y las acciones de caracter bioético, fueron abordados mediante el

consentimiento informado por escrito al total de mujeres participantes (Anexosl y 2).



Introduccion

Novedad cientifica

Se realiza por primera vez en Cuba la genotipificacion de dos polimorfismos (GSTT1 y
GSTM1) de la enzima GST, en mujeres con lesiones de cuello uterino y se llevan a
cabo estudios de asociacion genética.

No hay evidencias de que se hayan realizado en la provincia Villa Clara, ni en el
resto del pais, estudios de EO (sistema antioxidante enddgeno e indicadores de
dafio oxidativo a lipidos y proteinas) en mujeres con lesiones de cuello uterino en
diferentes estadios.

Es el primer estudio analitico en Villa Clara donde se realizan analisis bivariados,
multivariados y de interacciones de factores de riesgos genéticos y ambientales para
tres grupos de lesiones de cuello uterino, analizados de manera independiente.

Es el primer estudio en Villa Clara y en Cuba que realiza analisis de interacciones
genético - ambientales entre polimorfismos GSTT1 y GSTM1 nulos con la presencia
de factores de riesgo.

Aportes tedricos

Constituyd una contribucidon tedrica al esclarecimiento de los mecanismos
patogénicos, que subyacen en la base del origen y progresiéon del CCU como
enfermedad de causa compleja multifactorial; el conocimiento de las interacciones
presentes entre distintos factores de riesgo en los tres grupos de lesiones de
cuello uterino estudiadas, las que se expresaron en el andlisis multivariado y en
las interacciones entre factores ambientales entre si, en los estudios de
interaccidn gen - gen y gen - ambiente.

Quedaron incluidos en la ecuacion de regresion binaria los factores de riesgo
significativos que predicen el comportamiento en mujeres expuestas con lesiones,

cuando las variables de riesgo se analizan en conjunto.
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Los resultados del genotipado del VPH-AR en un grupo de las mujeres incluidas en el
estudio, proporcionan informacion tedrica sobre las relaciones de los genotipos VPH
con las variables estudiadas.

Los resultados alcanzados mediante los exhaustivos andlisis realizados permiten
identificar un grupo numeroso de interacciones que potencian los riesgos para el
desarrollo de las lesiones, en las que se incrementa el nUmero y la fortaleza de las
asociaciones en la medida en que la lesién avanza en estadio.

La correcta construccion del flujograma muestra graficamente los pasos o procesos a
seguir para alcanzar la solucion del problema cientifico de la tesis en una enfermedad
compleja multifactorial, lo que ayud6é a alcanzar nuevos conocimientos sobre la
tematica.

Aportes practicos

La identificacion de los factores de riesgo ambientales que se asocian con la
aparicion de lesiones de cuello uterino, constituyen un valioso resultado para el
disefio de estrategias de promocion y prevencion primaria a nivel de la comunidad.
Aportes Sociales

Los resultados obtenidos proporcionan herramientas para la atencion primaria y el
servicio de Gineco-Obstetricia en la promocion de salud en mujeres y adolescentes
de la comunidad, asi como en la prevencion del avance de las lesiones de bajo grado
a estadios superiores mediante el control de los factores de riesgo.

Aportes Metodologicos

La metodologia utilizada para la realizacién de los analisis de factores de riesgo, los
estudios de indicadores de EO, las interacciones gen - gen y gen —ambiente se
consideraron para cada lesion en cuello uterino por separado, lo que posibilita
obtener informacion relacionada con los mecanismos de produccion de cada una, sin
gue se produzcan interferencias en posibles elementos diferenciales en las

patogenias y la etiologia de cada lesion.
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TIPO DE ESTUDIO

Analitico Caso-Control. Epidemiologia genética

UNIVERSO

» CE: 259 312 mujeres (VC)
» Control: 83 357 mujeres (SC)

» LIEBG y LIEAG: 83 357 mujeres (SC)

—

» LIEBG: 843 mujeres de 3 policlinicos de SC

» LIEAG: 520 mujeres de 3 policlinicos de SC

» CE: 158 mujeres de Hospital Oncoldgico de VC

> Control: 13 074 mujeres (Policlinico «Agustin
Gomez-Lubian»)

POBLACION

MUESTRA
Casos
» LIEBG: 99 mujeres
» LIEAG: 54 mujeres
» CE: 52 mujeres
Control: 60 mujeres

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Recogida de informacién

Extraccion de muestras de sangre total

(Cuestionario) (Plasma v ADN)
CAPITULO 2 CAPITULO 3 CAPITULO 4
Identificacion Factores de Riesgo Estudios de EO Estudios de Polimorfismos
> Obstétricos > SOD GSTT1y GSTM1
> Ginecologicos > CAT Casos
> Comportamiento sexual <:> > GSH <:> > LIEBG: 35
> Ambientales > MDA > LIEAG: 32
> Habitos toxicos > PAOP > CE: 32
» Genéticos Control: 41
Comparacién indicadores / \
v de EO en mujeres con:;
: . . - Tipos lesiones vs control Estudios de Estudios de
izt:gf;gj: Elsstgg:); c’?r? Estgglos - VPH+ vs control asociacion de interaccién
bivariad ltivariad int e - CE vs VPH+ Polimorfismos gen-geny
Ivariado muftivariado Interaccion - Tipos lesiones con factores GSTT1y GSTM1 gen-ambiente
de riesgo vs control

Figura 1. Flujograma de la investigacion. Estudio caso

2021.

control. Villa Clara. 2018 -




Capitulo 1

CAPITULO 1. ESTADO ACTUAL DE LA TEMATICA RELACIONADACONLA
SUSCEPTIBILIDAD GENETICA POLIMORFICA, EL VPH Y EL DESARROLLO DE
LESIONES EN CUELLO UTERINO
En el epitelio cervical se producen lesiones que transitan de leves a severas y aunque
la transformacioén celular se relaciona estrechamente a la infeccion producida por el
VPH, los factores de riesgo y la susceptibilidad individual a la infeccién podrian
contribuir de manera importante en la progresion al cancer.
El capitulo tiene como objetivo actualizar temas relacionados al desarrollo de lesiones
premalignas y malignas en cuello uterino, con énfasis en los mecanismos de
integracion del VPH, el comportamiento de indicadores de EO y en la interaccion
genética ambiental sustentada en la presencia de polimorfismos de la enzima GST.
1.1 Conceptos. Definiciones. Clasificacion de lesiones premalignas y cancer de
cuello uterino (CCU)
El CCU viene precedido generalmente por una larga fase de lesiones pre-invasivas y
se caracteriza microscopicamente por una serie de manifestaciones que van desde la
atipia celular a diversos grados de displasia o NIC, antes de progresar a carcinoma.!
El concepto de precursores del CCU se remonta a finales del siglo XIX, cuando se
reconocieron zonas de cambios epiteliales atipicos no invasores en muestras de
tejidos adyacentes a canceres invasores. El término carcinoma in situ (CIS) se
introdujo en 1932 para denotar las lesiones de células carcinomatosas indiferenciadas
que abarcaban todo el espesor del epitelio, sin interrumpir la membrana basal.'# El
término displasia de cuello uterino se introdujo a finales de los afios 50 para designar
la atipia epitelial cervical intermedia entre el epitelio normal y el CIS, y se categorizd

en tres grupos - leve, moderada y pronunciada - segun el grado de afectacion de la
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capa epitelial por las células atipicas.'®> Con el paso de los afios, se observd que
algunos casos de displasia retrocedian, algunos persistian y otros progresaban a CIS,
lo que condujo al concepto de un solo proceso morbido continuo en el que el epitelio
normal evoluciona a lesiones epiteliales precursoras y a cancer invasor. Sobre la
base de dichas observaciones, en 1968 se introdujo el término de NIC para denotar
las multiples posibilidades de atipia celular confinada al epitelio.1®

En los afios 80 fueron reconociéndose cada vez mas alteraciones anatomo-
patolégicas como la atipia coilocitica o condilomatosa asociada con la infeccién por
VPH. Los coilocitos son células atipicas con una cavitacion o halo perinuclear en el
citoplasma, que indica cambios citopaticos debidos a la infeccion por el VPH. Esto
condujo al desarrollo de un sistema histolégico simplificado en dos grados: NIC de
bajo grado, que comprendia las anomalias compatibles con atipia coilocitica y las
lesiones NIC |y NIC de alto grado que comprendia NIC Il 'y NIC 111.17

En 1988, el Instituto Nacional del Cancer de los EE.UU. propuso un nuevo esquema
de presentacion de los resultados de la citologia cervical, denominado Sistema de
Bethesda,'® cuya caracteristica principal fue la creacién de nuevos términos, como
lesion intraepitelial escamosa (LIE), con dos grados: lesiones de bajo grado (LIEBG) y
lesiones de alto grado (LIEAG). Las LIEBG incluyen la infeccién por VPH y NIC |,
mientras que las LIEAG incluyen NIC II, NIC Il o CIS.

La NIC es una lesion precursora del cancer de cuello uterino que se caracteriza por
alteraciones de la maduracion y anomalias nucleares. La NIC | es el tipo de menor
riesgo, representa solo una displasia leve o crecimiento celular anormal y es
considerado una LIEBG confinada al tercio basal del epitelio cervical. La NIC Il es
considerada una LIEAG vy representa una displasia moderada confinada a los dos
tercios basales del epitelio cervical. La NIC Il es otro tipo de lesion de alto grado, que

se caracteriza por una displasia severa que cubre mas de los dos tercios de todo el

11



Capitulo 1

epitelio cervical y si incluye todo el grosor del revestimiento cervical se considera
como un CIS.4®

El CCU aparece gradualmente por transformacion pre-cancerosa de las células
normales del cuello uterino hasta convertirse en cancer. Esta transformacion maligna
puede desarrollarse a partir de cualquiera de los tejidos que componen el cuello
uterino, fundamentalmente a partir de los epitelios de revestimiento: epitelio
pavimentoso poliestratificado del exocérvix (carcinomas epidermoides) o epitelio
glandular del endocérvix (adenocarcinomas).*619

La mayoria de los CCU (90 %) son carcinomas de células escamosas, los cuales se
originan con mayor frecuencia en la zona de transformacion (lugar de union del
exocervix con el endocérvix) donde las células cancerosas evidencian caracteristicas
similares a las células escamosas. Otros canceres cervicales son los
adenocarcinomas, los cuales se originan de células glandulares productoras de
mucosidad del endocérvix uterino y se han presentado de forma comudn en los ultimos
30 afios. Con menor frecuencia el CCU toma caracteristicas tanto de los carcinomas
de células escamosas como de los adenocarcinomas, por lo que se denominan
carcinomas adenoescamosos o carcinomas mixtos.%20

1.2 Aspectos epidemiolégicos del Cancer Cérvico Uterino

Segun la OMS, el CCU constituye un serio problema de salud pues ocupa el cuarto
lugar en frecuencia en el sexo femenino, lo que provoca cada afio la muerte de
aproximadamente 300000 mujeres en el mundo. En el afio 2020, se presentaron 604
000 nuevos casos Y fallecieron 342 000 mujeres, lo que representa a nivel mundial
alrededor del 8 % de todas las muertes por cancer en las mujeres. A pesar que nueve
de cada diez muertes por cancer cervical se producen en las regiones menos
desarrolladas, a diferencia de otros canceres, éste puede prevenirse hasta en un 75

% mediante programas de tamizaje econdémicos y de facil acceso.??!
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El CCU es el segundo cancer mas frecuente entre las mujeres de América Latina y el
Caribe. Ocupa el cuarto lugar en la region de las Américas y provoca la muerte de
unas 35 000 mujeres cada afio, con un estimado de 83 000 mujeres diagnosticadas
anualmente. Las tasas de mortalidad son tres veces mas altas en América Latina y el
Caribe que en América del Norte, y si las tendencias actuales contindan, se prevé que
el nimero de muertes en las Américas aumente un 45 % para 2030.21:22
En Cuba, segun datos del Anuario Estadistico de Salud del 2020, fueron examinadas
mediante citologias 707 550 mujeres, para una tasa de 172,9 x 1 000 mujeres de 25
afios y mas con reexamen cada tres afios, de las cuales 925 resultaron positivas al
CCU. Este cancer es la quinta causa de mortalidad femenina en el pais con unas 549
defunciones y una tasa ajustada de 9,7 x 100 000 mujeres. La incidencia de CCU en
el afio 2017 (la dltima reportada hasta la fecha) fue de 1 537, para una tasa ajustada
de 17,8 x 1 000 muijeres de la edad.?
Las tasas de supervivencia dependen de muchos factores, que incluyen entre otros el
estadio en que se diagnostica el CCU. Cuando se detecta en un estadio temprano, la
tasa de supervivencia de cinco afios en mujeres con CCU invasivo es de 91 %; si el
cancer se ha diseminado hacia los tejidos, érganos circundantes o ganglios linfaticos
regionales la tasa es de 57 %; pero si el cancer se ha diseminado a otras partes del
cuerpo, la tasa es de 17 %.El CCU tiende a ocurrir en la mediana edad. La mayoria
de los casos se detecta en mujeres de 35 a 44 afos, rara vez se desarrolla en
mujeres menores de 20 afios. Mas del 15 % de los casos de CCU se detecta en
mujeres que tienen mas de 65 afios. Sin embargo, estos canceres son infrecuentes
en mujeres que se realizan pruebas de tamizaje antes de los 65 afios.?3%°

1.2.1 Epidemiologia del Virus de Papiloma Humano
El test de Papanicolau o citologia exfoliativa de cuello uterino, es la prueba que se
realiza en Cuba para el pesquisaje en la prevenciéon del CCU, mediante la deteccién

de lesiones microscopicas desde etapas pre-invasivas.?%?’ La evidencia cientifica
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ha demostrado que el CCU es una secuela de una infeccion persistente producida
por ciertos genotipos del VPH, transmitido fundamentalmente por contacto sexual.>?8
Histéricamente los papilomavirus fueron agrupados junto con los poliomavirus para
formar la familia Papovaviridae. En la actualidad los VPH son considerados como una
subfamilia dentro de la familia Papovaviridae.?8:2°

A la fecha, alrededor de 200 genotipos de VPH han sido identificados. Sin embargo,
se ha reportado que aproximadamente 40 infectan el tracto ano-genital. Solo los tipos
de VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y 59 han sido clasificados como
carcinogénicos tipo 1, debido a la prevalencia y a los tipos virales encontrados en
epitelio del cuello uterino normal y con cancer. Existen otros tipos virales como VPH
68, clasificado como probablemente carcinogénico (grupo 2A) y los tipos de VPH 26,
30, 34, 53, 66, 67, 69, 70, 73, 82, 85 y 97, clasificados como posiblemente
carcinogénicos (grupo 2B).2%-3!

Segun la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés

Polymerase Chain Reaction) la presencia de VPH tipos 6 y 11 se destaca en el 95 %

de los condilomas acuminados. Es posible que las NIC | que remiten presenten
mayor frecuencia de tipos de bajo riesgo (VPH-BR) y aquellas NICII-IIl que progresan
sean por tipos de alto riesgo oncogénico (VPH-AR). En muestras de cancer cervical
se han detectado tipos de alto riesgo en un 93 - 99 %.31:32

El enlace entre el CCU y el VPH fue demostrado a principios de los afios 80 por el
doctor Harald zur Hausen. Se evidencié mediante experimentos de hibridacion que la
infeccion es un requisito necesario para el desarrollo de esta enfermedad, pero
ademas puede ser causa de otros carcinomas ano-genitales que incluyen pene,
vagina, vulva y ano.%

1.3 Virus oncogénico y Cancer Cérvico Uterino

Estudios epidemiolégicos indican que la infeccibn con un virus oncogénico no

significa que obligatoriamente se desarrolle cancer, aunque los individuos infectados
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pueden ser considerados una poblacién de riesgo. También se ha demostrado que
los factores de riesgo que conducen al cancer incluyen la carga viral, la persistencia y
duracion de la infeccion.

A nivel mundial, algunos tipos virales son encontrados con mayor frecuencia que
otros, en dependencia de la region geografica; por ejemplo, los VPH-AR tipos 16, 18,
31, 33, 35, 45, 51, 52, 58, 59 se encuentran en Africa y América Latina. El VPH 16 es
el mas frecuente en el mundo, excepto en Indonesia y Argelia donde VPH 18 es el
mas comun, el VPH 45 presenta alta frecuencia en Africa Occidental. Los tipos 33, 39
y 59 se concentran en Centroamérica y Sudamérica. A pesar de los limitados
estudios en América del Sur, ademas del VPH 16 y 18, el VPH 58 es otro de los
genotipos encontrados con mayor prevalencia en la region. Este ultimo tipo se ha
podido encontrar en el centro y norte de Brasil, Argentina, Colombia y Ecuador.3+3

1.3.1 Estructura viral y genética del Virus de Papiloma Humano

Los VPH estan formados por particulas icosaédricas desnudas, con un didmetro de
aproximadamente 55 nm, que se replican en el ndcleo de las células epiteliales
escamosas. Su genoma esta constituido por ADN circular, de doble cadena,
covalentemente cerrado, tiene una talla de 7 500 - 8 000 pb y un peso molecular (PM)
de 4 950 - 5 280 kDa. Se han identificado dos proteinas estructurales que se
expresan de forma tardia y componen la capside viral: L1 y L2. La proteina
mayoritaria es la L1 (PM 55 kDa) altamente conservada entre todos los VPH y parece
ser suficiente para la formacién de la particula viral. La proteina que se encuentra en
forma minoritaria en la cépside es la L2 (PM 75 kDa) y se considera la menos
conservada entre todos los Papilomavirus.3%:3?

El genoma de los VPH puede ser dividido para su estudio en tres segmentos de tallas

diferentes. La region de control larga (LCR, del inglés long control region) o regién no

codificadora (NCR, del inglés non-coding region) que representa aproximadamente

un 10 % del genoma, asi como los genes tempranos (E, del inglés early) y tardios (L,
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del inglés late) que son codificados aproximadamente por el 50 y el 40 % del genoma,
respectivamente. Los genes L codifican para las proteinas que componen la capside
viral, mientras que los genes E codifican proteinas con una variedad de funciones
regulatorias.®*

Los genes E6 y E7 codifican proteinas con funciones estimulantes del crecimiento
celular y juegan un rol importante en la carcinogenicidad del virus, por lo que se han
denominado oncogenes. El E6 es uno de los primeros genes tempranos expresados
durante una infeccion por VPH, capaz de alterar el ambiente celular haciéndolo
adecuado para la produccién de nuevas particulas virales que bloquean la apoptosis
mediante la degradacion de la p53. También E6 puede retener la p53 en el
citoplasma para bloquear su translocacion al nucleo y de esta forma inhibir su funcion
reguladora, independientemente de la degradacién. La proteina E7 presenta la mayor
actividad transformante entre las proteinas oncogénicas de los VPH. Se ha
demostrado que se asocia con las proteinas supresoras de tumores de la familia del
retinoblastoma (Rb), lo que propicia la pérdida de la capacidad reguladora de esta
proteina supresora.??31:32

1.3.2 Mecanismos asociados a la infeccion por Virus de Papiloma Humano

El ciclo de infeccion del VPH va en estrecha relacion con la forma de diferenciacion
de su hospedador natural, el queratinocito. El VPH penetra las células supra basales
del epitelio cervical por transcripcion y represion viral de sus genes tardios L1 y L2,
gue son los inmunogenes mas poderosos que el VPH sintetiza, esta represion es la
gue permite al virus escaparse del reconocimiento y la vigilancia inmune del huésped.
Como el VPH infecta queratinocitos, no puede alcanzar los 6rganos linfoides
regionales y las células de Langerhans a cargo de la induccion de la inmunidad de
células T dependientes una vez infectadas no demuestran la expresion genética viral.
La impresién de células T antivirales dependen de la presentacion cruzada de

antigenos virales por las células de Langerhans. Un numero alto del aclaramiento de
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infecciones por VPH y lesiones premalignas VPH positivos, indica en general, que la
respuesta inmune producida por las células de Langerhans como presentacion de
células antigénicas en el epitelio es capaz de producir una respuesta inmune eficiente
contra el VPH.*?

La ignorancia del huésped por la infeccion de VPH permite que se replique su ciclo y
de paso a VPH persistente. Las proteinas tempranas E6 y E7 que son elementos
para el proceso de transformacion, provocan que las células epiteliales no hagan la
apoptosis. Estas proteinas son producidas en todas las fases del ciclo de vida del
VPH, mientras que las proteinas tardias L1 y L2 no son producidas hasta que el virus
se encuentre en la mayor parte de la superficie del epitelio. Estas células infectadas
se liberan al descamarse la superficie epitelial.

En determinadas circunstancias fisiologicas de permisibilidad inmunoldgica y tras un
periodo de persistencia de la infeccion, generalmente largo, las particulas de ADN
viral que se encuentran en forma episomal sufren un proceso de integracién dentro
del genoma celular y con ello, una serie de acontecimientos que conducen a un
proceso de bloqueo de proteinas con funciones importantes en el ciclo celular (p53 y
Rb). Como consecuencia se inducen alteraciones en el crecimiento normal y
diferenciacion del epitelio cervical seguidas de un cumulo de errores genéticos
(clastogénesis) que son la base de la transformacién tumoral.31:32

1.4 Mecanismos de origen y desarrollo del Cancer Cérvico Uterino

La mujer desde su vida intrauterina presenta constantes modificaciones del epitelio
cérvico-vaginal, el cual esta conformado por epitelio escamoso y epitelio cilindrico o
columnar; el sitio de union de estos epitelios es conocido como unién escamo-
columnar o escamo-cilindrica. Es en esta union y en la zona de transformacion,
donde presumiblemente actlan los agentes con potencial carcinogénico que origina
la metaplasia atipica, LIE cervicales y carcinomas invasivos. La zona de

transformacion cambia gradualmente segun la edad, avanza cada vez mas hacia el
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endocérvix y durante la edad reproductiva esta zona es distal al orificio cervical. La
metaplasia, por otra parte, es tan comun que se considera un proceso
fisiologico.?6:27:36
El CCU invasivo por lo general est4 precedido de una historia de diez a veinte afios
de cambios celulares pre-invasivos que varian desde la displasia leve hasta el CIS y
corresponde al estadio final de un espectro continuo de alteraciones epiteliales, en las
que un estadio da lugar al siguiente de manera imperceptible.?536.37
El 99 % de estos canceres se desarrolla debido a la infeccién genital por VPH que
ocurre con la exposicion de las células basales del huésped a la infeccion viral a
través de una barrera epitelial dafiada, como sucede durante el acto sexual 0 como
producto de otras abrasiones dérmicas menores.®” Es considerada como una de las
infecciones de transmision sexual (ITS) mas frecuentes en la poblacion mundial,
presente sobre todo en mujeres jovenes, aunque también estan ampliamente
difundida entre adultos que han sido sexualmente activos.32
La historia natural de la infeccion por VPH demuestra que la resolucion espontanea
se presenta en el 90 % de mujeres inmuno-competentes en aproximadamente el
curso de dos afios. La tasa de infeccién en poblacion femenina se estima en 40 %
para mujeres de 20 a 29 afios de edad y en poblacién general independiente de la
edad se reportan cifras de 13 a 15 %, cifras que exceden por mucho el nimero de
casos de cancer invasor, estimado en menos del 0,01 %. Por otro lado, mas del 98 %
de los casos de cancer invasor del cuello uterino estan asociados a algun tipo de
VPH. Esta es la razén principal por la que se ha establecido que la infeccion por VPH
es una causa necesaria pero no suficiente para desarrollar un cancer invasor.3%4°
1.4.1 Factores de riesgo relacionados al Cancer Cérvico Uterino
Consistente con la etiologia infecciosa existe una estrecha relacion entre factores de
riesgo ambientales, genéticos, gineco-obstétricos y estilos de vida, que influyen en la

progresion al CCU. Los factores mas relacionados incluyen mujeres con mdltiples
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parejas sexuales, inicio de la sexualidad y primer embarazo antes de los 18 afios y la
multiparidad, los cuales muestran un riesgo incrementado a padecer la enfermedad.’
Las co-infecciones del VPH con otros agentes infecciosos de transmision sexual,
posiblemente condicionan un efecto sinérgico que aumenta las posibilidades de
alteraciones celulares y conducen al desarrollo de la neoplasia. El uso prolongado de
anticonceptivos orales, el habito de fumar, el nivel de escolaridad y socioeconémico
bajo (malnutricion), niveles disminuidos de antioxidantes y el acceso a los sistemas
de pesquisaje, también incrementan el riesgo de lesiones en cérvix.4143

1.5 Bases genéticas de la susceptibilidad diferencial a las infecciones

Las enfermedades infecciosas han jugado un rol importante en el proceso de
seleccion natural a lo largo de la historia humana. La interaccion entre los genes que
regulan la resistencia a las infecciones y los factores ambientales esta relacionada
con la constitucion genética individual. Esto implica que variantes alélicas de
determinados genes disminuyen o incrementan la probabilidad de supervivencia ante
un ataque infeccioso y en consecuencia, solo una proporcion de la poblacién no
expuesta lograra sobrevivir a una infeccion producida por un nuevo agente patégeno.
De esta forma, la constitucion genética de una poblacién dada debera diferir antes y
después de la exposicion a un agente infeccioso entre personas que no han
alcanzado su capacidad reproductiva completa.**4°

Probablemente el area mas dificil en los estudios genéticos relacionados con las
enfermedades complejas, es el andlisis de las bases genéticas relacionadas con la
susceptibilidad individual a las enfermedades infecciosas. No solo porque son
enfermedades altamente poligénicas, sino porque existe una alta heterogeneidad
inter-poblacional. Se ha evidenciado mediante estudios de epidemiologia genética la
relaciéon de genes especificos con la predisposicion a padecer algunas infecciones,
por lo que las variaciones genéticas entre las poblaciones humanas contribuyen a la

susceptibilidad a dichas enfermedades.*>48
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1.5.1 Susceptibilidad de base genética al Virus de Papiloma y al Cancer Uterino

Se ha reportado que de las mujeres infectadas por VPH oncogénicos solo algunas
desarrollaran cancer cervical, por lo que probablemente los factores genéticos y
ambientales estéan involucrados en la susceptibilidad al CCU. La variabilidad genética
del huésped, variaciones intratipos de VPH, co-infecciones con mudltiples tipos de
VPH y con otros agentes, asi como estilos de vida dependientes de la infeccion que
interaccionan entre las células del huésped y el genoma del virus, podrian ser
factores que incrementan la susceptibilidad individual al CCU.4%-51

Estudios genéticos epidemioldgicos acerca de la heredabilidad del cancer cervical ha
demostrado una agregacion familiar de primer grado en NIC y CCU invasor.>? Sin
embargo, la evidencia de herencia genética y susceptibilidad a cancer cervical estan
referidos principalmente en estudios en gemelos. A esto se suma, que la
susceptibilidad a este tipo de cancer es observada en otros fenotipos, tales como
pacientes con anemia de Fanconi, en los cuales hay un incremento del riesgo de
desarrollar tanto cancer cervical como vulvar.>® Estos estudios sugieren fuertemente
que la genética del huésped juega un rol en la susceptibilidad al CCU. Sin embargo,
los genes involucrados en este proceso aln contindian en estudio.*®

En las ultimas décadas, los polimorfismos de nucle6tido simple (SNPs, del inglés:

Single Nucleotide Polymorphisms) han comenzado a ser intensamente estudiados

con el objetivo de dilucidar las bases genéticas de enfermedades multifactoriales.
Tales polimorfismos representan la forma mas frecuente de variabilidad en el genoma
humano, muchos de ellos corresponderian a cambios no sinbnimos a nivel proteico,
razon por la que se utliza como marcadores de eleccion en los estudios de
asociacion de enfermedades con componentes multigénicos, entre las que se

incluyen las enfermedades neoplasicas.*®545°
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1.6 Estrés oxidativo en el cancer. Especificidades en Cancer Cérvico Uterino

Se ha estudiado en los ultimos afios el rol que desempefia el EO en la
carcinogénesis, encontrandose que patrticipa por diversos mecanismos en todas las
etapas de este proceso (iniciacion, promocion y progresion) donde las especies
reactivas del oxigeno y el nitrdgeno (ERONS) o radicales libres (RL) juegan un papel
importante en cada fase, lo que induce mutaciones genéticas y activa vias de
sefializacién que promueven la proliferacion y supervivencia celular.>657

Las EROs son metabolitos caracterizados por estar parcialmente reducidos, con gran
avidez para aceptar electrones de otras moléculas, lo que puede afectar la estructura
o funcién de las células. Se producen a partir de fuentes enddgenas y exogenas. La
fuente enddgena principal es la cadena respiratoria mitocondrial, aunque las oxidasas
(NADPH, xantina, entre otras), el 6xido nitrico sintasa, el ciclo catalitico del citocromo
y la defensa antimicrobiana (macrofagos y neutréfilos) también originan EROs. Entre
los radicales mas reactivos se encuentran el anién superoxido (O27), el radical
hidroxilo (OH") y el peroxilo (ROO"). Otras especies reactivas consideradas no
radicales también resultan de interés, entre ellas el peroxido de hidrégeno (H20z), el
oxigeno singulete (*02) y el acido hipocloroso. Bajo condiciones hipdxicas, la cadena
respiratoria mitocondrial puede producir ademas de las EROs, 6xido nitrico (NO), el
cual genera ERNs que afectan varios procesos metabdlicos y provocan dafios
importantes a la célula.56-58

Entre las fuentes exdgenas de EROs se encuentran la radiacion UV, compuestos
guimicos derivados de contaminantes ambientales, alcohol, tabaco, medicamentos,
ejercicio intenso, entre otros. La asociacion de fuentes enddgenas y exogenas
propicia un desequilibrio oxidativo que trae consecuencias criticas para la célula. La
oxidaciébn de estructuras de la membrana celular como carbohidratos, lipidos,

proteinas y acidos nucleicos impide su normal desarrollo y funcién.
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Para protegerse del ambiente oxidante causado por las ERONSs la célula cuenta con
mecanismos de defensas enddgenos y exdgenos, que previenen o retardan el dafio a
biomoléculas. El sistema enddgeno incluye enzimas antioxidantes de alto peso
molecular como la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y el glutation
peroxidasa (GPx) que llevan a cabo la eliminacion de RL o la transformacion de estos
en especies menos toxicas. Los antioxidantes no enzimaticos incluyen compuestos
de bajo peso molecular, entre los que destacan el glutation (GSH) y las enzimas que
participan en su ciclo redox GPx y GRd, el acido Urico; las vitaminas A, C, D, E y
coenzima Q.57-59

El EO se define como el desbalance entre sustancias pro-oxidantes y antioxidantes, a
favor de los oxidantes, que puede deberse a tres causas fundamentales: 1) aumento
en la produccion de EROs o RL; 2) disminucion de los antioxidantes debido a la
neutralizacion o barrido de las especies radicalicas o 3) por la ocurrencia de ambos
eventos a la vez. El desequilibrio oxidativo puede causar dafio a componentes
celulares como a lipidos de la membrana, lo que potencia la formacion de productos
de peroxidacion lipidica, a proteinas que se oxidan y sufren cambios
conformacionales que afectan su funcién y dafio al ADN por rompimiento de cadenas
y oxidacién de bases nitrogenadas que si no son reparadas inducen mutacion,
apoptosis o transformacion celular maligna.8>9

1.6.1 Estrés oxidativo en el Cancer Cérvico Uterino

Los tejidos epiteliales, blanco electivo para la infeccion por VPH, estan expuestos a
multiples fuentes de EO. La variabilidad de la respuesta individual podria deberse a
un estatus antioxidante diferente en el tiempo, al periodo de exposicion y a factores
genéticos. Este hecho se refuerza por el vinculo entre las EROs vy los productos de
peroxidacion.6061

Las EROs pueden contribuir a la replicacion viral y a la propagacion de la infeccién,

en dependencia de las células infectadas y el tipo de virus. El desbalance entre
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oxidantes y antioxidantes puede influenciar la historia natural de la infeccion por VPH,
lo que incrementa la habilidad de los oncogenes virales (E6 yE7) para la
supervivencia celular bajo condiciones de EO. Esto podria ocurrir a través de varios
mecanismos que incluyen la modulacion de la actividad de enzimas antioxidantes, la
inhibicion de la apoptosis normal y la regulacion de la expresion de los genes
involucrados en la defensa antioxidante.®62.63
1.7 Polimorfismo de la enzima glutation S- transferasa y Cancer Cérvico Uterino

1.7.1 Estructura del gen GST y de la proteina
Existe diversidad de reportes de la literatura sobre estudios de asociacion genética
gue relacionan el CCU con variantes alélicas en locus polimérficos, con resultados
variables entre poblaciones humanas. Entre muchos otros se ha estudiado el
polimorfismo del gen GST.%
La GST es una gran familia de enzimas presentes en todos los organismos
aerobicos. De acuerdo a su localizacion celular se clasifican en citosolicas,
mitocondriales y microsomales; se presentan en ocho clases distintas (alpha, mu, pi,
omega, sigma, theta, zeta, y kappa) y se expresan en las células del higado, pulmén,
corazon, intestino, eritrocitos y linfocitos. La familia citosélica es la mas compleja y la
mas estudiada, la cual ha sido asignada en cinco clases distintas: GSTA (a), GSTM
(W), GSTP (1m), GSTT (8) y GSTO (w) cuyos genes se encuentran localizados en los
cromosomas 6p12, 1g13.3, 11q13, 22g11.2, y 10g24.3, respectivamente.5465
Cada clase de GST presenta distintas isoformas codificadas por varios genes: la
clase B consiste de dos genes GSTT1 y GSTT2. Mientras, la clase p esta codificada
por cinco genes que constituyen las isoformas GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4 y
GSTM5.6465

1.7.2 Polimorfismos GSTT1 y GSTM1

La clase 8 del GST codifica para el gen GSTT1, el cual se localiza en el brazo largo

del cromosoma 22 (22911.23) del humano y muestra una delecion debida a un
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proceso de recombinacion homologa entre dos segmentos de aproximadamente 18
Kb los cuales flanquean a GSTT. La delecion produce un segmento conocido como
HO que difiere en algunos nucleétidos por las dos secuencias homoélogas que se
fusionan.6566

La clase p del GST codifica para el gen GSTM1 que esta localizado en el brazo corto
del cromosoma 1 (1p13.3) del humano y presenta diversos tipos de polimorfismos, los
cuales incluyen cambios en una sola base nitrogenada que originan los alelos
GSTM1*A y GSTM1*B, duplicaciones del gen GSTM1*1x2 y una delecion que da
origen al genotipo identificado como GSTM1*0 o alelo nulo. La delecién del gen
GSTM1 ocurre por una recombinacién desigual entre dos regiones altamente
conservadas de 4,2 Kb que se ubican en los extremos 5'y 3' del gen respectivamente
y conlleva a la pérdida de un segmento de aproximadamente 18 Kb. La
recombinacion se produce por la union de los dos segmentos repetidos que
flanquean el gen, de aproximadamente 23 Kb que no codifica para proteina.®°>®

Los polimorfismos GSTT1 y GSTM1 en estado homocigoto (genotipo nulo o vacio)
llevan a la pérdida total de la actividad enzimética y son detectados por la ausencia
del fragmento que corresponde al gen una vez que se amplifica mediante PCR la
region donde se encuentran. Son polimorfismos poco frecuentes, pero estan
relacionados con malignidades, por lo que son objeto de mililtiples estudios.?>¢7

1.7.3 Estudios de asociacion genética de GST en Cancer Cérvico Uterino

Los estudios realizados en diferentes poblaciones para conocer el rol de los
polimorfismos presentes en los genes GST, resultan en muchos casos contradictorios
por la variabilidad de las frecuencias alélicas. Estas variaciones podrian deberse a la
distribucion de los genes de destoxificacion en la poblacion, influenciada por patrones
geograficos especificos, a diferencias étnicas debido a la mezcla de poblaciones o al

limitado nimero de muestras posibles de estudiar.%®
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Al analizar genotipos de GST en distintas poblaciones se han observado diferencias
significativas en las frecuencias alélicas. Para el genotipo nulo de GSTM1, las
frecuencias oscilan entre un 50 - 58 % en varias poblaciones caucasicas, 49 - 63 %
en asiaticos y de 20 - 33 % en grupos africanos. Por su parte, el alelo nulo de GSTT1,
se reporta en menor frecuencia en caucasicos y significativamente mayor en
asiaticos.%®
A pesar de las discrepancias entre los estudios de las frecuencias alélicas y de
asociacion de los polimorfismos de la enzima GST con el CCU, varios investigadores
coinciden en la existencia de asociacion entre los genotipos GSTT1 y GSTM1 nulos
en el CCU respecto a la exposicion a toxicos ambientales.67-69

1.7.4 Estudios de interaccion genética ambiental en el Cancer Cérvico Uterino
El CCU, como la mayoria de los canceres, es una enfermedad multifactorial donde el
componente genético y ambiental se relaciona de manera esencial. Entre los factores
gue favorecen el desarrollo de la enfermedad estan la herencia, las mutaciones, los
factores hormonales y el estado inmune del huésped. A ello se adicionan factores
externos o ambientales y estilo de vida tales como la exposicién a radiaciones, dieta
poco saludable, infecciones a repeticién, consumo de alcohol, tabaco y otras
sustancias que podrian favorecer la progresion al cancer.’®"t
La predisposicion genética es un factor importante, representa el 27 % del efecto de
los factores subyacentes para el desarrollo del tumor. La herencia afecta la
susceptibilidad a la infeccién por VPH, la capacidad para resolverla y el tiempo de
desarrollo de la enfermedad. En esto influye de manera crucial la respuesta inmune
generada contra el VPH, que determina si este se eliminard o persistira y
eventualmente dara lugar al CCU.70-72
1.8 Control de la expresion genética

1.8.1 Control de la expresion genética de GST
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La afectacion de la actividad de la enzima GST produce un incremento de la
inestabilidad gendmica que predispone susceptibilidad a varios canceres, entre los
gue se incluyen: piel, pancreas, higado, ovario, vejiga, pulméon, mama, cabeza y
cuello, cuello uterino, préstata, entre otros.5®
Los genes que codifican la enzima GST intervienen en la proteccion celular contra los
efectos citotoxicos, por tanto la presencia de polimorfismos que exhiben una delecion
homocigoética en genes GSTT1 y GSTM1 se asocian con una ausencia de actividad
de la enzima. Los individuos con este polimorfismo podrian tener un riesgo
incrementado de malignidades debido a la reducida eficiencia de la enzima en la
proteccion frente a carcinégenos ambientales, agentes quimioterapéuticos y EROs.%®
1.8.2 Control de la expresion genética del Virus de Papiloma Humano
La sobreexpresion de los genes transformantes puede ser consecuencia de la
pérdida del gen viral E2. Su funcién es la produccion de proteinas reguladoras de la
transcripcion de las regiones tempranas del virus, que a su vez reprimen la
transcripcion de los genes E6 / E7.7374
En las lesiones de bajo grado y en la mayor parte de las de alto grado, el VPH se
encuentra en su forma episomal y el gen E2 esta intacto. Sin embargo, en mas del 90
% de los carcinomas el VPH esta integrado al ADN de la célula huésped; la
integracioén interrumpe los sitios de lectura de los genes E2 / E1, pero deja intactos E6
| E7, liberandolos de la regulacion a la vez que permite su expresion.”74
1.9 Control epigenético de la expresion fenotipica en el Cancer Cérvico Uterino
La epigenética es un fendbmeno bien establecido que desempefia un papel importante
en diversidad de procesos bioldgicos, entre ellos el desarrollo embrionario, la biologia
del cancer y la respuesta del sistema inmunolégico. Para la mayoria de los tipos de
tumores los defectos epigenéticos podrian ser s6lo una de las muchas alteraciones

moleculares de las células que llevan al fenotipo maligno.”>76
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En el cancer la metilacion del ADN es un aspecto relevante, pues participa en la
regulacion de la expresion genética de dos maneras; directamente al impedir la unién
de factores de transcripcion e indirectamente al propiciar la estructura "cerrada” de la
cromatina. La asociacion entre el estado hipometilado del ADN y el cancer, y
posteriormente su relacion con la hipermetilacién, se ha convertido en un poderoso
biomarcador epigenético para la deteccion temprana del cancer; ademas permite
clasificar los canceres segun los subtipos histolégicos, el grado de malignidad,
diferencias en la respuesta al tratamiento y los diversos pronésticos.”> 76

1.10 Vias de comunicacion intercelular implicadas en el Cancer Cérvico Uterino

La transicibn de una célula normal a una célula maligna implica diferentes
alteraciones de sus vias de sefializacion intracelular. La transduccién y transmision de
estas vias depende de circuitos moleculares. Un aspecto central del cancer es el
concepto de que las células pierden su capacidad para detectar y responder de forma
adecuada a las sefales extracelulares, por lo que desarrollan sefiales autocrinas para
superar los controles normales. Mudltiples son las vias involucradas en la
carcinogénesis cervical: Wnt/B-catenina, Notch, TLRs, JAK/STAT, PI3K/Akt, NF-kb.
Estas vias participan en la regulacion de multiples procesos celulares que incluyen la
proliferacién celular, supervivencia, crecimiento y motilidad.””-8°

1.11 Cuadro clinico y profilaxis de las lesiones en cuello uterino

Las lesiones premalignas del cérvix por lo general trascurren de forma asintoméatica.
Las mujeres acuden a consultas ginecolégicas generalmente por presencia de
condilomas cervicales, vulvares o vaginales, flujo vaginal persistente, malestares
cervicales y en su mayoria por alteracion en la citologia.'>2

El CCU en su fase precoz, generalmente se asocia con un flujo rosado acuoso
vaginal descrito como "agua de lavar carne" y hemorragia que se presenta tras el
coito, lavados vaginales y menos frecuentemente con la defecacion, algunas veces

se produce un sangrado intermitente. En estadios avanzados puede presentarse
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dolor en hipogastrio por infiltracion neoplasica y sindrome constitucional (astenia,

anorexia y pérdida de peso), sintomas por invasion vesical (disuria, hematuria) y

rectal (disquecia, hematoquecia), asi como anemia.*38!

La OMS recomienda para el control del CCU, la existencia de programas de

pesquisaje con estrategias claramente definidas y ampliamente difundidas,

relacionadas a la promocion de la salud y prevencion de la enfermedad. Para ello la
mayoria de los protocolos incluyen la practica de citologias periddicas con o sin
colposcopia, asi como el genotipaje del VPH implementado en algunos paises.

Actualmente existen vacunas profilacticas para prevenir el contagio de infecciones por

VPH, cuyo objetivo es la creacion de antigenos capaces de inducir anticuerpos

neutralizantes que impidan la entrada del virus a la célula huésped.'-82

1.12 Conclusiones parciales

1. El tema objeto de estudio es un area de marcado interés, tedrico, practico y social,
gue abarca tanto aspectos relacionados con las ciencias basicas biomédicas,
como topicos de interés para especialidades clinicas, tales como la ginecologia, la
oncologia y la atencion primaria de salud, por el importante componente de
profilaxis que es necesario incrementar.

2. La revisién de la literatura abarc6 un numero amplio de publicaciones de los
ltimos cinco afios en las principales bases de datos de repositorios médicos de
alcance internacional en varios idiomas, y en lo fundamental de fuentes primarias,
que evidencian el interés y la actualidad de la tematica.

3. La susceptibilidad o proteccién a las infecciones, no resulta de factores genéticos
aislados sino del resultado de una intrincada interrelacion de diversos factores
genéticos en forma de mudltiples polimorfismos. La presencia de variabilidad
individual, tanto del virus como de los hospederos infectados, con sus variables
exposiciones de riesgo, conducen en unos casos al confinamiento de la infeccion y

en otros casos, a su progresion a estadios mas avanzados.
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CAPITULO 2. FACTORES DE RIESGO EN MUJERES CON LESIONES EN
CUELLO UTERINO EN DIFERENTES ESTADIOS
Las lesiones premalignas y malignas en cuello uterino, en su mayoria, se producen
por la infeccion que provoca el VPH. No obstante, factores que constituyen riesgo
podrian favorecer el progreso de las lesiones a estadios superiores.
2.1 Objetivos parciales
1- Identificar factores de riesgos genéticos y ambientales con probable asociacionen
mujeres con lesiones de cuello uterino en diferentes estadios y en mujeres con
VPH-AR genotipado.
2- Determinar las interacciones entre distintos tipos de factores de riesgo en
mujeres con lesiones de cuello uterino en diferentes estadios.
2.2 Disefio metodolégico
2.2.1 Definicion del universo, poblacién y muestra para cada grupo de lesion de
cuello uterino estudiada
LIEBG
Universo: estuvo conformado por 83 357 mujeres entre 20 y 69 afios del municipio
Santa Clara, segun el anuario estadistico 2020.
Poblacidn: fueron 33 000 mujeres en las edades entre 20 y 69 afios que se atienden
en las consultas de Patologia de Cuello del policlinico «Agustin Gomez-Lubian
Orioste», de donde se tomoO la muestra de estudio, que corresponden a tres
policlinicos docentes universitarios de la ciudad: «Capitan Roberto Fleites», «Santa

Clara» y «Agustin Gomez-Lubian», en el periodo entre 2018 y 2021.
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Poblacion fuente de casos: fueron 843 mujeres residentes en Santa Clara, que
acudieron a las consultas de Patologia de Cuello del policlinico «Agustin Gomez-
Lubian» en el periodo estudiado, con diagnéstico de LIEBG.

Muestra de estudio: fueron 99 mujeres con LIEBG (VPH y NIC 1)

Se seleccionaron 60 mujeres por muestreo aleatorio estratificado, donde los estratos
fueron los tres policlinicos de la ciudad de Santa Clara. Cada semana, se tomaron
para estudios todas las mujeres que acudian a consulta de seguimiento, cuyo
diagnostico de LIEBG ya establecido, se tenia en cuenta para ir incorporandolas de
forma consecutiva hasta completar las 20 definidas para cada policlinico. Ademas 39
mujeres con VPH-AR genotipado (30 sin lesion en citologia o colposcopia y 9 con
diagnéstico de NIC 1), las que fueron obtenidas de la consulta de Patologia de Cuello
del Hospital Gineco-Obstétrico «Mariana Grajales» de Villa Clara, pertenecientes a
algunos de los tres policlinicos antes referidos.

LIEAG

Universo y poblacién: el mismo empleado en las LIEBG.

Poblacion fuente de casos: fueron 520 mujeres residentes en Santa Clara, que
acudieron a las consultas de Patologia de Cuello del policlinico «Agustin Gomez-
Lubian», con diagndstico de LIEAG.

Muestra de estudio: fueron 54 mujeres con LIEAG (NIC 11/ 1Il/ CIS).

Se seleccionaron 45 mujeres por muestreo aleatorio estratificado, con la misma
metodologia de muestreo explicada para las LIEBG, incorporandolas de forma
consecutiva hasta completar las 15 definidas para cada policlinico. Ademas, 9
mujeres con VPH-AR genotipado (cuatro con diagnostico de NIC I, tres con
diagnéstico de NIC 1l y dos con CIS), las que fueron obtenidas de la consulta de
Patologia de Cuello del Hospital Gineco-Obstétrico «Mariana Grajales» de Villa Clara,

pertenecientes a alguno de los tres policlinicos antes referidos.
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CE

Universo: fueron 259 312 mujeres de 20 a 69 afos de Villa Clara, ya que el estudio
se hizo con pacientes de la provincia.

Poblacion: fueron 722 mujeres atendidas en el Hospital Docente Clinico Quirdargico
«Celestino Hernandez Robau» de Villa Clara, que acudieron a consulta
multidisciplinaria de Cancer de Cuello en el periodo de estudio.

Poblacion de estudio: fueron 158 mujeres entre 20 a 69 afios procedentes de la
provincia, que acudieron al hospital «Celestino Hernandez Robau» de Villa Clara a
consulta multidisciplinaria de Cancer de Cuello por CE, en el periodo de estudio.
Muestra: fueron 52 mujeres con una biopsia positiva de CE grupo llb, las que se
seleccionaron por muestreo aleatorio estratificado, donde los estratos fueron los 13
municipios de la provincia, las que fueron tomadas segun la incidencia por municipios
(con un caso los municipios de Encrucijada, Cifuentes y Santo Domingo, dos casos
los municipios de Manicaragua, Quemado, Ranchuelo, Remedios, con tres casos
Caibarién, Corralillo y Sagua, seis casos Camajuani, nueve casos Placetas y 17
casos Santa Clara).

Controles

Universo: estuvo conformado por 83 357 mujeres entre 20 y 69 afios del municipio
Santa Clara.

Poblacion: fueron 13 074 mujeres entre 20 y 69 afios de poblacion abierta
correspondiente al policlinico «Agustin Gomez-Lubidn», de donde se tomaron los
controles.

Muestra: a partir de los criterios de inclusion y exclusion, se conformé con 60 mujeres
pertenecientes al policlinico «Agustin Goémez-Lubian»; de ellas 30 con citologia
negativa realizada en los seis meses previos al inicio de la investigacion y 30 mujeres
gue ademas de la citologia negativa tenian VPH-AR oncogénico negativo, obtenido

mediante estudios de genotipificacion, a partir del pesquisaje realizado en 2020 a una
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muestra de la poblacibn de Santa Clara. Ambos grupos de mujeres fueron

seleccionadas por muestreo aleatorio simple, a partir de los registros de citologias

organicas Yy libro de resultados del estudio molecular de VPH.

2.2.2 Criterios de inclusion y de salida

Criterios de inclusién paralos casos

« Que otorgaron el consentimiento para participar en el estudio.

« Con capacidad para responder a la entrevista.

« Diagnosticadas por cito-histologia, colposcopias y/o biopsias, confirmados
clinicamente en consultas de patologia de cuello de la APS o ASS, que
permanecieron al menos seis meses en seguimiento. De ellas:

- LIEBG que incluy6é VPH y NIC |, el 77, 27 % se diagnostico por citologia y biopsia.
- LIEAG que incluy6 NIC I, NIC 1l o CIS, diagnosticadas en su totalidad por biopsia.
- Céncer invasor, especificamente el CE, diagnosticadas en su totalidad por biopsia.

Criterios de inclusién paralos controles

« Que otorgaron consentimiento informado.

« Aptas para responder a la entrevista.

« Con citologias negativas o citologia y genotipado del VPH de alto riesgo oncogénico,
ambos negativos. Citologia de menos de seis meses.

« Sin alteracion en chequeo anteriores, ni enfermedad cérvico-uterina previa.

Criterios de salida

« Mujeres que decidieran abandonar el estudio

« Mujeres que omitieran informacion importante durante la recogida de datos.

2.2.3 Métodos para la recoleccion del dato primario

Estadisticas vitales: a partir del Sistema de Informacion Estadistica Nacional de

Demografia, Oficina Nacional de Estadistica e Informacién, Anuario estadistico de

Salud del 2020, Anuario estadistico de Santa Clara del 2020 y Registros del

programa de deteccion precoz de CCU del departamento de Estadistica del Sectorial
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Provincial de Salud, se recopilaron datos demograficos, mortalidad, morbilidad,
informacion del total de mujeres examinadas y positividad segun etapa clinica.®
Fuentes documentales para la certeza diagnodstica: se realizd un estudio
documental que consistié en la revisiobn de historias clinicas, tarjetas de citologia
organica e informes de biopsias del policlinico «Agustin Gomez-Lubian», asi como
registro de datos del genotipaje de VPH del Laboratorio de Virologia ubicado en el
Sectorial Provincial de Higiene y Epidemiologia y Hospital Provincial Gineco-
Obstétrico de Villa Clara.

A partir de las tarjetas de citologia organica se corroboré el diagndéstico en la consulta
de patologia de cuello segun resultados de cito-colposcopias y biopsias, resultados
de los complementarios y tiempo de seguimiento en la misma, el cual esta
establecido segun el protocolo clinico vigente de la siguiente forma: ante un informe
de citologia alterado la mujer es remitida a consulta de patologia de cuello donde se
repite citologia, se realiza cepillado y colposcopia. De aparecer alguna alteracion en la
citologia se realiza biopsia. De no aparecer alteraciones se establece seguimiento
cada seis meses durante un periodo de dos afios. Ante toda lesién que clasifique
como NIC I, NIC Il o CIS se le realiza biopsia, se decide tratamiento y consultas de
seguimiento. Un informe con cito-histologia y biopsia positiva a cancer invasor es
tributario de que se remita la paciente a consulta multidisciplinaria del Hospital
Provincial Clinico Quirargico «Celestino Hernandez Robau.

Instrumento utilizado: se confecciond un cuestionario, por la autora del trabajo, para
obtener informacion de variables clinicas, epidemioldgicas y de riesgo, que se aplico
mediante entrevista individualizada (Anexo 3). Ademas, se recopilaron datos
necesarios tales como identidad, informacion primaria proveniente de historias
clinicas, tarjeta de citologia organica, resultados de biopsia, resultados de laboratorio

y estudio de VPH.
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El cuestionario fue validado por criterio de experto en dos etapas donde participaron
12 profesionales de ramas afines a la tematica. La primera etapa se efectu¢ antes de
su aplicacion, a fines de obtener criterios sobre pertinencia de las variables incluidas.
La segunda etapa se realiz6 previa a la realizacion de los analisis multivariados, con
el objetivo de explorar consistencia en la literatura y credibilidad bioldgica de las
asociaciones que resultaron significativas en los estudios bivariados. Por criterios de
expertos se excluyeron diez variables (etapa 1) de 36 consideradas inicialmente en el
cuestionario y tres en la segunda etapa de validacion (Anexo 3).

Limitaciones: en los estudios casos controles no pudieron ser evitadas las
limitaciones inherentes a la informacion de variables de riesgo durante la entrevista,
correspondientes al efecto producido por sesgos de memoria y de tiempo.

El control de los sesgos de informacion se bas6 en la aplicacion del cuestionario
previamente validado, siempre por la misma persona, la investigadora principal. Se
llevé a cabo mediante entrevista individualizada a cada mujer participante en el
estudio (casos y controles) lo que evitd interpretaciones erréneas. La revision de
historias clinicas, tarjetas de citologia organica, biopsias y registros de casos fue
realizada también por la autora del trabajo.

2.2.4 Variables de estudio y su operacionalizacion

Las variables de estudio se clasificaron en: epidemioldgicas, clinicas y de riesgo.
Todas fueron definidas y operacionalizadas segun se muestra en el anexo 4.
Variables epidemiolégicas: edad del debut, color de la piel y zona de residencia.’
Variables clinicas: LIEBG (VPH y NIC 1), LIEAG (NIC II, Ill, CIS), CE grupo Ilb.14534
Variables de riesgo: obstétricas (multigestacion, multiparidad y parto temprano);
ginecologicas (edad de la menarquia, enfermedades benignas del cuello y legrados);
comportamiento sexual (uso de anticonceptivos, sexualidad precoz, multiples parejas
sexuales e ITS previas); ambientales (consumo de vitaminas/minerales, obesidad,

exposicion a toxicos ambientales en ambito laboral y exposicion a toxicos ambientales
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en lugar de residencia); habitos toxicos (tabaco y alcohol) y genéticas (antecedentes
familiares de CCU, antecedentes familiares de otro cancer ginecoldgico u otro cancer
de cualquier localizacion; se consideré el grado de parentesco).” 8487

2.2.5 Metodologia para el andlisis de factores de riesgo en estudio caso control

2.2.5.1 Metodologia para el estudio de asociacion bivariado

El estudio de asociacion bivariado se realizd entre variables cualitativas nominales.
De un total de 25 variables, 19 se consideraron de riesgo. Aquellas que resultaron
significativas se exponen en tablas segun el tipo de lesion.
Se efectuaron andlisis de asociacién bivariados tipo caso control clasicos, en los
casos con cada tipo de lesidon respecto a los controles, entre mujeres con VPH-AR
genotipado respecto a controles y entre mujeres que alcanzaron el estadio de CE
respecto a mujeres con VPH-AR genotipado.
Para el analisis estadistico se utilizaron los programas SPSS Inc. (del inglés, Statistic

Package for the Social Science) version 20 para Windows y EPI-INFO version 7. Se

elaboraron tablas tetracéricas de 2 x 2 para la presencia o ausencia de los factores de
riesgo analizados, donde el dafio a la salud consideré por separado los distintos
estadios de lesion cervical. Se empled la décima de independencia y homogeneidad Ji
Cuadrado Mantel-Haenzel (X?) o el Test de Probabilidades Exactas de Fisher, asi
como la V de Cramer como medida de magnitud de asociaciébn para comprobar si
existian diferencias significativas (p<0,05) o altamente significativas (p<0,01). A los
factores que resultaron significativos se les calcul6 la razén de productos cruzados
(OR) y un intervalo de confianza (IC) al 95 %.
2.2.5.2 Metodologia para el estudio de asociacion multivariado

El estudio de asociacion multivariado se llevo a cabo mediante una regresion logistica
binaria por el método Introducir. Se efectuaron tres andlisis y se consideraron como
variables dependientes las variables clinicas: LIEBG, LIEAG y CE respectivamente.

Las variables independientes evaluadas en cada tipo de lesion fueron las variables de
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riesgo que resultaron significativas en el analisis bivariado. Se tuvo en cuenta, que no
fueran colineales, que tuvieran consistencia en la literatura, credibilidad biolégica, que
estuvieran presentes en ambos grupos al menos con tres mujeres expuestas, que
cumplieran el nimero establecido de variables a incluir segun el tamafio de cada
grupo de casos Y fueran validadas por expertos.
El analisis de colinealidad para las variables independientes a introducir se realizd
previamente, con el fin de excluirlas del analisis de regresion. Resultaron colineales
en las LIEBG las ITS previas con la Chlamydia, por lo que fue excluida la infeccion
por Chlamydia.

2.2.5.3 Metodologia para estudio de interaccion de factores de riesgo
Se efectuaron estudios de asociacion bivariado, donde se considerd la presencia
conjunta de dos factores de riesgo, sobre la probabilidad de aparicion de lesiones en
cuello uterino. Los estudios se realizaron en los tres tipos de lesiones.
Los factores de riesgo que se tuvieron en cuenta para efectuar los analisis de
interaccion fueron aquellos que resultaron significativos en el analisis bivariado de
factores de riesgo individuales. Se tuvieron en cuenta ademas otros factores de
riesgo, que a pesar de no resultar significativos como variables aisladas cuando se
probaron en conjunto arrojaron interacciones significativas.
El analisis estadistico empleado fue similar al referido para el andlisis bivariado de
factores de riesgo individuales. Ademas, se hizo un andlisis donde se considero si el
OR de la interaccion de cada factor de riesgo observado era mayor que el esperado
en el modelo aditivo o multiplicativo. EIl OR esperado en el modelo multiplicativo
resultd de la multiplicacion de ambos OR por separado y en el modelo aditivo de la

adicion de ambos OR.84
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2.3 Resultados

2.3.1 Caracterizacion de variables epidemiolégicas y clinicas
Caracterizacion de la muestra segun variables epidemiologicas
La tabla 1 muestra los rangos de edades en que aparece cada tipo de lesion. Las
mujeres con LIEBG mostraron un promedio de edad al diagnéstico de 40,84 + 10,55
afnos, mientras que en las LIEAG fue de 40,76 + 10,38 afios. En ambos grupos, el
debut ocurrié en la tercera y cuarta década de vida. Los casos con CE presentaron
una media de edad de 55,83 + 12,27 afos y la enfermedad aparecié con mayor
frecuencia en la quinta y sexta década de vida. En el grupo control la edad promedio
fue de 43,98 + 11,52 afios.
Tabla 1. Rango de edad en mujeres con lesiones en cuello uterino en diferentes

estadios. Estudio caso control. Villa Clara. 2018 - 2021.

Rango de edad LIEBG LIEAG CE Control Total
(afios) No (%) No (%) No (%) No (%)
15-30 18(18,18) 10(18,51) 1(1,92) 8(13,33) 37
31-40 30 (30,30) 18 (33,33) 8(15,38) 15 (25,00) 71
41-50 30 (30,30) 14 (25,92) 5(9,61) 17 (28,33) 66
51-60 20 (20,20) 11 (20,37) 19 (36,53) 15 (25,00) 65
61y mas 1(1,01) 1(1,85) 19 (36,53) 5(8,33) 26
Total 99 54 52 60 265
LIEBG: Lesidn Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado, LIEAG: Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto Grado, CE: Carcinoma
epidermoide

Fuente: Base de datos de la investigacion

La distribucion de los valores de la edad al debut de la enfermedad resulté no
homogénea (p= 0,0001); las comparaciones entre grupos resultaron significativas
entre las LIEBG - CE (p=0,0001) y LIEAG - CE (p= 0,0001) (Anexo 5).

En cuanto al color de la piel, en el grupo de LIEBG el 82,8 % de las mujeres se
consider0d caucasico, en las LIEAG lo eran el 88,9 % y en el grupo de CE el 78,8 %.
En el grupo control se observo un 85,0 % de mujeres blancas. Los resultados de cada

grupo de lesion se muestran en la figura 2.
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Color de la piel en mujeres con lesiones en cuello uterino

100 11,1%

80
80
78,8 %
40 ;

20

LIEBG LIEAG CE Control
O Blanca mMo Blanca

Figura 2. Resultados porcentuales del color de la piel en mujeres con LIEBG, LIEAG

y CE. Estudio caso control. Villa Clara. 2018 - 2021.
LIEBG: Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado, LIEAG: Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto Grado, CE: Carcinoma
epidermoide.

Fuente: Base de datos de la investigacion

En cuanto al lugar de residencia, predominé la zona urbana. El 85 % de las mujeres
con LIEBG residia en la ciudad, en el grupo de LIEAG el 82 %, mientras que en el
grupo con CE el 71 %. Las mujeres que conformaron el grupo control, el 84 %
residian en zona urbana.

Caracterizacion de la muestra segun variables clinicas

Dentro del grupo de mujeres con LIEBG, 64 tenian diagnostico de VPH positivo; 39
(60,93 %) se habian realizado estudio molecular previo con resultados positivos a
VPH-AR, de ellos VPH16: 3 (7,69 %), VPH18: 4 (10,25 %) y otros tipos VPH-AR: 32
(82,05 %); en 25 mujeres (39,06 %) la presencia de VPH fue inferida por cito-
histologia. El 77,73 % de las mujeres con NIC I, resultaron con citologia y biopsias
positivas, mientras que el 22,27 % fue diagnosticado por citologia y colposcopia. En
las biopsias predomind la cervicitis cronica, la endocervicitis y la atipia coilocitica o
condilomatosa.

Las LIEAG fueron confirmadas por biopsias, que refirieron displasia de moderada a

severa y CIS de acuerdo al grado de atipia celular. De los casos, en nueve mujeres
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(16,66 %) se identific6 previamente VPH-AR por genotipaje molecular, de ellos
VPH16: 2 (5,55 %), VPH18: 3 (7,40 %) y otros tipos VPH-AR: 4 (7,40 %).
El CE fue confirmado por biopsia, descrito como carcinoma de células escamosas,
donde el 30 % mostré signos no queratinizantes, el 13,3 % queratinizacion y el 56,7
% de las biopsias no presento la informacion. El estadio estudiado fue el Iib, donde el
carcinoma se extiende mas alla del cérvix, pero no a la pared pélvica.
Las mujeres seleccionadas como controles, resultaron negativas a la citologia y no
presentaron signos clinicos. El 46,6 %, ademas de la citologia, resultaron negativas a
un estudio previo para genotipaje molecular de VPH-AR.

2.3.2 Estudios de asociacion bivariado y multivariado de factores de riesgo

2.3.2.1 Estudios de asociacion bivariado en casos y controles

El andlisis bivariado de factores de riesgo en cada tipo de lesion respecto al control,
se expone en las tablas de la 2 a la 4.
La tabla 2 muestra las variables que resultaron significativas en el grupo de mujeres
con LIEBG. Se observé que diez variables resultaron factores de riesgo, los de mayor
presencia en este grupo fueron el no uso de preservativos (72,7 %), la sexualidad
precoz (71,7 %), las mdltiples parejas sexuales (60,6 %), las ITS previas (56,6 %) y la
exposicion pasiva al humo de tabaco (45,4 %). El factor de riesgo genético que se
asoci6 fue la presencia de CCU en familiares de primer grado de parentesco (p=

0,038).
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Tabla 2. Factores de riesgo que resultaron significativos en mujeres con LIEBG.

Estudio caso control. Villa Clara. 2018 -2021.

LIEBG Controles X2 de Pearson o OR Vde

Factores de riesgo (n=99) (n=160) (*TE Fisher) Cramer
N % N %  Valor Sign. Valor  Clal95% Valor
Fumador pasivo 45 4545 12 2000 1052 0001 333  158-702 0257
Habitos alcohdlicos 18 18,18 3,30 0006 644  143-2886 0217
ITS previas 5% 56,56 1333 2903 00001 846  364-16,68 0427
Chlamydias 25 2525 1166 428 0038 1785 234-13606 0292
Eg:;;”;fjjg:e”'gna oel 37 3737 8 1333 1064 0001 388  166-906 0259
Sexualidad precoz 71 7TI71 20 3333 2248 00001 507  253-1013 0376
Mdltiples parejas sexuales 60 60,60 14 2333 2086 0,001 505 2,45-10,40 0,362
Parto temprano (<20 afios) 23 2323 6 1000 438 0036 272  103-744 0166
No uso de preservativo 72 7272 34 5666 433 0037 204  103-400 0,165
Cancer de utero en 25 2525 7 1166 428 0038 255  103-635 0164

familiares de | Grado

LIEBG: Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado. *TE: Test exacto de Fisher, Significacién: p<0,05 y p<0,01

Fuente: Resultados del cuestionario

Los factores de riesgo que resultaron significativos en las mujeres con LIEAG se

exponen en la tabla 3. Las variables altamente significativas (p<0,01) fueron las ITS

previas, la sexualidad precoz, multiples parejas sexuales y el no uso de preservativos.

Entre los factores de riesgo genéticos, el cancer de utero en familiares de primer

grado de parentesco fue el que resulto significativo (p= 0,030).
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Tabla 3. Factores de riesgo que resultaron significativos en mujeres con LIEAG.

Estudio caso control. Villa Clara. 2018 -2021

LIEAG Controles X2de Pe.arson o OR Vde
Factores de riesgo (n=54) (n=60) (‘TE Fisher) Cramer

N % N %  Valor Sign. Valor Clal95%  Valor

Habito de fumar 15 2777 7 1296 473 0030 291  108-7.82
Fumador pasivo 20 3703 12 2000 409 0043 235  102-545 0,189
ITS previas 22 4074 8 1333 101 0001 446  177-1122 0311
Egrfj;”;‘igsl‘; benignadel 46 9960 8 1330 454 0033 273 106-705 0200
Obesidad 9 1666 2 333 0024* 580  119-2818 0225
Sexualidad precoz 40 7407 20 3330 1892 00001 571  254-1286 0407

Ml]|tip|es parejas sexuales 35 64,81 14 23,33 19,95  0,0001 6,05 2,67-13,72 0,418
Parto temprano< 20 afios 14 25,92 6 10,00 4,98 0,026 3,15 1,11-8,91 0,209
No uso de preservativo 43 79,62 34 56,66 6,84 0,009 2,98 1,29-6,89 0,245

Pildora anticonceptiva 33 61,11 25 41,66 4,30 0,038 2,20 1,03-4,65 0,194
Cancer de titero en 15 2777 7 166 477 0030 291  108-782 0204

familiares de | Grado
LIEAG: Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto Grado. *TE: Test exacto de Fisher, Significacion: p<0,05 y p<0,01
Fuente: Resultados del cuestionario

Las variables con asociacion significativa al CE, se exponen en la tabla 4. Se observo
gue 15 variables resultaron factores de riesgo en este tipo de lesion; varios de estos
factores fueron similares a los descritos en las LIE de bajo y alto grado. Se constatan,
ademas, otros factores significativos como el no consumo de vitaminas / minerales
presentes en el 86,5 % de las mujeres, exposicion a toxicos en zona de residencia
(50,0 %) y la obesidad (23,0 %). Entre los riesgos obstétricos y los relacionados a la
vida sexual se encontraron diferencias en las mujeres enfermas con multigestacion,
multiparidad y que usaron DIU. Los antecedentes de CCU en familiares de primer

grado resulto ser el factor genético mas asociado (p= 0,022).
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Tabla 4. Factores de riesgo que resultaron significativos en mujeres con CE. Estudio

caso control. Villa Clara. 2018 -2021

CE Controles X2 de Pearson o OR Vde

Factores de riesgo (n=52) (n=160) (*TE Fisher) Cramer
No % No %  Valor Sign. Valor  Clal95% Valor
Habito de fumar 14 2602 7 1166 425 0039 278  102-757 04195
Fumador pasivo % 5000 12 2000 1118 0001 400  174-921 0316
Habitos alcoholicos 8 1538 2 330 0043 527  107-2607 0211
ITS previas 16 3076 8 1333 503 0025 288  111-746 0212
r':?n‘;‘:;:;m° devitaminas/ ,; gsc3 40 6666 601 0014 321  123-840 0232
E;‘E;’j;'?g; df:(':‘l’gs en % 5000 12 2000 1118 0001 400  173-921 0316
Obesidad 12 2307 2 330 0003* 870  185-4099 0298
Sexualidad precoz 34 6538 20 3333 1146 0001 378  172-827 0320
Multiples parejas sexuales 23 4423 14 2333 550 0,019 261 1,16 - 5,86 0,222
Multigestacion 40 7692 25 4166 1422 00001 467  205-1064 035
Parto temprano (<20 afios) 28 5384 6 1000 2533 00001 1050  384-2866 0476
Multiparidad (>3 hios) 142092 2 330 0001* 1068  229-4969 0336
Uso de DIU 39 7500 27 4500 1036 0001 367  163-822 0304
No uso de preservativo 48 9230 34 5666 1804 00001 918  293-2871 0401

Céncer de Utero en

familiares de | Grado
CE: Carcinoma epidermoide. *TE: Test exacto de Fisher, Significacion: p<0,05 y p<0,01
Fuente: Resultados del cuestionario

15 2884 7 1166 520 0022 3,06 1,14 -8,26 0,216

2.3.2.2 Estudio de asociacion bivariado de factores de riesgo en mujeres con Virus
de papiloma Humano de Alto riesgo (VPH-AR) genotipado.

El andlisis de las variables de riesgo en mujeres con VPH-AR positivo segun

genotipado (sin diagndstico de lesion por citologia o colposcopia) respecto al grupo

control, se muestra en la tabla 5. Se observé que cinco de ellas se comportaron como

factores de riesgo. La condicion de fumador pasivo (V de Cramer= 0,460), las

multiples parejas sexuales (V de Cramer= 0,421) y los habitos alcohdlicos (V de

Cramer= 0,416), resultaron las asociaciones mas fuertes.
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Tabla 5. Factores de riesgo significativos en mujeres con VPH-AR genotipado y

controles. Estudio caso control. Villa Clara. 2018 -2021.

VPH-AR

. Genotipados  Controles X2 de Pearson wb

Factores deriesgo  ~ n- 39) (n=60) o (‘TE Fisher OR Cramer
N % N %  Valor Sign. Valor Clal95%  Valor
Fumador pasivo 20 6666 12 20,00 19,009 0,0001 8,00 2,97 -21,48 0,460
Habitos alcohdlicos 10 3333 2 3,33 0,0001* 14,50  2,92-71,89 0,416
Sexualidad precoz 20 6666 20 3333 9,00 0,003 4,00 1,57 - 10,13 0,316

Miltiples parejas sexuales 20 66,66 14 23,33 15,957 10,0001 6,57 2,50 -17,27 0,421

Enfermedades benignasdel 14 3566 g 1333 6538 0011 376  131-1076 0,270

Cervix previas
VPH-AR: Virus de Papiloma Humano de Alto Riesgo, *TE: Test exacto de Fisher, Significacion: p<0,05 y p<0,01
Fuente: Resultados del cuestionario

La evaluacidén del comportamiento de las variables de riesgo entre mujeres que
alcanzaron el estadio de CE y aquellas que tienen VPH-AR positivo genotipado sin
lesion, evidencid cuatro asociaciones significativas. El parto temprano (V de
Cramer= 0,365) y el no uso de preservativo (V de Cramer= 0,328), mostraron las
asociaciones mas fuertes. El resto pueden observarse en la tabla 6.

Tabla 6. Factores de riesgo significativos en mujeres con CE y VPH-AR

genotipado. Estudio caso control. Villa Clara. 2018 -2021.

VPH+ Vde
) Genotipados X2 de Pearson Cramer
Factores de riesgo CE (n=52) (n=130) o (*TE Fisher) OR
N % N % Valor  Sign.  Valor Clal 95 % Valor
Parto temprano < 20 afios 28 53,84 5 16,66 10,935 0,001 583 1,93-17,59 0,365
No preservativo 48 9230 20 66,66 8,834 0,003 6,00 1,68-21,39 0,328

Uso de DIU 39 7500 16 53,33 4,044 0,044 2,62 1,01-6,80 0,222
Noconsumo Vitaminas/ ,5 g5 53 19 6333 5979 0014 372 125-11,05 0,270
Minerales

VPH-AR: Virus de Papiloma Humano de Alto Riesgo, *TE: Test exacto de Fisher, Significacion: p<0,05 y p<0,01

Fuente: Resultados del cuestionario

2.3.2.3 Estudio de asociacion multivariado de factores de riesgos
Las variables que se incluyeron en la ecuacion de regresion logistica binaria
mostraron un porcentaje de clasificacion correcto para el grupo de LIEBG de 85,5 %,
para las LIEAG de 80,7 % y para el CE de 84,8 %. Los resultados se muestran en la

tabla 7 y los anexos del 6 al 8.
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Tabla 7.Modelo de regresion logistica binaria del estudio caso control en mujeres con

lesiones en cuello uterino en diferentes estadios. Villa Clara. 2018 - 2021.

Diagnoéstico Grupo % Clasificacion
Caso Control Correcto
LIEBG N=99 9N 8 91,9
Control N=60 15 45 75,0
Porcentaje global 85,5
LIEAG N=54 47 7 87,0
Control N=60 15 45 75,0
Porcentaje global 80,7
CEN=52 45 7 86,5
Control N=60 10 50 83,3
Porcentaje global 848

LIEBG: Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado, LIEAG: Lesion Intraepitelial de Alto Grado,
CE: Carcinoma epidermopide
Fuente: Base de datos de la investigacion

En el grupo de LIEBG se analizaron ocho variables, todas quedaron incluidas en la
ecuacion de regresion y cinco resultaron significativas: sexualidad precoz, mdltiples
parejas sexuales, parto temprano, ITS previas y enfermedad benigna del cérvix
(Anexo 6).
En las LIEAG, las cinco variables analizadas quedaron introducidas y resultaron todas
significativas: sexualidad precoz, multiples parejas sexuales, consumo de pildoras
anticonceptivas, ITS previas y no uso de preservativo (Anexo 7).
En el CE quedaron introducidas en la ecuacion las cinco variables probadas, las
cuales resultaron también significativas: no uso de preservativos, parto temprano,
exposicion pasiva al humo de tabaco, no consumo de suplementos vitaminicos /
minerales y exposicion a toéxicos ambientales en el lugar de residencia (Anexo 8).
2.3.3 Interacciones de factores de riesgo en lesiones de cuello uterino en
diferentes estadios
La evaluacion del riesgo para la presencia conjunta de dos o mas factores de riesgo
en una misma mujer, realizada por separado para cada grupo de casos respecto a los
controles mostré diversas interacciones significativas entre las variables, como

reflejan los resultados de la prueba de ji cuadrado y los OR (IC) obtenidos, los que se

44



Capitulo 2

exponen en los anexos del 9 al 11. En los mismos también se muestra la
comparacion del OR observado en los factores de riesgo analizados de conjunto
respecto al OR esperado por el modelo aditivo y multiplicativo.

El anexo 9 presenta las interacciones entre factores de riesgo en mujeres con LIEBG.
Puede observarse que de todas las interacciones exploradas, 19 de ellas resultaron
significativas respecto a la presentacion de las mismas en las mujeres controles.

Se destacan los riesgos encontrados debido a las interacciones entre sexualidad
precoz y la exposicion pasiva al humo de tabaco con OR= 10,39 (IC 95 % 2,84 -
44,90), el OR resultante de la interaccion de ambos factores super6 el OR esperado
por la adicion de cada factor de riesgo individual (modelo aditivo). La sexualidad
precoz junto al no uso de preservativo se presentd en el 21 % de los controles
mientras que estuvo presente en el 51 % de las mujeres con LIEBG. También
presentaron interacciones significativas el no uso de preservativo con mdultiples
parejas sexuales y con las ITS previas.

Las mujeres que consumieron pildoras anticonceptivas y tuvieron multiples parejas
sexuales se presentaron en un 10 % en los controles mientras que en los casos fue
en el 42 %, el OR observado superé el esperado para un modelo aditivo. La sinergia
resultante de la condicion de fumador pasivo y las multiples parejas sexuales mostro
un OR=7,13 (IC 95 % 1,92 - 31,13). El resto de las interacciones, todas significativas,
pueden observarse en el anexo 9.

La figura 3exponealgunos de los factores de riesgo que resultaron significativos en el
grupo de LIEBG y que presentaron los OR mas elevados. Se sefialan las

interacciones que superaron los OR esperados para un modelo aditivo.
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Interacciones entre factores de riesgo en mujeres con LIEBG

No vitaminas/Minerales + Parto termprano

No preservativa + No Vitaminas/Minerales

* +* Pildora anticonceptiva + Multiples parejas sexuales
Sexualidad precoz + Pildora anticonceptiva

Fumador pasivo + Multiples parejas sexuales

No preservativo + Fumador pasivo

No preservativo + TS previas

No preservativo + Maltiples parejas sexuales
Sexualidad precoz + No preservativo

* +* Sexualidad precoz + Fumadaor pasivo

59

51

u Control
mLIEBG

Factores de riesgo

51

60

Mujeres

Figura3. Interacciones entre factores de riesgo en mujeres con LIEBG. Estudio caso
control. Villa Clara. 2018 - 2021.

LIEBG: Lesién Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado, ITS: Infecciones de Trasmision Sexual. * + *: Interacciones que superan
el OR esperado en el Modelo Aditivo. LIEBGN= 99, Controles N=60.
Fuente: Base de datos de la investigacion

Los resultados de las interacciones entre factores de riesgo en las LIEAG se
muestran en el anexo 10. De todas las interacciones probadas, 18 resultaron
significativas en este tipo de lesion respecto al grupo control.

Entre las interacciones con OR elevados se encuentran la sexualidad precoz cuando
se exploro con la condicion de fumador pasivo (OR= 8,73), que superd los riesgos en
el modelo aditivo. De igual forma, el OR observado de la interaccion entre el no uso
de preservativos y las ITS previas (OR= 27,11) fue superior al OR esperado bajo el
modelo aditivo (OR= 22,92). La sexualidad precoz con mudltiples parejas sexuales
(OR= 5,60) o con el no uso de preservativo (OR= 4,87) mostraron interacciones
significativas. El no uso de preservativo con el parto temprano OR= 9,20 (IC 95 %
1,82 - 62,55) y el no consumo de pildoras anticonceptivas con mdultiples parejas
sexuales OR= 5,29 (IC 95 % 1,77 - 16,53) también resultaron interacciones
significativas en este grupo de lesion. El resto de las interacciones significativas se

exponen en el anexo 10.
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La figura 4 representa algunas de las interacciones entre factores de riesgo que

resultaron significativos y muestran los OR mas elevados en mujeres con LIEAG.
Interacciones entre factores de riesgo en mujeres con LIEAG

Fumador pasivo + No vitaminas/minerales

Mo presemnvativo + No vitaminas/minerales 35
Sexualidad precoz + No vitaminas/minerales
Pildora anticonceptiva + Maltiples parejas sexuales

*+ * No preservativo + ITS previas

Factores de riesgo

No preservativo + Cancer Utero familiares | Grado = Control
Mo presernvativo + Parto temprano "LEAG
Sexualidad precoz + No preservativo 31
Sexualidad precoz + Multiples parejas sexuales
*+ * Sexualidad precoz + Fumador pasivo 17
0] 5 10 15 20 25 30 35

Mujeres

Figura 4. Interacciones entre factores de riesgo en mujeres con LIEAG. Estudio caso
control. Villa Clara. 2018 - 2021.

LIEAG: Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto Grado. * + *: Interacciones que superan el OR esperado en el Modelo Aditivo.
LIEAG N=54, Control N=60.
Fuente: Base de datos de la investigacion

El anexo 11 expone los resultados de las interacciones entre factores de riesgo en el
grupo de mujeres con CE. Del total de interacciones exploradas, 16 resultaron
significativas.

Las interacciones encontradas entre la sexualidad precoz y la condicién de fumador
pasivo, asi como la exposicion pasiva al humo de tabaco y el no consumo de
vitaminas / minerales, mostraron OR superiores a los OR esperados en el modelo
aditivo. Las interacciones exploradas entre la sexualidad precoz con el parto
temprano (OR= 24,86) o con el habito de fumar (OR= 12,35) presentaron también OR
elevados. Se evidenciaron riesgos debido a interacciones entre el no uso de
preservativo y el parto temprano OR= 24,86 (IC 95 % 5,12 - 164,16) y entre la
exposicion pasiva al humo de tabaco y las multiples parejas sexuales OR= 5,10 (IC
95 % 1,21 - 24,74). Las demas interacciones que resultaron significativas se exponen

en el anexo 11.
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La figura 5 muestra las interacciones entre factores de riesgo significativos que
presentaron los OR mas elevados en el grupo de mujeres con CE.

Interacciones entre factores de riesgo en mujeres con Carcinomaepidermoide

Fumador pasivo + Multiples parejas sexuales
No preservativo + Partotemprano

No Vitaminas/Minerales + Parto temprano

No Vitaminas/Minerales + Obesidad

* +* Fumador pasivo+ NoVitaminas/Minerales
No preservativo + Fumador pasivo

No preservativo + Multiples parejas sexuales
Sexualidad precoz + Habito de fumar

¥ +* Sexualidad precoz + Fumador pasivo
Sexualidad precoz + No preservativos
Sexualidad precoz + Parto temprano

H Control
B Carcinoma epidermoide

Factores de riesgo

31

0 5 10 15 20 25 30 35
Mujeres

Figura 5. Interacciones entre factores de riesgo en mujeres con CE. Estudio caso
control. Villa Clara. 2018 - 2021.

* +* Interacciones que superan el OR esperado en el Modelo Aditivo. Carcinoma epidermoide N=52, Control N=60
Fuente: Base de datos de la investigacién.

2.4 Discusion

2.4.1 Variables epidemiolégicas y clinicas en las lesiones de cuello uterino
La relacion entre la edad de la mujer y la aparicion de lesiones en cuello uterino
podria deberse a la exposicién temprana y persistente al VPH-AR oncogénico. La
infeccion por lo general ocurre durante las primeras relaciones sexuales y en aquellas
mujeres con sistema inmune debilitado, las lesiones podrian progresar lentamente a
estadios superiores de forma asintomatica en un periodo de 10 a 15 afios.8889
El presente estudio constato que el 60 % de los casos desarrollo lesiones de bajo y
alto grado entre los 31 y 49 afios, lo cual concuerda con Ramos® al plantear un rango
de edad entre 33 y 41 afios y con lo reportado por Velazquez®® en un estudio
realizado en Paraguay al referir que el 70 % de las mujeres afectadas de su estudio

tenian un rango de edad entre 29 y 44 afios.
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El grupo de mujeres con CE de este estudio mostr6 un promedio de edad de 55,83
afnos. El 70 % debuté con la enfermedad después de los 50 afios, lo que podria
deberse al lento progreso de la enfermedad hasta alcanzar estadios malignos.
Villafuerte®? refiere que a partir de los 55 afios de edad se produce un segundo pico
en la prevalencia del VPH debido principalmente a los cambios fisiolégicos del cuello
uterino, a las variaciones hormonales que ocurren después de la menopausia y al
debilitamiento del sistema inmune. Estas alteraciones podrian incrementar la
susceptibilidad al virus o activar infecciones latentes.

El tema céncer y raza se aborda en la literatura cientifica desde diferentes
perspectivas, que van desde indagaciones relacionadas a inequidades sociales hasta
andlisis de las diferencias debido a variabilidad genética en la frecuencia de
polimorfismos de susceptibilidad o proteccién.*®65% En Cuba, el color de la piel no ha
sido objeto de analisis en muchas investigaciones respecto al desarrollo de lesiones
en cuello uterino, debido probablemente al alto grado de mestizaje en la poblacion
cubana,® lo que hace que los andlisis de la variable raza tengan naturaleza compleja.
La evaluacion descriptiva del comportamiento demografico de esta variable, con la
pretension de caracterizar la muestra de estudio, realizada en esta investigacion,
permite plantear que la presentacion de los grupos raciales fue similar al
comportamiento de dichos grupos en la poblacién de Villa Clara. Segun datos del
ualtimo censo de poblacion y viviendas en Cuba (2012), el 82,5 % de la poblacién de
Villa Clara es blanca y en el municipio Santa Clara lo es el 79,5 %.%

El lugar de residencia es un aspecto importante en la incidencia de CCU. En la
presente investigacion predomind la zona urbana, debido a que el mayor por ciento
(79 %) de mujeres estudiadas proviene de policlinicos enclavados en la ciudad. En
Cuba la atencion individualizada a la mujer esta concebida dentro del programa de
deteccion precoz de CCU implementado desde 1968. La cobertura del programa,

tanto en la zona urbana como la rural, se sustenta en el pesquisaje de un numero
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creciente de mujeres con el objetivo de disminuir la mortalidad y diagnosticar la
enfermedad desde etapas tempranas. Los esfuerzos del sistema de salud se han
enfocado en la organizacion de los servicios, la infraestructura y preparacion del
personal. No obstante, en opinion de la autora y gracias a esta investigacion se han
obtenido evidencias del pobre conocimiento de la poblacién estudiada acerca de
los factores de riesgo para el desarrollo de CCU. Se constata una alta frecuencia
de factores de riesgo modificables aislados en las mujeres con lesiones de cuello
uterino en todos los estadios, por ejemplo: no uso de preservativos (72,7 %), la
sexualidad precoz (71,7 %), las mdltiples parejas sexuales (60,6 %), las ITS previas
(56,6 %) y la exposicion pasiva al humo de tabaco (45,4 %). Ademas, se presento
una alta frecuencia de asociacion de dos factores de riesgo modificables en las
mujeres con lesiones de cuello uterino en todos los estadios.

Las caracteristicas geograficas, el bajo nivel cultural, los prejuicios sociales, el
desconocimiento de la enfermedad, sobre todo en zonas rurales, no han logrado
concientizar a toda la poblacion sobre la importancia del pesquisaje, lo que conlleva a
diagnosticos tardios. Las tareas de promocion y prevencion del CCU desde la
atencion primaria en la comunidad basados en la identificacion de recursos,
accesibilidad a los programas, disponibilidad del personal de salud e intervencion
educativa sobre los factores de riesgo y cambios de estilo de vida, continian siendo
un reto en el pais.®® No todas las regiones del mundo cuentan con amplia cobertura
de atencion, lo que provoca incidencias elevadas de cancer, como las que se
producen en paises de Latinoamérica como Colombia, Bolivia, Chile y México. Las
barreras de accesibilidad a la atencion médica, debido acondiciones de indole social,
cultural y econémica, impiden la deteccién temprana del CCU.%":%8

En el analisis de las variables clinicas juega un rol esencial el VPH, se considera la
principal ITS pues infecta alrededor del 75 % de las mujeres durante su etapa sexual

activa. A pesar que pocas mujeres enferman, se ha demostrado que el VPH es el
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principal agente etioldgico de las lesiones en cuello uterino. Las LIEBG se presentan
con mayor frecuencia en mujeres jovenes durante sus primeras relaciones sexuales,
gue en su mayoria remiten solas, debido probablemente a que la infeccion es
producida por tipos de VPH-BR.9%1%0

En organismos inmuno-competentes el 60 % de las lesiones que produce el VPH y
las NIC | se resuelven en 24 - 36 meses, solo el 15 % desarrolla lesiones de mayor
grado, en tres o cuatro afos, y de este grupo entre el 30 y 70 % progresan en unos
diez afos hacia el cancer invasor. La infeccion persistente empeora gradualmente la
lesion, permite la integracion del virus y el progreso de la enfermedad a través de un
proceso continuo. El periodo promedio de transito de una displasia leve (NIC I) hasta
el CIS es de alrededor de cinco afos, de una NIC Il de unos tres afios, mientras que
de una NIC Ill es solo de un afio.190-102

Cardenas'®® en su estudio mostr6 evidencias del VPH en el 33,6 % de las biopsias de
cérvix, mientras que el 66,4 % no presento y refirio que en el desarrollo de lesiones
pudo haber influido una amplia gama de factores de riesgo de otra naturaleza,
aislados o en combinacién. En el estudio que se presenta, gracias a la experiencia de
especialistas patologos, el 45,45 % de las biopsias de mujeres con LIEBG sugieren
presencia de VPH por hallazgos de coilocitos, que a pesar de no ser confirmados
podrian resultar virus de bajo riesgo oncogénico y remitir de manera espontanea. No
se dispuso del genotipado del VPH en el 100 % de los casos y los controles, debido a
que las pruebas diagnoésticas del virus aun no estdn contempladas dentro del
programa de deteccion precoz del CCU en Cuba, solo se realizan estudios en
pequefias poblaciones con fines investigativos.

El carcinoma cervical se origina en la unidbn escamo-columnar ya sea en el canal
endocervical o en la porcion cérvico-uterina. La lesion precursora es la NIC o CIS,
gue por un proceso lento puede convertirse en cancer invasor. En cuanto a las

variantes histolégicas el carcinoma escamocelular (epidermoide) comprende
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aproximadamente el 90 % de los canceres cervicales. La mayoria de los carcinomas
escamocelulares aparecen como redes infiltrantes de bandas de células neoplasicas
separadas por estroma, las células malignas pueden subdividirse en dos tipos,
queratinizantes y no queratinizantes. Los tumores pueden ser carcinomas bien
diferenciados, moderadamente diferenciados o mal diferenciados.8-82104

2.4.2 Factores de riesgo con probable asociacion a las lesiones de cuello uterino

El VPH es el agente causal de mas del 90 % de las lesiones en cuello uterino. Sin
embargo, no todas las mujeres que adquieren el virus desarrollan la lesion, lo que
hace pensar que factores ambientales, genéticos, de estilos de vida y
comportamiento sexual, podrian contribuir al desarrollo de lesiones premalignas y
malignas del cérvix.

Uno de los factores de riesgo encontrados en los tres grupos de mujeres de este
estudio, fue la exposicion activa o pasiva al humo de tabaco. En el grupo de LIEBG el
45 % de las mujeres resultaron fumadoras pasivas, mientras que en las LIEAG y CE
al menos el 37 % de las mujeres eran fumadoras pasivas y el 26 % consumian de
forma activa. La exposicion al humo de tabaco y a sus productos de degradacion
(nicotina, cotidina, hidrocarburos aromaticos, nitrosaminas y otros mutagenos) induce
cambios mitéticos en las células cervicales e interfieren en las glandulas productoras
de moco cervical, lo que conlleva a consecuencias nocivas sobre el epitelio, afecta la
vigilancia inmunolégica local y propicia la integracién del VPH. Lo anterior puede
explicar el comportamiento de esta variable como factor de riesgo cuando se
analizaron las mujeres con VPH-AR genotipado respecto a los controles.105106
Medina Cruz’ en su articulo refirié que el moco cervical de fumadoras contiene tres
veces los niveles de 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona respecto a las no
fumadoras, compuesto toxico derivado del tabaco que llega a las células epiteliales
cervicales a través de la sangre. El propio autor refiri6 que en lineas celulares

cervicales con genomas episomales de VPH expuestos al humo de tabaco se
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observé mayor expresion del oncogén E6 y E7, lo que sugiere un papel importante en
la modulacion del VPH para el desarrollo de CCU.

El consumo de alcohol fue un factor que mostré asociacion en este estudio. Aunque
el nimero de consumidoras no fue alto (18 % de las mujeres con LIEBG y 15 % en el
grupo con CE) se observé un incremento de cinco veces el riesgo en las LIEBG vy seis
veces en el grupo de CE. A pesar que el consumo de bebidas alcohdlicas podria
considerarse un factor importante para el desarrollo del cancer cervical, se requieren
otros estudios con una mayor casuistica para corroborar los resultados.

La informacion sobre las consecuencias del alcohol en el desarrollo de lesiones en
cuello uterino es limitada, pero se ha referido que el alcohol puede afectar la
descomposicion de la hormona estrogeno, lo que produce un incremento de sus
niveles en sangre.%” Este aumento constituye un riesgo para los canceres de mama,
ovarios y Utero. Ramachandral'®® en una extensa revision acotd que los estrégenos
podrian activar los oncogenes virales, lo que conlleva a un incremento de la
persistencia del virus y expresion de los genes. De esta forma, el uso de estrogenos
en mujeres con infeccion por VPH persistente podria actuar sinérgicamente, provocar
proliferacion celular descontrolada y promover la transformacién maligna.

La presencia de ITS previas en los tres grupos de lesion estudiados constituye un
factor de riesgo importante. Se observo que el 56 % de las mujeres con LIEBG, el 40
% con LIEAG y el 30 % con CE, tuvo una infeccion vaginal en los ultimos dos afios.
Las mayores frecuencias fueron de Chlamydia, Gardenella y Herpes vaginal,
patdégenos que podrian concomitar con la infeccion por VPH y provocar displasias.
Las ITS pueden ser la causa primaria de inflamacion en las células epiteliales
(cervicitis), lo que propicia la entrada del VPH. La prolongada persistencia del virus
provoca ulceracion del epitelio e incremento de RL, que reduce la inmunidad mediada
por las células del huésped para resolver la infeccion.848% Se ha descrito que las

células epiteliales columnares son objetivos para la infeccion por Chlamydia
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trachomatis y Neisseria gonorrehoeae, mientras que la zona de transformacion es
ideal para la infeccion por VPH, ya que requiere de la replicacion de la célula huésped
y la diferenciacién para su replicacion.0:10°

La deficiencia en el consumo de vitaminas / minerales encontrado en el 86 % de las
mujeres con CE, es un factor que pudiera estar relacionado con el sistema
inmunolégico y con el desbalance oxidativo que provoca el aporte incompleto.
Autores refieren que la suplementacion con vitaminas antioxidantes no impide el
progreso del cancer, no obstante en opiniéon de la autora, incorporar vitaminas y
minerales como los flavonoides, folatos y vitaminas A, C, D y E, podria reforzar el
sistema inmunoldgico y reducir el riesgo de infeccion por VPH.

Estudios previos han demostrado que el consumo de frutas y verduras que contienen
vitamina A y retinol, contribuyen a disminuir la carga viral del VPH vy el progreso a
NIC.° La vitamina C participa en reacciones de hidroxilaciéon donde se involucra el
oxigeno molecular, nitratos, inhibe la carcinogénesis y reduce el dafio en los
cromosomas de las células.''! En contraste, la vitamina E y el licopeno, pueden tener
mayor efecto en la prevencion de la displasia tardia (NIC Il y NIC Ill). Se ha descrito
que las vitaminas A, C, D y E contribuyen en la inhibicién de células tumorales,
estabilizan la proteina p53, previenen el dafio al ADN celular y reducen la
inmunosupresion.t1?

Se ha demostrado que el sobrepeso u obesidad aumenta el riesgo de contraer ciertos
tipos de cancer, asi como que reaparezcan después del tratamiento. El presente
estudio constatdé que el 16 % de las mujeres con LIEAG y el 23 % de las
diagnosticadas con CE eran obesas, cuya condicion se asocio al desarrollo de estas
lesiones y aumento entre cinco y ocho veces el riesgo, respectivamente. El CCU esta
muy relacionado con un alto indice de masa corporal (IMC) y se calcula que alrededor
de un tercio de los casos se debe a esta condicion. Autores han referido que el

exceso de peso aumenta los niveles de las hormonas insulina, factor de crecimiento
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insulinico 1 (Insulin Growth Factor-1, IGF-1) y estrégenos, lo que puede contribuir al
desarrollo del cancer debido a la inflamacion crénica frecuente en personas obesas
gue tienen mas grasa abdominal. Esto podria deberse a que los adipocitos
desregulan el crecimiento celular normal y promueven el crecimiento de células
cancerosas.!t3114

A pesar de no estar ampliamente descrito en la literatura la asociacién entre los
contaminantes ambientales y el CCU, la exposicidn a agentes quimicos toxicos de
forma directa e indirecta podrian conllevar a un riesgo incrementado de
carcinogénesis.'’® El 50 % de las mujeres con CE estudiadas estuvo expuesta a
contaminantes ambientales en zona de residencia, lo que incremento cuatro veces el
riesgo en este tipo de lesién. La manipulacion de pesticidas, alimentos tratados
quimicamente o la polucion ambiental, podrian disminuir la funciébn de enzimas
destoxificadoras, provocar EO y afectar la mucosa cervical. La exposicion por varios
afos puede tener un efecto bioldgico en la progresion de las lesiones pre-neoplasicas
del epitelio cervical e inducir la acumulacion de dafio genético a manera de
aberraciones cromosOmicas y mutaciones, que podrian favorecer la aparicion de
N|C_115—117

La sexualidad precoz y las mdltiples parejas sexuales son factores de riesgo
estrechamente vinculados al desarrollo de lesiones en cérvix.*® Ambos factores de
riesgo se observaron en los tres tipos de lesiones estudiadas, al menos el 65 % de las
mujeres de cada grupo inici6 las relaciones sexuales antes de los 18 afios. Por otra
parte, el 60 % de las mujeres con LIE de bajo y alto grado y el 44 % del grupo de CE
tuvieron cuatro 0 mas parejas sexuales, lo que propicié un incremento entre tres y
cinco veces el riesgo a enfermar. Estos factores también se presentaron en el 66 %
de las mujeres con VPH-AR respecto a mujeres sanas, lo que revela que el
comportamiento sexual de riesgo es la puerta de entrada del virus y en dependencia

de su genotipo, carga y persistencia, se desarrollara la lesion.
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El inicio de las relaciones sexuales en la adolescencia temprana por lo general
conlleva al frecuente cambio de parejas, lo que incrementa las probabilidades de
adquirir una enfermedad ginecoldgica inflamatoria o ITS.88 Durante la pubertad, los
tejidos cérvico-vaginales son susceptibles a agentes cancerigenos ya que la zona de
transformacion esta en su fase proliferativa y se encuentra evertida hacia el exocérvix,
lo que permite la exposicion e integracion del VPH en las células epiteliales. Si la
mujer esta expuesta por tiempo prolongado al semen de mdltiples parejas infectadas
con el virus, el riesgo se incrementa. 106118119

Aunqgue no se cuenta con registros sobre el comportamiento sexual masculino, se ha
demostrado que la actitud promiscua del hombre incrementa el riesgo para que sus
parejas desarrollen CCU.8! ElI hombre con multiples parejas sexuales puede
infectarse con VPH, trasmitir el virus y en ocasiones desarrollar cancer de pene lo que
constituye también riesgo.''® EI comportamiento sexual no solo atafie a la mujer, es
responsabilidad de ambos miembros de la pareja.

El parto temprano es un factor de riesgo observado en los tres grupos estudiados. En
las mujeres con lesiones de bajo y alto grado, se presentd al menos en el 23 %, lo
que triplico el riesgo en estos casos; mientras se observo que el 53 % de las mujeres
con CE tuvieron su primer hijo antes de los 20 afios, lo que incremento diez veces el
riesgo. Este hecho, por lo general, es precedido por el comienzo precoz de las
relaciones sexuales, lo que podria ser otro factor de riesgo para el desarrollo de
lesiones en cuello uterino. Los cambios hormonales, la inmunosupresion que
experimenta la mujer durante el embarazo y los dafios que sufre el endotelio cervical,
pueden facilitar la infeccion por VPH debido a que el epitelio estd en fase de
transicion y es mas vulnerable a los agentes carcinégenos.12%121

La multiparidad se presentd en el 30 % de las mujeres con CE lo que evidencié una
asociacion importante e incremento del riesgo. Los traumas obstétricos (desgarros,

heridas e infecciones del cuello uterino) que pueden ocurrir durante el parto
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transpelviano, influyen en el proceso de reepitelizacion y en ocasiones producen
atipias celulares. Ademas, la prolongada inmunosupresion que cada gestacion
genera en el organismo femenino puede influir en la aparicion de infecciones. La
mayor eversion del cuello y en consecuencia la mayor exposicion de la zona de
transformacion permite la integracién del VPH.120.12

Las enfermedades benignas del cérvix se presentaron en alrededor del 30 % de las
LIE de bajo y alto grado, lo que incremento dos y tres veces el riesgo en cada lesion,
respectivamente. Este factor también fue observado en el 36 % de las mujeres con
VPH-AR lo que triplico el riesgo en este grupo. Los desgarros producidos en los
partos, la cervicitis provocada por ITS y la ectopia observada en la colposcopia,
fueron las alteraciones que predominaron. En opinion de la autora las lesiones que se
producen en el cérvix, por erosiones, desgarros o infecciones vulneran el epitelio
cervical y facilitan la infeccion por VPH. Los resultados concuerdan con autores que
plantean que las mujeres que han sufrido laceraciones en el cuello uterino, partos por
via vaginal o antecedentes de episiotomia en el primer afio después del inicio de la
vida sexual, son mas propensas a desarrollar CCU.122123

No usar preservativos durante las relaciones sexuales es otro factor que contribuye al
desarrollo de lesiones. En este estudio, alrededor del 70 % de las mujeres con LIE de
bajo y alto grado no usé condon, lo que duplico el riesgo de enfermar. El 92 % de las
mujeres con CE tampoco uso preservativo, lo que incrementd nueve veces el riesgo
en este tipo de lesion. Las asociaciones encontradas confirman que no usar
preservativos es un factor esencial para la adquisicion de VPH u otras ITS lo que
influye directamente en las alteraciones epiteliales.'?>123 Skorstengaard!?* ha
planteado tres ventajas fundamentales del uso del conddn: 1) confiere proteccion en
la reduccion de la infeccion y reinfeccion por VPH, que permite al sistema inmunitario
reparar la lesién cervical; 2) evita el efecto inmunosupresor del semen lo que ayuda a

la respuesta inmune celular y, 3) el latex de los condones es un material ajeno al
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cuerpo que puede desencadenar la respuesta inmune celular y contribuir a la
regresion de una lesion.

El consumo de pildoras anticonceptivas por largos periodos ha significado aumento
del riesgo de CCU respecto a mujeres que no lo usan. El presente estudio
constato asociacion de este factor en las mujeres con LIEAG. Esto podria ocurrir
por los niveles de estrégenos y progestinas debido al consumo, que se asocian a
la expresion de algunos genes de VPH, lo que estimula la proliferacion de células
en el cérvix mediante elementos de respuesta hormonal en el genoma viral, y a
mecanismos mediados por receptores. Se ha descrito que consumir pildoras diez
afios 0 mas incrementa hasta cinco veces el riesgo, no obstante se ha planteado
que descontinuar el consumo disminuye el riesgo de enfermar.125-127

Desde el punto de vista genético se ha referido que aquellas personas con
antecedentes familiares de céncer de cualquier localizacion tienen riesgo de
desarrollar cancer, pero si éste se presenta en familiares de primer o segundo grado
de parentesco, el riesgo se incrementa. El hallazgo de antecedentes de CCU en
familiares de primer grado de parentesco en este estudio se presentd en los tres tipos
de lesiones, en el 25,2 % de las mujeres con LIEBG, en el 27,7 % de las LIEAG y en
el 28,8 % en las mujeres con carcinoma, lo que evidencié asociacion en todos los
grupos e incremento de casi tres veces el riesgo. La asociacion puede deberse a la
mayor cantidad de genes que comparten los familiares de primer grado, que podria
traer consigo la herencia de combinaciones de genes que conllevan a un compromiso
de la respuesta inmune del organismo ante la infecciéon por VPH.128

Chuco Arauzo®?® refirié que los antecedentes familiares de CCU por VPH pueden
presentarse con mayor frecuencia en algunas familias. Si su madre o hermana
tuvieron CCU, sus probabilidades de padecer esta enfermedad aumentan de dos a
tres veces en comparacion con las que no tienen esos antecedentes. Esta tendencia

familiar es causada por una condicion hereditaria que hace que algunas mujeres sean
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menos capaces de luchar contra la infeccion por VPH que otras. Por otra parte,
Blanco®* ha descrito también como factor genético, el déficit de alfa 1 antitripsina, el
cual tiene efecto protector sobre el epitelio del cuello uterino; hecho que fue
constatado por Buenfil**! al encontrar polimorfismos de alfa 1 antitripsina en pacientes
en estadios Il y 11l del CCU respecto a controles.

En el andlisis multivariado los factores de riesgo que quedaron incluidos en la
ecuacion de regresion logistica binaria, predicen el posible comportamiento de las
mujeres cuando las variables de riesgo presentes se analizan en conjunto. Esto
evidencia el papel de varios factores de riesgo que actian de manera simultanea, lo
gue constituye un aporte al conocimiento de la relacion entre factores de riesgo
involucrados en el desarrollo de las lesiones premalignas y malignas de cérvix.

El porcentaje de clasificaciobn correcto esperado para considerar una buena
prediccién debe superar al menos el 75 % de los casos.** En este estudio se observé
un buen porcentaje global de clasificacion correcto, que supero el 80 % en cada
grupo de lesién, todas las variables probadas se incluyeron en la ecuacion y varias
resultaron significativas. La sexualidad precoz, las multiples parejas sexuales y las
ITS previas, se introdujeron en la ecuacién y se identificaron como riesgo, lo que
coincide con los resultados significativos obtenidos en el analisis bivariado en las
lesiones de bajo y alto grado. La implicacién de estos factores en el desarrollo del
CCU ha sido referida por varios autores y se ha descrito la correlacion de los mismos
en la adquisicién y persistencia del VPH.*?%123 Todos los factores de riesgo que
resultaron significativos en el analisis multivariado, presentan credibilidad biologica y
consistencia en la literatura, lo que fue descrito en el acapite anterior.
2.4.3Interacciones entre factores de riesgo en lesiones de cuello uterino

Las interacciones entre factores de riesgos en los distintos tipos de lesiones del
presente estudio, refuerzan el hecho de que al confluir dos o mas factores se

incrementa el riesgo de desarrollar lesiones en cérvix.
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En el presente estudio se comprobd interacciones entre el consumo de pildoras
anticonceptivas y la sexualidad precoz, el no uso de preservativos y el parto
temprano, lo que incremento el riesgo de desarrollar neoplasias de leves a severas
hasta llegar al cancer invasor. De igual modo se observé que en las pacientes que no
usaron preservativo y tuvieron relacion sexual precoz o ITS previas, aumento el
riesgo de NIC de bajo y alto grado. Mientras, en las mujeres con CE que no usaron
preservativos y que tuvieron parto temprano o multiparidad, tenian mayor riesgo de
enfermar. Autores como Palma Osorio y Zhang entre otros han encontrado mdltiples
interacciones. 33135
Los desérdenes multifactoriales, tienen como base la interaccion compleja entre
factores genéticos y ambientales, que se explican por el papel de muchos genes y
polimorfismos que pueden proporcionar susceptibilidad y predisposicion al cancer,
bien de forma directa o por la accién de factores ambientales desencadenantes.!34136
En tal sentido se ha planteado que la interaccion entre factores de riesgos genéticos y
ambientales o de los riesgos ambientales entre si, podrian tener diferentes
mecanismos de accion. Al respecto existen hipétesis que plantean la accién de los
factores de riesgo donde cada componente del riesgo actla de manera aditiva sobre
la presencia del fenotipo final; otras refieren que los riesgos multiplican sus efectos
sobre la aparicion del fenotipo final. Asi algunos de los OR conjuntos encontrados en
este estudio sobrepasan los OR individuales por la adiciébn o multiplicacion de sus
OR_84,134—137
2.5 Conclusiones parciales del capitulo
1. Los factores de riesgo identificados en las mujeres estudiadas con lesiones de
cuello uterino resultan coincidentes en una proporcion elevada para los tres tipos
de lesiones.
2. Las mujeres con VPH-AR genotipado sin lesiones diagnosticadas evidencian

factores de riesgo desde estadios tempranos de la enfermedad.
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3. La ecuacion de regresion lineal muestra un buen porcentaje global de clasificacion
correcta en los tres tipos de lesiones, indicativo de la fortaleza de la asociacion de
las variables introducidas con cada tipo de lesion y elevada coincidencia con las
variables significativas del analisis bivariado.

4. El importante nimero de interacciones entre los factores de riesgo ambientales
entre si y de factores ambientales con genéticos en las mujeres con lesiones en
cuello uterino en diferentes estadios, es un elemento a favor del papel de la
potenciacion de los riesgos en el inicio y desarrollo de las lesiones de cuello

uterino.
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CAPITULO 3. INDICADORES BIOQUIMICOS DE ESTRES OXIDATIVO EN
MUJERES CON LESIONES EN CUELLO UTERINO EN DIFERENTES ESTADIOS
El desbalance oxidativo que producen las EROs debido a infecciones, condiciones
ambientales y estilos de vida desfavorables, podrian ser un cofactor importante en la
carcinogénesis cervical.!38
3.1 Objetivos parciales:
1- Determinar indicadores de estrés oxidativo en mujeres con lesiones premalignas
y malignas en cuello uterino respecto a los controles.
2- Comparar indicadores de estrés oxidativo en mujeres con presencia de VPH-AR
respecto a los controles y a mujeres con CE.
3- Analizar el comportamiento de indicadores de estrés oxidativo en mujeres con
distintos factores de riesgo.
3.2 Disefio metodologico para los estudios de indicadores bioquimicos de estrés
oxidativo
3.2.1 Muestra
Se estudiaron 99 mujeres con LIEBG, 54 con LIEAG y 52 con CE, respecto a 60
mujeres controles.
En el estudio de indicadores de EO en mujeres con VPH las muestras a contrastar
fueron: 30 mujeres con VPH-AR genotipados respecto a 60 mujeres controles y 52
mujeres con CE respecto a 30 mujeres con VPH-AR genotipados.
3.2.2 Variables de estudio y su operacionalizacion
Las variables de EO analizadas se exponen en el anexo 12 y comprendieron: las

enzimas SOD y CAT, el GSH, el MDA, los PAOP y las Proteinas Totales.3%144
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Obtencién de muestras bioldgicas
Se realiz6 una extraccion de 5 mL de sangre con jeringuilla desechable esteéril,
mediante venopuncion, que se dispenso en tubo colector con anticoagulante Etilen-
diamino-tetra-acético (EDTA) al 5,6 % y se procedio a la centrifugacion a 3 000 rpm
durante diez minutos. El plasma obtenido se utilizd para los estudios bioquimicos de
EO. Se comprob6 que las muestras quedaran libres de interferentes analiticos
(hemodlisis, lipemia o ictero). La obtencién de la muestra fue realizada por la autora del
estudio lo cual evit6 recogida incompleta, deficiencias en la extraccion, conservacion y
transporte de las mismas.
3.2.4 Métodos para los estudios analiticos de estrés oxidativo
3.2.4.1Procedimientos analiticos
Las determinaciones analiticas se realizaron en el laboratorio de Quimica Sanguinea,

mediante espectrofotdmetro Genesys 10 UV® de la Thermo Electron Corporation

USA, con reactivos provenientes de las firmas Merck KGaA 64271 Damstadt

Germany y HELFA Diagnésticos ® Cuba.

Se tuvo en cuenta el control de calidad requerido para las determinaciones
bioguimicas. Las mediciones se realizaron siempre por duplicado y por el mismo
analista; los resultados obtenidos fueron evaluados por el equipo de investigacion.
Niveles de actividad enzimatica Superoxido dismutasa (SOD)

La actividad SOD se realiz6 mediante el método cinético descrito por Marklund en
1990,%* el cual se basa en la auto-oxidacién del compuesto aromatico Pirogalol o
acido Pirogalico (CsHesO3) en soluciones aerobias catalizada por el Oz". Esta reaccion
da lugar a la purpurogalina, compuesto amarillo marron que absorbe la luz a una
longitud de onda de 420 nm. Este proceso resulta inhibido por la actividad SOD, y el
grado de inhibicién es utilizado para evaluar la actividad de la enzima presente en la

muestra. La actividad de la enzima se calcul6 mediante el empleo de ecuaciones
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matematicas en el programa Excel. Se tuvieron en cuenta las condiciones de la
reaccion y se informé en Unidades de Actividad Enzimatica Especifica (U/mg).

Niveles de actividad enzimatica Catalasa (CAT)

La actividad CAT se realiz6 por el método descrito por Aebi en 1974,4° el cual
consiste en la capacidad de esta oxidorreductasa de descomponer el H202 a agua y
oxigeno. Esta reaccion es de primer orden y la cantidad de H202 como sustrato
descompuesto es directamente proporcional a la concentracion de la enzima. Se
siguié la variacién de absorbancia que tuvo lugar durante la descomposicion del
sustrato a una longitud de onda de 240 nm. La actividad de la enzima se calculd
mediante el programa Excel, que consider6 en las ecuaciones matematicas las
condiciones especificas de la técnica. Se informé en U/mg.

Concentracion de Glutation (GSH)

El GSH se determiné por el método descrito por Sedlak en 1968,'#! que se basa en la
reaccion de la muestra de plasma desproteinizada con el reactivo de Ellman [5,5'-
Dithiobis (2-acido nitrobenzoico) (DTNB)] el cual rindi6 un compuesto coloreado
[acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB)] que absorbié la luz a 412 nm. La concentracion de
GSH se cuantific6 mediante una curva patrén y se calculdé en Excel. Los valores se
expresaron en pM.

Concentracion de Malonildialdehido (MDA)

La determinacion de MDA se realizo a partir del método descrito por Esterbauer en
1990,'*? basado en la reaccion de dos moléculas del reactivo cromogénico N-metil-2-
fenil indol con una molécula de MDA a 45 °C, que conduce a la formacién de un
cromoforo estable con un maximo de absorbancia a 586 nm. La concentracion de
MDA se cuantific6 mediante una curva patron de 1, 1, 3, 3-tetramethoxypropan

[Malonaldehyde bis (dimethyl acetal)]. Los valores se expresaron en uM.
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Concentracion de Productos Avanzados de la Oxidaciéon de Proteinas (PAOP)
La determinacion de PAOP se realizo mediante el método de Witko-Sarsat descrito
en 1998, basado en la susceptibilidad de las proteinas al dafio por RL, lo que da
lugar mediante reacciones de agregacion, entrecruzamiento y fragmentacion a los
PAOP. La concentracion de estos fue expresada como equivalentes de Cloramina T
(patron) en condiciones acidicas a 340 nm en presencia de yoduro de potasio,
siguiéndose la transformacion de los iones yodo a yodo diatobmico que provocan estos
PAOP. Los calculos tuvieron en cuenta la curva patron y los valores se expresaron en
uM/mg de proteinas.
Concentracion de Proteinas totales
La concentracion de proteinas totales se utilizé para el calculo de las actividades
enzimaticas especificas de SOD y CAT y para los niveles de PAOP. La técnica se
realiz6 por el método de Lowry descrito en 1951, basado en la reaccién del reactivo
Folin-Ciocalteau con fenoles, tales como la tirosina en las proteinas. La concentracion
se calculé mediante curva patrén de albumina bovina y el intervalo de referencia fue
de 60 - 80 g/L.
3.2.5 Metodologia para el analisis de indicadores de estrés oxidativo

3.2.5.1 Metodologia para el andlisis de indicadores de estrés oxidativo en lesiones

premalignas y malignas de cuello uterino
Se realizaron comparaciones para evaluar los niveles de actividad enzimatica SOD y
CAT, asi como las concentraciones de GSH, MDA y PAOP entre LIEBG - controles,
LIEAG - controles, CE - controles y entre grupos de casos.

3.2.5.2 Metodologia para el andlisis de los indicadores de estrés oxidativo en
mujeres con VPH

Los indicadores de EO fueron comparados entre el grupo de mujeres con VPH-AR

segun genotipado con el grupo control y con mujeres con CE.
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3.2.5.3 Metodologia para el andlisis de los indicadores de estrés oxidativo en

mujeres con lesiones en cuello uterino y factores de riesgo presente
Se compararon los indicadores de EO en mujeres con distintos grados de lesion en
cuello uterino que presentaban factores de riesgo. Se tuvieron en cuenta factores de
riesgo que resultaron significativos, que tuvieran credibilidad biologica, consistencia
en la literatura y que estuvieran presentes al menos en diez mujeres en cada grupo a
comparar. De acuerdo a los requisitos pre-establecidos se analizaron cuatro factores
de riesgo: consumo de pildoras anticonceptivas, exposicion a tdéxicos ambientales,
exposicion pasiva al humo de tabaco y no consumo de vitaminas / minerales.
Analisis estadistico
El procesamiento estadistico de los datos obtenidos sobre indicadores bioquimicos
de EO, se realiz6 mediante el programa SPSS version 20. Se aplicé el test
Kolmogorov Smirnov para comprobar la normalidad de los datos, como no mostraron
distribucion gaussiana, las comparaciones se realizaron por medio de pruebas no
paramétricas, especificamente el Test U de Mann-Whitney, con un nivel de confianza
del 95y 99 % (p<0,05 y p<0,01). El analisis entre grupos de casos se realizd con el
test de homogeneidad Kruskal Wallis para muestras independientes, con un nivel de
confianza del 95 % (p<0,05). Al comprobar que existia homogeneidad de los datos,
no se realizo el andlisis de contrastes por parejas (Dunn Bonferroni).
3.3 Resultados

3.3.1 Indicadores de estrés oxidativo en casos y controles
Al establecer las comparaciones de los indicadores de EO entre mujeres con LIEBG y
grupo control se constatd disminucion significativa de ambas enzimas antioxidantes

(SOD p= 0,003; CAT p= 0,024) (Tabla 8).
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Tabla 8. Indicadores de estrés oxidativo en mujeres con LIEBG en cuello uterino.

Estudio caso control. Villa Clara. 2018 - 2021.

Variables de Grupos N Minimo  Méximo Percentiles Signif
EO 25 50 (Mediana) 75 (p)
SoD LEBG 9 0011 0131 0022 0,038 0060 .
(Uimg) Contol 60 0023 0087 0041 0,052 0063
CAT LEBG 99 002 1442 0312 0452 0,583
Uimg) Contol 60 0264 0899 0427 0,508 0s62 0%
GSH UEBG 99 3660 6180 24062 30495 37405 o
(M) Contol 60 12410 85620 22650 33559 47687
MDA LUEBG 99 0121 687 0574 0,882 1560 o
(M) Contol 60 0207 1278 0673 0,804 0983
PAOP  LEBG 99 0284 4023 0451 0,871 137 e
(Mmgpo)  Contol 60 0123 2476 0649 0,885 1034

LIEBG: Lesion Intraepitelial de Bajo Grado, SOD: Superdxido dismutasa, CAT: Catalasa, GSH: Glutation reducido, MDA: Malonildialdehido,
PAOP: Productos Avanzados de la Oxidacion de Proteinas.Test U de Mann-Whitney, Significacion: p<0,05 y p<0,01.
Fuente: Resultados de investigacion

La tabla 9 expone los resultados de los indicadores de EO en mujeres con LIEAG y
controles. Se constataron diferencias en los cinco indicadores. El sistema antioxidante
(SOD, CAT y GSH) disminuy6 (p<0,05) en las mujeres enfermas, MDA (p= 0,002) y
PAOP (p= 0,046) aumentaron sus concentraciones respecto al control.

Tabla 9. Indicadores de estrés oxidativo en mujeres con LIEAG en cuello uterino.

Estudio caso control. Villa Clara. 2018 - 2021.

Variables de Grupos N Minimo Maximo Percentiles Signif
EO 25 50 (Mediana) 75 (p)
SOD LIEAG 54 0,012 0,110 0,018 0,034 0,052 0.0001
(Uimg) Control 60 0,023 0,087 0,041 0,052 0,063 '
CAT LIEAG 54 0,044 1,067 0,269 0,366 0,500 0.0001
(Uimg) Control 60 0,264 0,899 0,427 0,508 0,562 '
GSH LIEAG 54 11,120 75,620 22,200 29,110 35,757 0004
(uM) Control 60 12,410 85,620 22,650 33,559 47,687 '
MDA LIEAG 54 0,054 6,041 0,630 1,072 2,364 0002
(uM) Control 60 0,207 1,278 0,673 0,804 0,983 '
PAOP LIEAG 54 0,101 11,959 0,680 1,028 1,616 0.046
(uMimg prot) Control 60 0,123 2,176 0,649 0,885 1,034 ’

LIEAG: Lesion Intraepitelial de Alto Grado, SOD: Superoxido dismutasa, CAT: Catalasa, GSH: Glutation reducido, MDA: Malonildialdehido,
PAOP: Productos Avanzados de la Oxidacién de Proteinas.Test U de Mann-Whitney, Significacion: p<0,05 y p<0,01.
Fuente: Resultados de investigacion
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Al comparar los indicadores de EO en el grupo de mujeres con CE respecto al control
(Tabla 10), se evidencié una disminucion de los niveles de GSH (p= 0,015) y un
aumento también significativo de los niveles de MDA (p= 0,003) y PAOP (p= 0,015).

Tabla 10. Indicadores de estrés oxidativo en mujeres con CE en cuello uterino.

Estudio caso control. Villa Clara. 2018 - 2021.

. Percentiles .
Va"a:g” % Grupos N Minimo  Maxmo — 50 - S'(i')"f
(Mediana)
SOD CE 52 0,004 0,212 0,023 0,042 0,057 0.053
(Uimg) Control 60 0,023 0,087 0,041 0,052 0,063 '
CAT CE 52 0,023 1,984 0,303 0,433 0,675 0119
(Ulmg) Control 60 0,264 0,899 0,427 0,508 0,562 ’
GSH CE 52 9,920 51,870 21,160 29,015 37,810 0015
(uM) Control 60 12,410 85,620 22,650 33,559 47,687 ’
MDA CE 52 0,261 3,060 0,726 0,972 1,429 0.003
(uM) Control 60 0,207 1,278 0,673 0,804 0,983 '
PAOP CE 52 0,538 4,278 0,856 1,236 1,601 0015
(uMimgproty  Control 60 0,123 2,176 0,649 0,885 1,034 ’

CE: Carcinoma epidermoide, SOD: Superéxido dismutasa, CAT: Catalasa, GSH: Glutatién reducido, MDA: Malonildialdehido, PAOP:
Productos Avanzados de la Oxidacion de Proteinas. Test U de Mann-Whitney, Significacion: p<0,05 y p<0,01.
Fuente: Resultados de investigacion

Las comparaciones efectuadas de la distribucion de valores en los indicadores de EO
entre grupos de mujeres con lesiones, se muestran en la tabla 11. Se observo que

existia distribucion homogénea de los datos en las variables analizadas (p>0,05).
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Tabla 11. Comportamiento de la distribucién de los indicadores de estrés oxidativo
entre grupos de mujeres con lesiones en cuello uterino. Estudio caso control. Villa
Clara. 2018 - 2021.

. Mediana - Contrastes
Variables de (Rango Intercuartilico) p* post hoc
EO LIEBG LIEAG CE significativos
N=99 N=54 N=52

SOD 0,038 0,034 0,042 0153

(Umg) (0,022-0,060) (0,018-0,052) (0,023-0,057) ’

CAT 0,452 0,366 0,433 0113

(Uimg) (0,312-0,583) (0,269-0,500) (0,303-0,675) ’

GSH 30,495 29,10 27,155 0437

(M) (24,062-37,405) (22,200-34,757) (20,755-37,200) ’

MDA 0,882 1,072 0,972 0192

(M) (0,574-1,560) (0,630-2,364) (0,726-1,429) ’

PAOP 1,029 1,028 1,236 0.065

(HM/mg prof) (0,751-1,367) (0,680-1,616) (0,856-1,601) ’

LIEBG: Lesion Intraepitelial de Bajo Grado, LIEAG: Lesion Intraepitelial de Alto Grado, CE: Carcinoma epidermoide, SOD: Superoxido
dismutasa, CAT: Catalasa, GSH: Glutation reducido, MDA: Malonildialdehido, PAOP: Productos Avanzados de la Oxidacion de
Proteinas.*significacion de la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para muestras independientes (p<0,05).

Fuente: Resultados de investigacion

3.3.2 Indicadores de estrés oxidativo en mujeres con VPH-AR
El comportamiento de los indicadores de EO en el grupo de mujeres con presencia de
VPH-AR confirmado por genotipado y el grupo de mujeres utilizado como control para
esta investigacion, no mostro diferencias significativas (Tabla 12).
Tabla 12. Indicadores de estrés oxidativo entre casos de mujeres con VPH-AR y

control. Estudio caso control. Villa Clara. 2018 - 2021.

Variablesde  Grupos N Minimo  Maximo Percentiles Signif.
EO 25 50 (Mediana) 75 (p)
SOD VPH-AR 30 0,012 0,116 0,024 0,040 0,062 0088
(Uimg) Control 60 0,023 0,087 0,041 0,052 0,063 ’
CAT VPH-AR 30 0,201 1,442 0,441 0,512 0,602 0590
(Uimg) Control 60 0,264 0,899 0,427 0,508 0,562 '
GSH VPH-AR 30 14,930 45,860 28,180 32,600 40,465 0.469
(M) Control 60 12,410 85,620 22,650 33,559 47,687 '
MDA VPH-AR 30 0,121 2,144 0,485 0,685 0,927 0098
(M) Control 60 0,207 1,278 0,673 0,804 0,983 '
PAOP VPH-AR 30 0,284 1,714 0,756 1,012 1,282 0109
(uM/mg prof) Control 60 0,123 2,176 0,649 0,885 1,034 '

VPH-AR: Virus de Papiloma Humano de Alto Riesgo, SOD: Superoxido dismutasa, CAT: Catalasa, GSH: Glutatiéon reducido, MDA:
Malonildialdehido, PAOP: Productos Avanzados de la Oxidacion de Proteinas.Test U de Mann-Whitney, Significacion: p<0,05 y p<0,01
Fuente: Resultados de investigacion
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La tabla 13 muestra la comparacion de los indicadores de EO entre el grupo de
mujeres con CE y las mujeres con presencia de VPH-AR confirmado por genotipado
(N= 30). Se observé un aumento significativo de las concentraciones de MDA (p=
0,002) y PAOP (p=0,015) en las mujeres con CE, respecto a las mujeres VPH-AR sin
lesién diagnosticada.

Tabla 13. Indicadores de estrés oxidativo entre casos con CE y VPH-AR positivo por

genotipado. Estudio caso control. Villa Clara. 2018 - 2021.

Percentiles

Va"a: (I; s de Grupos No Minimo  Maximo > 50 75 SI?p';If'
(Mediana)

SOD CE 52 0,004 0,212 0,023 0,042 0,057 0654
(Ulmg) VPH-AR 30 0,012 0,116 0,024 0,040 0,062 '

CAT CE 52 0,023 1,984 0,303 0,433 0,675 0122
(Ulmg) VPH-AR 30 0,201 1,442 0,441 0,512 0,602 '

GSH CE 52 9,920 51,870 21,160 29,015 37,810 0068
(M) VPH-AR 30 14,930 45,860 28,180 32,600 40,465 '

MDA CE 52 0,261 3,060 0,726 0,972 1,429 0002
(M) VPH-AR 30 0,121 2,144 0,485 0,685 0,927 '

PAOP CE 52 0,538 4,278 0,856 1,236 1,601 0015
(uMimg prot) VPH-AR 30 0,284 1,714 0,756 1,012 1,282 '

CE: Carcinoma epidermoide, VPH-AR: Virus de Papiloma Humano de Alto Riesgo, SOD: Superdxido dismutasa, CAT: Catalasa, GSH:
Glutation reducido, MDA: Malonildialdehido, PAOP: Productos Avanzados de la Oxidacién de Proteinas, VPH-AR: Virus de Papiloma Humano
de Alto Riesgo. Test U de Mann-Whitney, Significacion: p<0,05 y p<0,01

Fuente: Resultados de investigacion

3.3.3 Indicadores de estrés oxidativo en mujeres con factores de riesgo

Los resultados de las comparaciones de indicadores de EO en mujeres con diferentes
tipos de lesién en cérvix y presencia de factores de riesgo respecto a mujeres
controles sin exposicidn, se exponen en los anexos del 13 al 15.

El anexo 13 muestra los indicadores de EO en mujeres con LIEBG y factores de
riesgo, respecto a mujeres controles sin exposicion. En cuanto al consumo de
pildoras anticonceptivas se observo disminucion de los niveles de la enzima SOD (p=
0,042) en los casos. Las mujeres con lesion expuestas a tdéxicos ambientales en zona
de residencia mostraron disminucién de la enzima SOD (p= 0,018) y aumento en las

concentraciones de MDA (p= 0,007) y PAOP (p= 0,029). El no consumo de
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suplementos vitaminicos/minerales arrojé en las mujeres con LIEBG disminucién de
la actividad de SOD (p= 0,004). Los indicadores de EO en las mujeres afectadas con
exposicion pasiva al humo de tabaco, no mostraron diferencias.
El analisis de los indicadores de EO en mujeres con LIEAG con factores de riesgo
ambientales respecto al grupo control sin la exposicion se expone en el anexo 14. Las
mujeres que consumieron pildoras anticonceptivas y se consideraron fumadoras
pasivas, mostraron disminucion del sistema antioxidante enzimatico (SOD, CAT y
GSH). La exposicion a toxicos ambientales en zona de residencia en las mujeres
enfermas revel6 disminucion en los niveles de CAT y aumento de las concentraciones
de PAOP. Los casos que no consumieron vitaminas / minerales mostraron
disminucion (p<0,01) de las enzimas SOD y CAT e incremento en los niveles de MDA
(p=0,005).
La comparacion de los indicadores de EO segun factores de riesgo presentes en las
mujeres con CE respecto a controles no expuestos, se expone en anexo 15. Se
observd en las mujeres enfermas que usaron pildoras anticonceptivas una
disminucion de GSH (p= 0,006) y un incremento en las concentraciones de PAOP (p=
0,007) respecto al control. Los casos que estuvieron expuestos a toxicos ambientales
mostraron un aumento de MDA (p= 0,012) y PAOP (p<0,01). En las mujeres
enfermas con exposicion pasiva al humo de tabaco el GSH disminuy6 (p= 0,025) y se
observo un aumento con alta significacion (p<0,01) de los niveles de MDA y PAOP.
En las mujeres con CE que no consumieron vitaminas / minerales se constatd
incremento de las concentraciones de PAOP.
3.4 Discusion

3.4.1 Indicadores de estrés oxidativo en casos y controles
El presente estudio constatd que desde estadios pre-invasivos se producen
afectaciones del sistema de defensa antioxidante, lo que infiere la ocurrencia de

cambios celulares y generacion de ER que dafian el tejido cervical. La infeccion que
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producen los genotipos de VPH-AR oncogénico, la persistencia e integracion del virus
al genoma del huésped, la incompetencia del sistema inmunoldgico para enfrentar la
infeccion y la presencia de factores ambientales, podrian influir en el desequilibrio
oxidativo y dafiar estructuras importantes como lipidos, proteinas y ADN.145146

En las mujeres con LIE de bajo y alto grado estudiadas se observé disminucion de la
actividad antioxidante de las enzimas SOD y CAT, que podria deberse al agotamiento
de las enzimas durante la accion defensiva contra el potencial dafio que producen las
EROs. La funcion primordial de la SOD es la dismutacion del radical O27; anion
altamente toxico y activo que aunque tiene capacidad de difusion limitada a canales
especificos se considera la principal ERO que reacciona con un mayor nimero de
moléculas para formar otras especies secundarias.>’:%9

Los niveles decrecientes de la enzima CAT en estadios pre-invasivos de la
enfermedad podrian deberse entre otros factores a la disminucion de formacién de
H202 (sustrato de la enzima CAT) producto a una menor actividad enzimatica SOD.
De esta forma se afecta su funcion catalitica basada en la transformacion del H202 a
H20 y oxigeno molecular. El H202es una especie quimica intermediaria relacionada
con los RL que resulta de la reduccidon o metabolismo de estos. Entre sus
actividades directas se encuentran la liberacion de hierro, inactivacion de enzimas,
asi como la oxidacion del ADN, lipidos y grupos sulfhidrilos (-SH). Es capaz de
difundir rApidamente y resulta un candidato ideal para la sefializacion intracelular. La
disminucion de la actividad de CAT, también propicia que el H202 pueda reaccionar
con metales como el Fe?* y Cu?*, lo que favorece la reaccién de Fenton donde se
genera el OH-. Este radical es considerado el mas reactivo de todos y provoca dafios
considerables a diferentes biomoléculas.5"6°

En el grupo de CE podria suponerse disminucién de las enzimas antioxidantes SOD y
CAT debido a su consumo durante la carcinogénesis. Sin embargo, a pesar que la

actividad de estas enzimas fue menor que en los controles, las diferencias no
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resultaron significativas. La carcinogénesis es un proceso complejo donde ocurren
multiples eventos bioquimicos en todas sus etapas, por lo que el estadio de la
enfermedad puede ser un aspecto importante. El estudio en el grupo de mujeres que
integran este tipo de lesion se realizd recién diagnosticada la enfermedad, lo que
pudiera explicar que aun las enzimas antioxidantes no presentan disminucion por la
incipiente aparicion del tumor.

Varios autores refieren adaptacion de las células al ambiente tumoral,}46148 lo que
podria suceder en las mujeres con CE de este estudio. Cuando existe un incremento
en la produccion de EROs se produce una regulacion positiva de enzimas
antioxidantes, lo que constituye un comportamiento paraddjico en el CCU y en otros
tipos de tumores malignos. Mientras que la induccion de un medio oxidante puede
promover la progresion del tumor, el propio sistema antioxidante permite que las
células se adapten a las condiciones del microambiente tumoral. Respecto a esto, se
reporta que la enzima CAT juega un rol importante en la respuesta adaptativa celular
en la adquisicion de tolerancia al EO, lo que ha sido descrito en las terapias anti
neoplasicas.145146

La disminucién del GSH en las LIEAG y el CE podria deberse a su funcién como
cofactor de las enzimas GPx y GST durante las reacciones de destoxificacion del
H202 y otros compuestos electrofilicos. EIl GSH desempefia un papel esencial en la
defensa contra los RL, peréxidos y una amplia variedad de xenobiéticos y
carcinégenos. Entre sus multiples funciones esta la restitucion de otros antioxidantes
como las vitaminas E y C a su estado reducido luego de ser oxidadas durante la
eliminacion de EROs. Posee una actividad antioxidante intracelular en la proteccion a
lipidos de la membrana, por lo que se ha descrito que las células carentes de este tiol
generalmente sufren dafio oxidativo asociado a peroxidacion lipidica y degeneracion
mitocondrial.14%1%0 Los niveles elevados de MDA observados en los mismos grupos

de lesiones donde el GSH disminuy6, podrian constatar la alteracion redox.
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La afectacion del sistema antioxidante enzimatico se ha observado en estudios
realizados en atipias, neoplasias y cancer cervical. Se plantea que esta afectacion
podria deberse a la escasez de elementos trazas tales como el Zn, el Cu, el Fe y el
Mn, considerados importantes cofactores enzimaticos; a la generacion de especies
reactivas (ER) derivadas del NO:- relacionadas con las células inflamatorias que
acttan sobre la division de las células epiteliales vecinas, que producen mutaciones
somaticas cruciales en los genes que causan cancer y a ER implicadas en la
permeabilidad vascular.147:149.150

La interaccion entre EROs vy lipidos produce peroxidacién; proceso que disminuye la
fluidez y afecta la permeabilidad de las membranas celulares, lo que podria causar
degeneracion de los tejidos y contribuir a la carcinogénesis cervical. Los perdxidos
lipidicos formados en sitios primarios pueden ser transferidos a través de la
circulacion, lo que provoca dafios a otros tejidos y la propagacion del proceso de
peroxidacion lipidica. EI MDA plasmatico es un marcador de dafio oxidativo a lipidos
gue se forma principalmente por la descomposicion de los peréxidos provenientes de
los &cidos grasos poliinsaturados. Se considera un producto altamente toxico que
promueve el tumor e induce carcinogénesis. El incremento de sus niveles en las
LIEAG y CE indica que las altas concentraciones de peréxidos y el aumento del EO
durante la carcinogénesis cervical podrian ocurrir desde estadios pre-invasivos.149-15
El EO en LIEAG y CE basado en la oxidacion de proteinas desregula la homeostasis
celular y deriva en carcinogénesis. El ataque a los grupos funcionales de las
proteinas provoca oxidacion de aminoacidos y modificacién de su estructura por
fragmentacion o plegamiento anormal. El dafio generado trae como consecuencia
afectacion de la funcion de proteinas, dafio a los tejidos, disfuncion celular, respuesta
inflamatoria y apoptosis.#”14° La oxidacion de proteinas se debe principalmente al
ataque directo de OH: y en menor medida al H202. Las proteinas oxidadas no son

reparadas y deben ser eliminadas a través de mecanismos proteoliticos. Su
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acumulacion en las células conduce a disfunciones que pueden potenciar el trastorno
homeostatico, lo que se considera un sello distintivo del cancer.147:152
En el sistema de defensa antioxidante también juegan un rol importante los genes
supresores de tumores que codifican proteinas que limitan el crecimiento tumoral. La
proteina p53 participa en el control del ciclo celular y a pesar de que activa la
expresion de genes antioxidantes como GPx y la SOD2 en respuesta al EO, se ha
revelado su papel pro-oxidante en el incremento de EROs celulares debido a la
elevada transcripcion de genes pro-apoptoticos.

3.4.2 Indicadores de estrés oxidativo en mujeres con VPH-AR
Los indicadores de EO analizados en mujeres con presencia de VPH-AR no
mostraron diferencias respecto al control. El analisis se realizé en mujeres en estadios
pre-invasivos de la enfermedad, sin lesion diagnosticada, lo que pudiera sugerir que
el VPH no ha producido aun atipia celular, por lo que el proceso inflamatorio que
desencadena la infeccion no ha propiciado EO sistémico. No todas las mujeres con
infeccion por VPH-AR desarrollan malignidad, lo que esta dado por el genotipo y la
carga viral. Se conoce que los VPH tipos16 y 18 son los que provocan un por ciento
elevado de cancer de cérvix. Las mujeres con VPH-AR genotipado estudiadas no
presentaron los tipos 16 o 18, lo cual pudiera explicar la ausencia de signos clinicos
en la citologia o colposcopia y de igual forma ausencia de desbalance oxidativo como
se confirmé en este estudio.
En el andlisis de los indicadores de EO en el grupo de mujeres con CE se observo
niveles incrementados de MDA y PAOP respecto a las mujeres con VPH-AR lo que
corrobora el dafio oxidativo que se produce en lipidos y proteinas en estadios
avanzados de la enfermedad. El fendbmeno de peroxidacion lipidica y la oxidacion de
proteinas producen una pérdida de la funcion de ambas biomoléculas, que propicia

un estado mantenido de trasformacion celular y estimula la carcinogénesis. 59152
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3.4.3 Indicadores de estrés oxidativo en mujeres con lesiones en cuello uterino y

factores de riesgo asociados
Existen factores de riesgo ambientales que contribuyen en la produccion de RL y
dafian de forma progresiva estructuras de la membrana celular. Las mujeres que
consumieron pildoras anticonceptivas mostraron afectacion del sistema de defensa
antioxidante. La disminucion de la actividad de las enzimas SOD en las LIE de bajo y
alto grado, de CAT en las LIEAG y las concentraciones de GSH en LIEAG y CE,
podria afectar la neutralizacibn de EROs producidas por las sustancias quimicas
derivadas del farmaco. De igual forma, los niveles elevados de PAOP en el grupo de
CE suponen desequilibrio oxidativo debido a sustancias oxidantes que en este caso
pueden afectar la funcion de proteinas. Los anticonceptivos orales se consideran
entre los medicamentos mas prescritos durante la etapa sexual activa de la mujer
pero no protegen de las ITS, hecho que propicia la adquisicién del VPH y la formacién
de EROs debido al proceso inflamatorio producido en la mucosa cervical 153154
La alteracion redox observada en las mujeres que consumen pildoras anticonceptivas
podria deberse a que al aumentar los niveles de estrogenos la actividad de la enzima
NADPH oxidasa se puede afectar y en consecuencia disminuir la produccién de Oz~
gue es el sustrato de la enzima SOD. La afectacion de la actividad de SOD conlleva a
una disminucion del H20O2 que podria disminuir la actividad de CAT debido a la baja
disponibilidad de su sustrato (H202). La disminucion del GSH podria deberse a su
consumo por la enzima GPx que también utiliza como sustrato el H20x.
La exposicion a toxicos ambientales en lugar de residencia se presentd en el 27 % de
las mujeres con LIEBG, en el 35 % de las LIEAG y en el 44 % de las mujeres con CE
respecto al 20 % en el grupo control y constatd disminucion de la enzima CAT en las
LIEAG y aumento de MDA en las LIEBG y el CE. Se ha planteado que la inhalacion o
manejo de sustancias téxicas incrementa la produccién de EROs con el consecuente

dafo a tejidos de 6rganos dianas, al ADN y a moléculas lipidicas lo que desencadena
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una respuesta pro-inflamatoria. La habilidad del organismo para responder se basa
en sus defensas antioxidantes, antiinflamatorias y de estrés celular que va
emparejado a la susceptibilidad individual.'>1%8 La participaciéon activa de la célula
frente a una exposicion xenobidtica se inicia por lo general a partir de la reduccion de
cationes metdalicos como el hierro férrico (Fe®*) a hierro ferroso. Para ello la célula
utiliza reductores como el ascorbato o NADPH oxidorreductasa, los cuales generan
O2" que se dismuta rapido a H202 ya sea espontaneamente o por la SOD. La
interaccion de Fe?* (reaccion de fenton) u Oz~ (reaccién de Haber-Weiss) y el H202
produce OH-, uno de los oxidantes mas reactivos que se conocen.

La exposicibn a componentes del humo de tabaco se observé en las mujeres con
LIEAG las cuales presentaron disminucion de las enzimas SOD y CAT, mientras que
los niveles de GSH decrecieron en el grupo de CE respecto al control. El efecto
cancerigeno del humo de tabaco estimula los mecanismos radicalicos llamados
periféricos, es decir, la oxidacion de lipidos de membranas como son los acidos
grasos insaturados y el colesterol. Esto desencadena un proceso inflamatorio, libera
NO, produce grandes cantidades de superoxidos y de enzimas como la
mieloperoxidasa y enzimas proteoliticas como la elastasa. En los carcinomas de
células escamosas se ha descrito que los componentes del humo de tabaco inducen
tumorigénesis, que primariamente forman aductos de ADN y transversiones de G - T
principalmente en los genes supresores de tumor como p53. El NO y el complejo
quinona - hidroquinona en fumadores, no solo provoca dafio oxidativo al ADN con
incremento de los niveles de 8-hydroxy-20-deoxyguanosine (8-OHdAG) vy
peroxidacion lipidica, si no que propicia una presion selectiva de la célula capaz de
desregular el sistema antioxidante,133:149,155,159

La deficiencia en la suplementacién con vitaminas / minerales observada en las
mujeres estudiadas, aunque no fue comprobada por andlisis cuantitativos, se asocio

al desarrollo de lesiones en cuello uterino y al desequilibrio redox. La disminucion de
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la actividad de SOD en las mujeres con LIE de bajo y alto grado, de la enzima CAT
en mujeres con LIEAG y el aumento de las concentraciones de MDA y PAOP en los
casos con LEAG y CE respectivamente constatan este hecho. El sistema de defensa
exdgeno esta conformado en su mayoria por las vitaminas que se adquieren por la
dieta (vitaminas A, C, E y los carotenoides) de manera que deficiencias en su ingesta
podria incrementar los dafios que producen los RL al ADN y debilitar el sistema
inmune en la respuesta a la infeccion por VPH. La influencia de los nutrientes sobre el

CCU aln no esta clara, pero se ha demostrado que su disminucion contribuye al

desequilibrio oxidativo y a la carcinogénesis.110:149.160

3.5 Conclusiones parciales

1. La distribucién homogénea de los indicadores de estrés oxidativo entre los distintos
grupos de lesiones en cuello uterino indica que en todas ellas existe desbalance
oxidativo.

2. Los indicadores de EO en mujeres con VPH-AR sin lesion no muestran diferencias
respecto al control. Mientras que en el grupo de mujeres con CE se evidencia dafio
oxidativo a lipidos y proteinas respecto a las mujeres con VPH-AR.

3. Los indicadores de EO en mujeres con lesiones de cuello uterino y factores de
riesgo presentes evidencian diferencias significativas respecto a las mujeres

controles sin la exposicion.
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CAPITULO 4. POLIMORFISMOS GENETICOS GSTT1 Y GSTM1 EN MUJERES

CON LESIONES EN CUELLO UTERINO DE DIFERENTES ESTADIOS

La presencia de polimorfismos genéticos en enfermedades de determinacion

compleja como es el cancer originado por virus, podria explicar la susceptibilidad

individual para desarrollar la enfermedad.

4.1 Objetivos parciales:

1- Determinar la asociacion genética entre los polimorfismos GSTT1 y GSTM1 vy los
distintos tipos de lesiones en cuello uterino.

2- Establecer interacciones gen - gen y gen - ambiente entre los polimorfismos de las
isoformas GSTT1 y GSTM1 en las lesiones premalignas y malignas de cuello
uterino.

4.2 Disefio metodologico
4.2.1 Muestra para el andlisis de polimorfismos de la enzima glutation S-
transferasa (GST)

El estudio de los polimorfismos en los genes GSTT1 y GSTM1 se realiz6 en el 52,83
% de la muestra. No fue posible realizarlo en el 100 % de los casos y los controles
por baja disponibilidad de reactivos, lo que constituyd una limitacion de la
investigacion. Se conté con el ADN del total de muestras (N= 265) pero al tener una
cuota definida posible de realizar para el estudio de polimorfismos, las muestras se
seleccionaron a ciegas y al azar por parte del analista, lo que evitd sesgos de
seleccion.

Para la comprobacion del equilibrio de Hardy Weinberg en los polimorfismos de GST

se empleé la muestra de 41 controles, a los que se les determinaron los dos

polimorfismos de la enzima GST.
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Para el estudio de asociacion genética de los polimorfismos GSTT1 y GSTM1 la
muestra total fue 140: 35 / 99 mujeres con LIEBG (35,35 %), 32 / 54 con LIEAG
(59,25 %), 32 /52 con CE (61,53 %) y 41 / 60 mujeres controles (68,33 %).
La muestra del estudio de interaccion gen - gen entre ambos loci de las isoformas de
GST, asi como interacciobn gen - ambiente estuvo conformada por los casos y
controles con estudio molecular realizado.

4.2.2 Variables de estudio y su operacionalizacion
Las variables para los estudios moleculares se exponen en el anexo 16 e incluyeron:
GSTT1y GSTM1.1068

4.2.3 Métodos para el estudio de polimorfismos GSTs

4.2.3.1 Obtencion de la muestra para el estudio de polimorfismos GSTs
A partir del paquete globular obtenido luego de la centrifugacion de la muestra de
sangre extraida al total de mujeres participantes se realizo el aislamiento de ADN.
4.2.3.2 Procedimiento para aislamiento de ADN

La extraccion de ADN en la muestra de sangre se llevé a cabo por el método de
precipitacién por sales (salting out), descrito por Welsh y Bunce en 1999.1%2 La
reaccion se basa en la precipitacion de las proteinas contaminantes con cloroformo y
etanol las cuales sufren desnaturalizacion y son mantenidas en una fase organica o
en la interfase entre las fases organica y acuosa, en tanto los &cidos nucleicos
permanecen en la fase acuosa. Al afiadir una mezcla de cloroformo / alcohol
isoamilico los solutos o residuos de extraccion que aun persisten precipitan en forma
de anillo en la interfase, mientras que a los &cidos nucleicos obtenidos de la fase
acuosa se le aflade etanol absoluto para precipitar el ADN (medusa). Este proceso de
extraccion asegura una cantidad y calidad adecuada de ADN para estudios de
biologia molecular.
Para comprobar la concentracion y pureza del ADN obtenido se procedié a medir por

espectrofotometria la absorbancia de la muestra a 260 nm y 280 nm. La
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concentracion se midié a 280 nm, mientras que la pureza se determiné al aplicar la
proporcién 260 nm / 280 nm. Se consideré un buen nivel de pureza si los niveles
estuvieron en un rango de 1,5y 2,0.163

4.2.3.3 Procedimiento para el genotipaje de los polimorfismos GSTT1 y GSTM1
La determinacion de los polimorfismos GSTT1 y GSTM1 se realizé a partir de
muestras de ADN aisladas, para lo cual se us6 el método de PCR muiltiple,
especificamente una técnica Oligonucleétido Alelo Especifica (ASO, del inglés Alelo

Specific Oligonucleotide). Los iniciadores o cebadores (primers, en inglés) utilizados,

fueron sintetizados en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia y enviados al
centro de investigacion liofilizados, los que fueron reconstituidos con agua libre de
DNAasa previo al montaje de la técnica.

- Para el polimorfismo GSTML1 se utilizaron los primers: Forward: 5- ATC TTC TCC

TCT TCT GTC TC -3’, Reverse: 5- TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA -3..
-Para el polimorfismo GSTT1 se utilizaron los primers: Forward: 5’-TTC CTT ACT GGT

CCT CAC ATC TC-3, Reverse: 5’-TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA-3.

- Como control interno positivo se utilizd B globin, con los primers: Forward: 5-CAA

CTT CAT CCA CGT TCA CC-3', Reverse: 5-GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3'
Los cebadores usados para la amplificacion fueron descritos por Beray Kiran.64

Se utilizaron reactivos de la firma Fisher BioReagents® para la mezcla de

amplificacion, la cual tuvo un volumen final de 25 pL, que incluyé buffer PCR 1x (50
mM KCI, 10 mM Tris HCI, pH 8,8), 2,5 mM MgClz, 200 uM dNTPs, 1 uM de cada
primer, 2,5 U de Tag polymerase (Cat#FB-6000-60) y 25 ng/uL de ADN.

Se utilizé para la PCR el Termociclador Multigene Mini_Labnet, que requirid

condiciones de desnaturalizacion de cinco minutos a 94 °C y 35 ciclos como sigue: un
minuto a 94 °C (desnaturalizacién), un minuto a 58 °C (uniéndose), un minuto a 72 °C

(elongacién) y finalmente diez minutos a 72 °C (elongacion final).
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Los genotipos se determinaron por migracion de los productos en gel de agarosa al 2
%, con adicién de bromuro de etidio. La corrida se realizd en camara de electroforesis

horizontal (GiscoBRL Life Technologies compact L/XL biometra) con buffer 0,5X TBE,

a 170 voltios y corriente constante durante una hora.

Los productos amplificados: GSTM1 (219 pb), GSTT1 (459 pb) y B globin (286 pb), se
visualizaron en Transluminador UV Digi-Doc y se compararon con marcadores de
diferente peso molecular de 100 pb (ladder, en inglés). La evidencia documental fue
tomada con camara digital acoplada al transluminador (Anexo 17).

Los resultados electroforéticos de los polimorfismos fueron corroborados por tres
investigadores, lo que minimizé sesgos de interpretacion.

4.2.4 Metodologia para el estudio de polimorfismos GSTs en estudio caso control
En el contexto de esta investigacion, los genotipos estan identificados como GSTT1
nulo (-/-), GSTT1 presente (+/+ 0 +/-); GSTM1 nulo (-/-), GSTM1 presente (+/+ 0 +/-) y
ambos genotipos nulos (GSTT1 -/- & GSTM1 -/-).

El analisis estadistico para el estudio de asociacién genética se realizé mediante los
programas SPSS version 20 y EPI-INFO version 7. Se tuvieron en cuenta niveles de
significacion del 95 y 99 %.
4.2.4.1 Comprobacion del equilibrio de Hardy Weinberg
Se utilizé el método para sistemas genéticos con relaciones de dominancia completa,
para lo cual se determiné la frecuencia del alelo recesivo (alelo nulo) como la raiz
cuadrada de su frecuencia fenotipica.
Dada la existencia de dominancia los genotipos no pudieron ser identificados
directamente de los fenotipos, por lo que para calcularlos se partio del supuesto de
equilibrio génico poblacional, lo que permitid encontrar las frecuencias alélicas.
- Frecuencia del alelo GST presente (p): proporcion en que aparece el alelo GST
respecto al total de alelos de ese locus. Se calculd mediante la expresion
matematica p + g= 1; donde p= 1-g.
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- Frecuencia del alelo GST nulo (qg): proporcion en que aparece el alelo nulo respecto
al total de alelos de ese locus en la muestra estudiada. Se calculd mediante la
expresion g= V frecuencia fenotipo nulo (V: raiz cuadrada).

Una vez obtenidas las frecuencias alélicas se encontraron las frecuencias genotipicas

mediante un sistema de ecuaciones derivada del binomio (p + g)°= 1, donde p=

frecuencia de alelo GST presente y g= frecuencia de alelo nulo, se calcul6 la
frecuencia para genotipo +/+ = p?, para genotipo heterocigoto +/- = 2pq y para

genotipo -/- = ¢?. El total de alelos en la muestra es N x 2.

Para comparar las frecuencias alélicas calculadas entre la muestra control y la de

estudio se utilizé la prueba de hipotesis de proporciones muestrales, mediante el

programa estadistico InfoStat.
4.2.4.2 Metodologia para el estudio de la frecuencia fenotipica y genotipica de los
polimorfismos GSTT1 y GSTM1 en las lesiones de cuello uterino

Las frecuencias fenotipicas observadas en los controles y casos con distintos tipos de

lesiones en cérvix se obtuvieron directamente a partir de su presentacion en la

muestra, al igual que la frecuencia del genotipo homocigoto recesivo (-/-).

Para el calculo de las frecuencias de los genotipos homocigotos dominante (+/+) y

heterocigoto (+/-), se parti6 del supuesto de existencia de equilibrio poblacional

verificado a través de la muestra control, y se obtuvieron a partir del célculo de la
frecuencia del alelo nulo.

Las frecuencias del alelo T nulo (q) empleadas para el célculo de la frecuencias

genotipicas fueron: para la muestra control g= 0,60, para LIEBG g= 0,63, para LIEAG

g= 0,53y para el CE g=0,73.

Las frecuencias del alelo M nulo (q) empleadas para el calculo de la frecuencias

genotipicas fueron: para la muestra control g= 0,44, para LIEBG g= 0,50, para LIEAG

g= 0,50y para el CE g= 0,66.
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Se calcularon también las frecuencias fenotipicas de las posibles combinaciones de
los polimorfismos GSTT1 y GSTML1 y se aplico el test de proporciones muestrales.
4.2.4.3 Metodologia para el estudio de asociacién de los polimorfismos GSTT1 y
GSTM1 del sistema GST
Se realizaron tres estudios de asociacion caso - control por separado en mujeres con
LIEBG, LIEAG y CE respecto al control. Se construyeron tablas de contingencia 2 x 2
y se procedi6 a calcular las diferencias mediante prueba de ji cuadrado. Ademas, se
calculé el OR e IC al 95 %. Se probaron dos modelos de asociacion diferentes
(recesivo y aditivo).165166
En el modelo recesivo se evalud si la presencia del genotipo dado por el alelo T nulo
en doble dosis (homocigoto T- / T-) era mas frecuente entre los casos con una lesion
particular que entre los controles respecto a todos los demas genotipos (T+/T-y T+/
T+). El mismo procedimiento se siguié para el analisis del alelo M (homocigoto M-/ M-
vs M+ / M-y M+ / M+).
El modelo aditivo o test de alelo evalu6 en cada polimorfismo si la presencia del alelo
T- o M- entre los casos era mayor que la presencia del alelo T- o M- entre los
controles, respecto a la presencia del alelo T+ o M+. Para dichos andlisis una vez
comprobado equilibrio poblacional se utilizé6 el método tradicional para el calculo de
frecuencias alélicas en genes recesivos.
4.2.4.4 Metodologia para los estudios de interaccion gen-gen entre ambos loci de
las isoformas de GST
Se analizé la interaccion entre ambas isoformas de GST como resultado de la
presencia conjunta de los genotipos GSTT1 y GSTM1 nulos, para evaluar
repercusion del efecto conjunto de los dos genes en la aparicion de las lesiones

premalignas y malignas de cuello uterino. Se realizé mediante un estudio bivariado.
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4.2.4.5 Metodologia para estudios de interaccion gen - ambiente en ambos

polimorfismos
Se realizé un estudio de interaccion gen - ambiente que considerd los genotipos
derivados del estudio molecular de los dos polimorfismos y aquellos factores
ambientales que mostraron diferencias significativas en el estudio multivariado.
En el componente genoma se consideraron ocho genotipos, segun visualizacion
electroforética 0 no (dos para GSTT1, dos de GSTM1 y cuatro para ambos
polimorfismos). Los analisis se hicieron para las interacciones ambientales con los
genotipos nulos (GSTT1 nulo, GSTM1 nulo y ambos nulos). En el componente
ambiental se analizaron 12 variables y se tuvo en cuenta el valor observado de cada
factor de riesgo en cada grupo de casos y controles, la credibilidad bioldgica, su
consistencia en la literatura y que estuviera presente en ambos grupos.
Se considero de interés, si el OR de la interaccién genoma (g) - ambiente (a) (ORga)
observada fue mayor que la esperada en el modelo aditivo o multiplicativo. El ORga
esperado bajo el modelo aditivo resulté de la adicion de ambos OR por separado, y
bajo el modelo multiplicativo resulté de la multiplicacion de ambos OR.
4.3 Resultados
Estudio del equilibrio génico de Hardy-Weinberg para los polimorfismos GSTT1 y
GSTM1
Las frecuencias alélicas encontradas en el grupo control al suponer equilibrio de
Hardy-Weinberg, fueron para el alelo T nulo= 0,60 y para el alelo M nulo= 0,44. Las
frecuencias genotipicas esperadas y observadas no difirieron para el polimorfismo
GSTT1 (p= 0,983) ni para el polimorfismo GSTM1 (p= 0,975), lo que corrobor6 la
existencia de equilibrio génico en la poblacién de estudio y posibilitd realizar los

andlisis de asociacion (Tabla 14).
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Tabla 14. Andlisis de equilibrio génico de Hardy-Weinberg para los polimorfismos

GSTT1y GSTML1 en los controles.

Frecuencias Frecuencias
Genotipos Genotipicas Genotipicas @E
Observadas Esperadas P
GSTT1 No (%)
GSTT1 +/+ _ 6,40 (15,61) 0,0250
GSTT1+/- 26=(6)/20 19,59 (47,78) 0,0086
GSTT1+- 15 14,99 (36,56) 0,00010066
Total 41 0,9998 X2=0,0336 p=0,983
GSTM1
GSTM1+/+ _ 12,77 (31,16) 0,0041
GSTM1+/- 33=(13)20 20,22 (49,32) 0,0023
GSTM1-/- 8 7,995 (19,50) 0,00010031
Total 41 0,9998 X2=0,0064 p=0,975

Significacién: p<0,05.
Fuente: Resultados de investigacion.

4.3.1 Frecuencias genotipicas de los polimorfismos GSTT1 y GSTM1
Las frecuencias genotipicas de los polimorfismos GSTT1 y GSTM1 en cada tipo de
lesion y los controles se exponen en la tabla 15.
En el grupo control la frecuencia del genotipo GSTT1 nulo fue de 0,365 (36,58 %) y
del genotipo GSTML1 nulo de 0,195 (19,51 %). En las mujeres con lesiones en cuello
uterino se observo que las mayores frecuencias de los polimorfismos nulos (delecion
homocigotica) se presentaron en el CE, para el GSTT1 (-/-) fue de 0,531 (53,12 %) y
para GSTM1 (-/-) fue de 0,437 (43,75 %).
El analisis de proporciones constaté diferencias del genotipo GSTM1 nulo en mujeres
con CE respecto al control, el genotipo GSTT1 nulo no mostré diferencias. Las
frecuencias genotipicas en las LIE de bajo y alto grado no mostraron diferencias en
ninguno de los polimorfismos.
En el anexo 18 se presentan las combinaciones genotipicas de ambos polimorfirmos

y se comprobd que la mayor frecuencia (43,75 %) de ambos genotipos nulos
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(GSTT1-/- & GSTM1-/-) se present6 en el grupo de CE. El andlisis de proporciones
evidenci6 diferencias significativas (p= 0,039) de esta combinacién en el grupo de CE.
Tabla 15. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos GSTT1 y GSTM1. Estudio

caso control. Villa Clara. 2018 - 2021.

Frecuencia . Frecuencia p
Genes . Genotipos . Lesion vs
Fenotipica genotipica Control

Control (N=41)

15 (36,58) Nulo -/- 0,365
GSTT1 Presente +/+ 0,146

26 (6341) Presente +/- 0,487

8(19,51) Nulo -/- 0,195
GSTM1 Presente +/+ 0,317

33 (8048) Presente +/- 0,487
LIEBG (N=35)

14 (40,00) Nulo -/- 0,400 0815
GSTT1 Presente +/+ 0,142 1,000

21(60,00) Presente +/- 0,457 0,821

9(25,71) Nulo -/- 0,257 0,587
GSTM1 Presente +/+ 0,257 0,619

26 (74.28) Presente +/- 0,485 1,000
LIEAG (N= 32)

9(28,12) Nulo -/- 0,281 0,540
GSTT1 Presente +/+ 0,218 0,465

23(71.81) Presente +/- 0,500 1,000

8(25,00) Nulo -/- 0,250 0,776
GSTM1 Presente +/+ 0,250 0,607

24(75,00) Presente +/- 0,500 1,000
CE (N=32)

17 (53,12) Nulo -/- 0,531 0,234
GSTT1 Presente +/+ 0,062 0,292

15 (46,87 ' ’

5 (46.87) Presente +/- 0,406 0,635

14 (43,75) Nulo -/- 0,437 0,039
GSTM1 Presente +/+ 0,125 0,092

18(56,25) Presente +/- 0,437 0,813

LIEBG: Lesion Intraepitelial de Bajo Grado, LIEAG: Lesion Intraepitelial de Alto Grado, CE: Carcinoma
epidermoide, p= Prueba de hipdtesis (InfoStat) p<0,05
Fuente: Resultados de investigacion
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4.3.2 Asociacion genética de los polimorfismos GSTT1 y GSTM1 a las lesiones de
cuello uterino

Los estudios de asociacion genética se muestran en las tablas 16 a la 18. Se
presentan los resultados en cada tipo de lesion para los modelos recesivo y aditivo.
En las mujeres con LIEBG no se encontraron asociaciones de interés en ninguno de
los dos polimorfismos, para los modelos probados (tabla 16).

Tabla 16. Asociacion de los polimorfismos GSTT1 nulo y GSTM1 nulo en mujeres

con LIEBG y control. Estudio caso control. Villa Clara. 2018- 2021.

o LIEBG (%) Control (%) X2 0
Modelo de asociacion N= 35 N= 41 Valor 5 OR (IC al 95 %)

Modelo Recesivo
Genotipos

GSTT1-- 14 (40,0) 15(36,6) 0,093 0,760 1,156 (0,457 —2,923)

GSTT1+/+ 0 +- 21(60,0) 26 (63,4)

GSTM1 -/- 9(25,7) 8(19,5)

GSTM14+ 0 41- 26(743) 33 (80.5) 0,418 0,518 1,428 (0,484 —4,214)
Modelo Aditivo N=70 N= 82
Alelos

Tnulo 44 (62,85) 50 (60,97)

T presente 26(37.15) 32(39,03) 0,056 0,812 1,083 (0,561 —2,089)

Mnulo 35 (50,00) 36 (43,91)

Mpresente 35 (50,00) 46 (56,09) 0,564 0,452 1,277 (0,673 - 2,423)

LIEBG: Lesién Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado. Significacion: p<0,05
Fuente: Resultados de investigacion

La tabla 17 muestra el analisis de asociacion en las mujeres con LIEAG. Para el alelo
M, los OR superan la unidad, sin alcanzar significacion estadistica en ambos modelos

probados.
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Tabla 17. Asociacion de los polimorfismos GSTT1 nulo y GSTM1 nulo en mujeres

con LIEAG y control. Estudio caso control. Villa Clara. 2018 - 2021.

L LIEAG (%) Control (%) X2 0
Modelo de asociacion N= 32 N= 41 Valor 5 OR (IC al 95 %)

Modelo Recesivo
Genotipos

GSTT1-- 9(28,1) 15(36,6)

GSTT14/ 0 4- 23(719) 26 (634) 0,583 0,445 0,678 (0,250 - 1,842)

GSTM1-/- 8(25,0) 8(19,5)

GSTMA +1+ 0 +- 24(750) 33 (80.5) 0,316 0,574 1,375 (0,452 - 4,181)
Modelo Aditivo N=64 N=82
Alelos

Tnulo 34 (53,13) 50 (60,97) ~

T presente 30 (46.87) 32(39.03) 1,298 0,254 0,681 (0,351 -1,319)

M nulo 32 (50,00) 36 (43,91)

Mpresente 32 (50,00) 46 (56,09) 0,537 0,463 1,277 (0,663 — 2,462)

LIEBG: Lesién Intraepitelial Escamosa de Alto Grado. Significacion: p<0,05
Fuente: Resultados de investigacion

Los resultados de los analisis de asociacion genética en el CE aparecen en la tabla
18. Se observa en el modelo recesivo que el alelo M aparece significativamente
asociado a los casos, con OR= 3,208 (IC 95 % 1,132 - 9,089) y p= 0,025. Del mismo
modo para el modelo aditivo, resultaron significativamente asociados a los casos con
CE, tanto el alelo T nulo como el M nulo (p= 0,045 y p= 0,002, respectivamente).

Tabla 18. Asociacion de los polimorfismos GSTT1 nulo y GSTM1 nulo en mujeres

con CE y control. Villa Clara. 2018 - 2021.

L CE (%) Control (%) X2 .

Modelo de asociacion N= 32 N= 41 Valor OR (IC al 95 %)
Modelo Recesivo
Genotipos

GSTT1-- 17 (53,1) 15(36,5)

GSTT1/+ o /- 15(46.8) 26(812) 1,997 0,158 1,964 (0,766 — 5,035)

GSTM1-/- 14 (43,8) 8(19,5)

GSTMI41- 0 4- 18 (56.2) 33(805) 5,015 0,025 3,208 (1,132 -9,089)
Modelo Aditivo N=64 N=82
Alelos

Tnulo 47 (73,44) 50 (60,97)

T presente 17 (26.56) 32(39,03) 4,007 0,045 2,090 (1,086 —4,333)

M nulo 42 (65,63) 36 (43,91)

Mpresente 2(3437) 46 (56,09) 8,959 0,002 2,811 (1,416 -5,578)

CE: Carcinoma epidermoide. Significacion: p<0,05. Fuente: Resultados de investigacion
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4.3.3 Interaccion gen - gen para la presencia de doble nulo (GSTT1-/- & GSTM1-/-)
En la tabla 19 se observo en los tres grupos de lesiones analizadas, que la presencia
de alelos nulos para ambos polimorfismos superd la frecuencia observada en las
mujeres controles, con OR superiores a la unidad. Para la situacion especifica del CE
estas diferencias alcanzaron significacion OR= 3,208 (IC 95 %: 1,132 - 9,089) (p=
0,025).

Tabla 19. Interaccion de ambos genotipos nulos en mujeres con lesiones en cuello

uterino. Estudio caso control. Villa Clara. 2018 - 2021.

i 2
Genotipo GST.T1 y GSTM1 Grupos X— OR (IC a1 95%)
en conjunto Valor p
LIEBG (%) Control (%)
Si 9(25,7) 8(19,5)
No 26(743) 33 (80.5) 0418 0518  1,428(0,484-4,214)
Subtotal 35 41
Interaccién LIEAG (%) Control (%)
gen-gen ,\i‘) 2%1((2755’03) 383((189(555)) 0316 0574  1,375(0,452-4,181)
TT1-- TM1-/- ’ ’
GSTTl-& GSTMH Subtotal 32 41
CE (%) Control (%)
Si 14 (43,8) 8(19,5)
No 18 (56.3) 33 (80.5) 5015 0,025  3,208(1,132-9,089)
Subtotal 32 41

LIEBG: Lesién Intraepitelial de Bajo Grado, LIEAG: Lesién Intraepitelial de Alto Grado, CE: Carcinoma epidermoide
Fuente: Resultados de investigacion

4.3.4 Interaccion gen - ambiente entre los polimorfismos GSTT1-/-, GSTM1-/- y
factores de riesgo significativos
Los anexos del 19 al 21 muestran los riesgos observados al presentarse de forma
conjunta en los grupos de casos con lesiones, diferentes factores de riesgo y
presencia de polimorfismos GSTT1 nulo, GSTM1 nulo, y ambos polimorfismos nulos.
Pudo evaluarse ademas si el riesgo observado de los factores conjuntos superé al
riesgo que supone cada factor individual por el modelo aditivo o multiplicativo.
Los resultados de las interacciones en las mujeres con LIEBG se exponen en el

anexo 19. En este tipo de lesion no se encontraron posibles asociaciones en relacion
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a la presencia de polimorfismos GSTs y factores de riesgo, pero se observo que en
las mujeres con exposicion pasiva al humo de tabaco y presencia del genotipo
GSTT1 nulo se potenciaron los riesgos debido a la interaccién conjunta de ambos
factores de riesgo (modelo aditivo). De igual forma, el riesgo observado en las
mujeres expuestas de forma pasiva al humo de tabaco con presencia de GSTM1 nulo
y ambos alelos nulos fue superior a los riesgos esperados, tanto para el modelo
aditivo como multiplicativo.

El anexo 20 muestra las interacciones gen - ambiente en mujeres con LIEAG. No se
observaron interacciones significativas entre los polimorfismos GSTs estudiados y
factores de riesgo. Sin embargo, se observo potenciacidn de los riesgos bajo el
modelo multiplicativo en mujeres con presencia de GSTT1 nulo y enfermedad
benigna previa del cérvix.

Las interacciones gen - ambiente en las mujeres con CE se presentan en el anexo
21. Cuando se asocian en una misma mujer con este tipo de lesion, presencia del
alelo GSTT1 nulo, GSTM1 nulo y ambos polimorfismos nulos, y las variables
ambientales: exposicion pasiva al humo de tabaco, no consumo de vitaminas /
minerales y no uso de preservativos, se producen interacciones significativas
(p<0,05). De igual modo, las mujeres con genotipo GSTT1 nulo que tuvieron parto
temprano mostraron interacciones significativas.

En las mujeres con CE, consideradas fumadoras pasivas y en aquellas que no
consumieron vitaminas / minerales, el riesgo observado de los factores conjuntos
superd el riesgo esperado si los OR de cada factor se adicionaran.

4.4 Discusion

La comprobacion del equilibrio de Hardy-Weinberg asume que las frecuencias
genotipicas de un locus genético pueden expresarse en términos de frecuencias
alélicas siempre y cuando la poblacién cumpla ciertas condiciones.'®’ El presente

estudio comprobd que no existen diferencias significativas entre las frecuencias
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genotipicas esperadas con las observadas, en ninguno de los dos polimorfismos
objeto de andlisis, lo que constaté equilibrio poblacional y posibilitd estudios de
asociacion.

4.4.1 Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos GSTT1 y GSTM1
En Cuba no existen evidencias cientificas sobre estudios de polimorfismos de la
enzima GST. La presente investigacion aporta los primeros resultados del analisis de
las isoformas GSTT1 y GSTML1 en lesiones premalignas y malignas en cuello uterino.
En las Ultimas décadas se han realizado multiples estudios caso - control y meta-
andlisis en distintas poblaciones para conocer la asociacion de los polimorfismos
nulos con el riesgo de lesiones en cuello uterino. Aunque han sido relacionados
indistintamente uno u otro polimorfismo (GSTT1 nulo y GSTM1 nulo), varios meta-
andlisis han evidenciado el riesgo que representa el genotipo GSTM1 nulo para el
desarrollo de CCU y en menor medida el genotipo GSTT1 nulo.168-170
En el presente estudio la frecuencia alélica de GSTT1 nulo en el grupo control fue de
0,60, lo cual super6 las frecuencias reportadas en poblacion asiatica (Korea: 0,50,
Japon: 0,49), africana (Namibia: 0,46, Somalia: 0,44) y brasilefia (0,26). El alelo
GSTML1 nulo se presentd en los controles con una frecuencia de 0,44, similar a lo
reportado en poblacion africana (Etiopia: 0,43) y pakistani (0,45), mientras que en
Brasil fue de 0,39.1"* Las frecuencias genotipicas de GSTT1 nulo en los casos del
presente estudio se observaron entre el 28 y 53 % y en el control fue de 36 %. En el
genotipo GSTM1 nulo las frecuencias de los casos oscilaron entre el 25y 43 % y en
el grupo control fue de 19,5 %. El genotipo GSTM1 nulo en el grupo de mujeres con
CE respecto al control mostr6 aumento significativo (p= 0,039), lo que pudo
proporcionar una susceptibilidad incrementada en estas mujeres para desarrollar
cancer de cervix.
Investigaciones realizadas en Brasil mostraron frecuencias de los genotipos GSTT1

nulo y GSTM1 nulos menores en los casos con CCU que en los controles (casos:
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GSTT1 nulo 22,2 % y GSTM1 nulo 48,5 % y controles: GSTTL1 nulo 45 % y GSTM1
56 %).1968 En la India encontraron para el genotipo GSTT1 nulo una frecuencia de
26,86 % y para GSTML1 nulo de 36,29 %.'! Mientras que, en Lituania se declaré que
solo el 6,9 % de las mujeres con CCU tuvo delecion de GSTT1, en cambio el
genotipo GSTM1 nulo estuvo presente en el 44,1 %.5” Un estudio realizado por
Garte'’? en una amplia muestra de individuos controles refiri6 que en poblacién
caucésica la frecuencia del genotipo GSTT1 nulo fue de 19,7 % (13 - 26 %) y en
asiaticos de 47 % (35 - 52 %); mientras que el genotipo GSTM1 nulo presenté una
prevalencia en caucdsicos de 53,1 % (42 - 60 %), en asiaticos de 52,9 % (42 - 54 %)y
en africanos de 26,7 % (16 - 36 %).
Las frecuencias de ambos polimorfismos en distintas poblaciones son divergentes, lo
que podria deberse a la variabilidad de las frecuencias alélicas.'! Estas variaciones
podrian ocurrir por la distribucion de los genes de destoxificacion en la poblacion,
influenciada por patrones geograficos especificos; a las diferencias étnicas basada en
la mezcla que se presenta en las distintas poblaciones, a cambios adaptativos que se
producen en la poblacion debido a condiciones ambientales (industrializacion,
alimentos quimicamente procesados, agentes quimicos para la higiene) que conduce
a mutaciones deletéreas, o como factor contribuyente el nimero limitado de muestras
que son posibles determinar.1067.171

4.4.2 Asociacion de polimorfismos GSTT1 y GSTM1 en mujeres con lesiones en

cuello uterino
Multiples estudios han centrado su atencion en la relacion entre los polimorfismos de
GSTT1 y GSTML1 nulos en diferentes tipos de cancer, tales como pulmén, prostata,
rifion, ovario y cabeza y cuello. Sin embargo, en las ultimas décadas se han
investigado ambos polimorfismos en el CCU y en mujeres con VPH-AR debido al
importante rol de los genes que metabolizan xenobiéticos. La infeccion por VPH y la

exposicion a carcindgenos derivados de hidrocarbonos aromaticos policiclicos
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proporcionan ER enddgenas y exdgenas, que deben ser eliminadas para minimizar
los dafios al tejido cervical y la transformacion celular.164173

Las proteinas GSTs participan en la biotransformacion y destoxificacion de ER
mediante la conjugacion del GSH con componentes electrofilicos que incluyen
xenobidticos y carcinégenos ambientales para hacerlos méas solubles y facilitar su
excrecion. Las isoformas GSTT1 y GSTM1 son altamente polimérficas y conducen
a una amplia variedad en la expresion y niveles de actividad enzimatica. La
deleciébn homocigoética en genes de una u otra isoforma se ha asociado a la pérdida
total de la actividad de la enzima de la respectiva proteina, lo que incrementa la
vulnerabilidad citogenética y la susceptibilidad individual a padecer cancer.10.68.6°

Las mutaciones en los genes GSTs descritos son heredadas por la linea germinal,
son polimorfismos constitutivos  posiblemente  funcionales que confieren
susceptibilidad para enfermar. Los individuos con estos polimorfismos pueden ser
menos eficaces para eliminar mutaciones somaticas, reparar dafios en el ADN o
evitar aberraciones cromosomicas que se produzcan bien por el propio efecto de
GST mutado en células somaticas, por mutaciones debidas a otros genes o por
factores ambientales. Las frecuencias de genes mutados en individuos, familias o
poblacion pueden conferir predisposicion o desventaja a padecer la enfermedad.
Esto puede explicar la alta variabilidad individual y en consecuencia las frecuencias
genéticas divergentes entre poblaciones.”3

El primer estudio que exploré la asociacion entre los polimorfismos GSTT1 y GSTM1
con el riesgo de neoplasia cervical fue publicado por Warwick (1994),174 quien
encontro diferencias significativas de sus frecuencias en casos y controles. A partir
de estos hallazgos se han realizado mudltiples investigaciones para evaluar la
asociacion de la delecién homocigética de ambas isoformas en neoplasia cervical en
diversas etnias. No obstante, la inconsistencia de los resultados en los diferentes

estudios restringe la generalizacion de tal asociacion. 69164175
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En el presente estudio se constatd que el 43,75 % de las mujeres con CE presento
genotipo GSTM1 nulo respecto al grupo control (19,51 %), lo que resulté en
asociacion significativa para el modelo recesivo y el aditivo. La presencia de este
genotipo triplico el riesgo en este grupo de casos lo que podria conferir una alta
susceptibilidad en estas mujeres a la infeccion por VPH-AR, a los dafios que provoca
la exposicidn a componentes mutagénicos o0 a la presencia de polimorfismos en otros
genes que metabolizan xenobidticos. En las LIE de bajo y alto grado ninguno de los
dos polimorfismos estudiados mostrd asociacion.

En un meta-analisis que incluy6 varios estudios, 23 de ellos se realizaron sobre el
genotipo GSTM1 y 19 para GSTT1, se asoci6 de forma significativa el genotipo
GSTT1 nulo (OR= 1,49 e IC al 95 % 1,02 - 2,19) a la NIC y al CCU de tipo
desconocido pero no a otros tipo de lesiones de cuello uterino ni en subgrupos
analizados segun etnias. El genotipo GSTM1 nulo también se asocio
significativamente con la NIC (OR= 1,40 e IC al 95 % 1,19 - 1,65) al ser comparado
con el genotipo GSTM1 presente. Cuando analizaron los tipos de lesiones por
separado encontraron riesgo elevado del genotipo GSTML1 nulo en el grupo de CCU
de tipo desconocido y en el grupo mixto de neoplasias de cérvix (OR= 1,98 e IC al 95
% 1,46 - 2,68) pero no en tipos de lesiones especificas,'’® lo que concuerda con los
hallazgos de esta investigacion. Wang (2011)'"7 en un meta-analisis comprobd que el
genotipo GSTM1 nulo fue asociado con un incremento del riesgo de CCU (OR= 1,32
e lICal 95 % 1,06 - 1,66), mientras que el genotipo GSTT1 nulo no resulté asociado.
Otro meta-analisis que incluyé 30 estudios (27 articulos sobre GSTM1 y 22 sobre
GSTT1) arroj6 que el genotipo GSTM1 nulo incrementd el riesgo de lesiones
cervicales (OR= 1,45, p<0,001) especificamente en mujeres con VPH positivo y
poblacion China e India, mientras que GSTT1 nulo incremento el riesgo para LIEAG

y CCU.178
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Un estudio realizado en mujeres de Burkina Faso y Mali con LIEAG y CCU
encontraron riesgos elevados (OR= 9 y 15, respectivamente) para el genotipo
GSTM1 nulo.r”® La asociacion encontrada en el presente estudio, entre el genotipo
GSTML1 nulo con el CCU concordd con estudios previos realizados en China (OR=
2,34), India (OR= 2,02), Pakistdn (OR= 5,52), Serbia (OR= 1,73) y Kazakhstan (OR=
6,5), pero no en otros paises. También fue hallada asociacidbn en mujeres con
infeccion por VPH (OR= 2,59). Mientras que, el genotipo GSTT1 nulo solo fue
asociado en estudios realizados en Kazakhstan (OR= 3,99) y Brasil (OR= 4,58).18°
4.4.3 Interaccion gen - gen

La interaccién entre genes podria utilizarse como un biomarcador genético para
identificar individuos con mayor riesgo o elevada susceptibilidad a determinadas
enfermedades. En el andlisis de interaccidbn gen - gen se encontré la mayor
frecuencia de genotipos doble nulo (GSTT1-/- & GSTM1-/-) en el grupo de CE
(43,75 %), que resulté significativo respecto al control e incrementé el riesgo para
el desarrollo del cancer (OR= 3,208). La presencia conjunta de ambos genes
podria conferir una mayor susceptibilidad a la infeccion por VPH, al desarrollo de
mutaciones debido a procesos intrinsecos o a la accion de carcinbgenos
ambientales.

La asociacién de ambos genotipos nulos (GSTT1-/- & GSTM1-/-) con el desarrollo
de CCU fue descrita por Gao (2011)'¢ en un meta-andlisis, el cual constat6 que
la interaccién dual fue significativa e incrementé el riesgo de neoplasia cervical
(OR= 1,72 e IC al 95 % 1,18 - 2,51). Wang (2011)"” en otro meta-analisis
comprobd que la interaccion de ambos genotipos fue significativamente asociada
al riesgo de padecer CCU (OR= 1,77 e IC al 95 % 1,14 - 2,75). Chunmei (2017)18°
también mediante un meta-andlisis evidencido asociacién significativa de la
interacciéon conjunta de los dos polimorfismos en mujeres con CCU (OR= 1,62 e

IC al 95 % 1,14 - 2,29). Datkhile'8! encontr6 asociacion significativa de ambos
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genotipos nulos que incremento el riesgo de CCU (OR= 2,27 e IC al 95 % 1,25 -
4,09) e incluso reportd un riesgo mayor (OR= 3,04 y p= 0,005) cuando se produjo
una triple combinacion (GSTT1-/- & GSTM1-/- & genotipos GSTP1). Los
resultados confirman que la participacibn combinada de dos o mas genes
incrementa el riesgo en comparacion a la aparicion de un genotipo individual.
4.4.4 Interaccion gen - ambiente
Las interacciones significativas entre los genotipos GSTs nulos (GSTT1, GSTM1
nulos y ambos genotipos nulos) y factores de riesgo se encontraron solo en el grupo
de mujeres con CE. En las LIE de bajo y alto grado, aunque no se observaron
interacciones significativas, se evidencié potenciacion de los riesgos al contrastar los
OR observados por la presencia de factores conjuntos con los OR esperados bajo
los modelos aditivos y multiplicativos. Esto corrobora que en enfermedades
multifactoriales de determinacion compleja, como es el CCU, la interaccion entre el
componente genético y ambiental juega un rol esencial.181:182
Las mujeres con CE expuestas de forma pasiva al humo de tabaco y con presencia
de genotipos GSTT1, GSTM1 nulos y ambos alelos nulos, mostraron interacciones
significativas. La pérdida de la capacidad de la enzima GST para la destoxificacion
de los carcinégenos derivados del tabaco afecta el tejido del cérvix, disminuye la
cantidad de moco cervical y la funcién de las células de Langerhans. El OR elevado
bajo el modelo aditivo, produjo potenciacion del riesgo en este tipo de lesion.183-185
Otras interacciones que resultaron significativas en las mujeres con CE fueron la
presencia de los dos genotipos nulo y la interaccién de doble nulo con el parto
temprano, el no uso de preservativos y el no consumo de vitaminas / minerales,
factores de riesgo relacionados a la infeccion del VPH y a la carencia de
antioxidantes de origen exdgeno, necesarios para la proteccion contra las EROs
generadas en el proceso de carcinogénesis. La presencia conjunta de estos factores

podria incrementar la vulnerabilidad del epitelio cervical 182185187
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En la interaccion entre los genotipos GSTs nulos y doble nulo con la exposicion
pasiva al humo de tabaco o con el no consumo de vitaminas / minerales, se observo
potenciacion de los riesgos cuando se adicionan ambos factores en mujeres con CE.
Por otra parte, en las mujeres con LIE de alto y bajo grado los riesgos se potenciaron
bajo el modelo multiplicativo en la interaccion entre el genotipo GSTM1 y las
enfermedades benignas del cérvix previas. La interaccion podria deberse a que las
mutaciones en los genes de destoxificacion, incrementan la susceptibilidad a la
infeccion del VPH y en consecuencia al desarrollo de lesiones de cuello uterino.188-1%0
4.5 Conclusiones parciales

1. Se evidencia en el CE posible asociacién genética del alelo GSTM1 nulo en el
modelo recesivo y en el modelo aditivo tanto para el alelo T como M. La interaccion
de los genotipos dobles nulos muestra posible asociacién en mujeres con CE.

2. Las interacciones gen - ambiente significativas entre los genotipos GSTs nulos y
factores ambientales especificos en el grupo de mujeres con CE evidencia un
efecto de potenciacion de los riesgos cuando estos aparecen de manera conjunta.
En las LIE de bajo y alto grado, aunque no se observaron interacciones
significativas, se constatd potenciacion de los riesgos al contrastar los OR
observados, por la presencia de factores conjuntos, con los esperados bajo
modelos aditivos y multiplicativos.

3. La presencia de alelos nulos para ambos polimorfismos y determinados factores
ambientales evidencié incremento de los riesgos observados que supera los
esperados para la presencia conjunta de los mismos, que supuso adicion o

multiplicacion de sus efectos, en todos los tipos de lesiones en cérvix evaluadas.
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CONCLUSIONES

1- La identificacion de factores de riesgo asociados a lesiones premalignas y
malignas de cuello uterino y a la presencia de VPH-AR genotipados indica que los
estilos de vida, habitos toxicos y conducta sexual desfavorable, son factores
ambientales consistentes con la aparicion y desarrollo de estas lesiones.

2- La determinacion de indicadores bioquimicos de estrés oxidativo en mujeres con
distintos tipos de lesiones de cuello uterino constata afectacion del sistema
antioxidante enddgeno, y dafio oxidativo a lipidos y proteinas, en estadios
superiores de la enfermedad.

3- Los analisis de indicadores de estrés oxidativo en mujeres con lesiones
intraepiteliales en cuello uterino, que considera la infeccion confirmada con VPH-
AR genotipado sin evidencias clinicas de lesion, no constatan desequilibrio
oxidativo. El desbalance redox si pudo evidenciarse en mujeres con factores de
riesgo presentes.

4- La probable asociacion genética del alelo GSTM1 nulo en los modelos recesivos y
aditivos tanto para el alelo T y M en el grupo de mujeres con CE, sugiere

incremento de la susceptibilidad individual para el desarrollo de lesiones en cérvix.

5- La interaccion gen - gen y gen - ambiente entre los polimorfismos de las isoformas
GSTT1 y GSTM1 con variables ambientales en mujeres con lesiones premalignas
y malignas de cuello uterino, evidencia potenciacion de los riesgos de progresion

de las lesiones de cuello uterino a estadios superiores.
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RECOMENDACIONES

1- Realizar un estudio prospectivo con las mujeres de este estudio que resultaron con
genotipo nulo para GSTT1, GSTM1 o doble nulo, a fin de conocer la evolucion de
su lesion a cinco y diez afios de su diagndéstico, de manera que pueda someterse a
nueva evaluacion la influencia de este polimorfismo sobre la carcinogénesis.

2- Estudiar las mujeres con VPH-AR genotipado sin lesién aparente, en el momento
de este estudio, para conocer la evolucién clinica y el comportamiento del estadio
de la lesion y otras variables de interés.

3- Realizar estudios moleculares de este polimorfismo nulo de GST en otros tipos de
cancer, como pueden ser cancer de pulmén, gastrico o colorectal, en cuya
patogenia se han descrito influencias relacionadas con la destoxificacion de
xenobiotas y otros mecanismos relacionados con la funcion del gen.

4- Hacer extensivo y generalizar los resultados de esta investigacién al resto de las
provincias del pais, principalmente las variables de riesgo detectadas, para ser
incluidas en la elaboracién de una estrategia encaminada a la promocion y

prevencion del CCU.
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ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento Informado

El Virus del Papiloma Humano (VPH) se considera una de las principales causas de
infeccion por transmision sexual en nuestra poblacion, por lo que se estudiaran
mujeres con lesiones en cuello uterino, que acudan a las consulta de Ginecologia de
la APS, Hospital Gineco-Obstétrico «Mariana Grajales» y multidisciplinaria del
Hospital Provincial Clinico Quirargico «Celestino Hernandez Robau». El objetivo del
estudio es asociar factores de riesgo con la aparicion de lesiones provocadas por el
virus, asi como la determinacion de indicadores bioquimicos de estrés oxidativo. Las
muestras tomadas seran procesadas en los Laboratorios de Quimica Sanguinea y
Multipropésito de la UNIB-UCM. Los resultados de los examenes seran manejados
por el equipo de investigacibn segun las normas éticas y bajo estricta
confidencialidad, para ser reportados individualmente a las pacientes involucradas.
Por este medio hago constar que se me ha explicado por parte del Dr(a):

el objetivo y funciones de la investigacion y manifiesto mi

disposicion para brindar la informacion requerida sobre mi salud, asi mismo expreso
mi voluntariedad para que se me tome una muestra de sangre para el estudio de
parametros sanguineos. Hago constar que se me ha expresado que dichos datos son
de caracter confidencial y que solo seran empleados con fines meédicos y para
beneficio de la comunidad y de los enfermos, incluyendo conocer los resultados de
los mismos y recibir atencion médica si alguno de ellos fuese alterado.

Nombre y Firma de la paciente: Fecha
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Anexo 2. Consentimiento informado para muestras de ADN

Por este medio expreso mi consentimiento para que a partir de la muestra de sangre
donada voluntariamente por mi, se conserve mi ADN a fin de poder realizar estudios
genéticos relacionados con lesiones en cuello uterino, asi como hago constar que
deseo_ no deseo ___ser informada de los resultados de dicho estudio y expreso
gue es mi decision que los mismos le sean entregados a

Expreso que he sido informada que no recibiré ningun beneficio econémico por esta
decision, que tengo derecho a atencién médica y que puedo retirarme del estudio o
solicitar desechar la muestra cuando yo lo considere conveniente.

Nombre y Firma del paciente: Fecha

Nombre y Firma del profesional que informé: Fecha:
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Anexo 3. Validacioén del cuestionario. Estudio caso control. Villa Clara. 2018 - 2021
» Validacién del cuestionario por expertos en la etapa 1

Estudio caso control. Villa Clara. 2018 - 2021.

Momento de la validacion:

Previo a la aplicacion del cuestionario a las mujeres seleccionadas para el estudio.
Orientaciones a los expertos:

Al tener en cuenta el objetivo principal de la investigacion, la experiencia de
trabajo y los conocimientos sobre el tema, se solicitd evaluar cada pregunta del
cuestionario mediante un sistema de puntuacion, de 5 a 0 en orden descendente
segun la pertinencia de las preguntas.

Resultados:

Del analisis de las respuestas de los expertos, la prueba no paramétrica aplicada
(test Kruskal Wallis), evidencié la homogeneidad de los criterios (p=0,672) y por
tanto un total de 22 preguntas quedaron inalteradas.

Fueron eliminadas las siguientes variables:

- Por considerarse que no aportaban informacion a los andlisis de riesgo o no eran
factores de riesgo: edad actual de la mujer, estado civil, menopausia, ciclos
menstruales, frecuencia de las relaciones sexuales, condicion econdmica,
condicion de la vivienda y antecedentes de enfermedad genética (monogénica,

cromosomica, defecto congénito, multifactorial).
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- Por considerarse que eran indicadores de riesgo y no factores de riesgo:
antecedentes personales de cancer (Utero, ovario, endometrio, u otros) y los
medios terapéuticos aplicados para la enfermedad que padece.

Participantes:

Un total de 12 expertos (cuatro Especialistas en Ginecologia y Obstetricia, cuatro
Especialistas en Genética Médica, dos Especialistas en Cito-Histopatologia y dos
Especialistas en Medicina General Integral de la APS).

» Validacion del cuestionario por expertos en la etapa 2

Momento de la validacion:

Se realizé una vez que se obtuvieron los resultados del analisis bivariado de los
factores de riesgo, con el objetivo de considerar los factores que podrian incluirse
en el analisis multivariado.

Orientacion a los expertos: (documento emitido)

Estimado Doctor(a)

Como parte de la investigacion titulada “Susceptibilidad genética polimérfica y
factores de riesgo asociados a lesiones de cuello uterino”, para la obtencion del
doctorado, le agradeceria nos ofreciera su consideracion sobre el siguiente
particular.

Aunque usted form6 __ no formé ___ parte de los expertos que valoraron en la
primera encuesta los factores de riesgo a incluir, ahora le solicitamos haga su
valoracion, en la que no tiene que coincidir exactamente con su apreciacion inicial,

toda vez que dado el tiempo transcurrido entre ambas encuestas usted puede
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tener nuevas perspectivas acorde a los descubrimientos y aportes cientificos que
constantemente se aprueban sobre esta tematica.

En estos momentos nos encontramos en la evaluacion de los resultados
estadisticos de las variables obtenidas luego de aplicado el cuestionario a las
mujeres con algun tipo de lesion en cérvix y a las mujeres controles.

Se conoce que en ocasiones existen asociaciones estadisticas entre un factor de
riesgo y un dafio a la salud, en este caso las lesiones premalignas y malignas de
cérvix, que resultan asociaciones espurias y no estan basadas en una asociacion
bioldgica real y fundamentada.

Al tener en cuenta, que usted es un experto en esta tematica y que posee
conocimientos solidos sobre los factores de riesgo reportados en la literatura
especializada sobre el tema, le hacemos llegar las asociaciones significativas
encontradas en el procesamiento de nuestros datos, a fin de poder definir si
alguna o algunas de ellas, no deberian quedar incluidas en los andlisis
multivariados de riesgo, por considerar que no tienen credibilidad biolégica o
consistencia en la literatura.

A continuacion, le exponemos una relacion de 17 variables que resultaron
asociadas a las lesiones de cérvix en nuestro estudio. A fin de que alguna (s) de
ella (s) deberia ser excluida del analisis multivariado de riesgo, le pedimos que
marque cada una con una puntuacion segun el valor que usted le concede a su
contribucion en la aparicion de las lesiones. Coloque 5 para las de mayor

importancia, 4 a las que considera siguen en importancia y asi sucesivamente,
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hasta otorgar puntuacion de 0 a aquellas que considera no tienen ninguna

relacion.

Su opinidn seria de gran valor para la investigacion.

No

Puntuacion Factores de riesgo

N

Sexualidad precoz (<18 afios)

Mdltiples parejas sexuales (4 o mas)

Parto temprano (< 20 afios)

Multigestacion (méas de 3)

Multiparidad (mas de 3)

No uso de preservativo

Anticonceptivos orales

Uso de DIU

O |l |  N|lo|lo | b|[lw]|DND

ITS previas

No

Puntuacién Factores de riesgo

10

Enfermedad benigna del cérvix (previa)

"

Cancer utero en familiares de | Grado

12

Habito de fumar

13

Fumador pasivo

14

Habitos alcoholicos

15

Exposicion a toxicos ambientales

16

No consumo de suplementos
Vitaminicos / minerales

17

Obesidad

Analisis estadistico: Se realiz6 prueba no paramétrica (Test Kruskal-Wallis) para

conocer homogeneidad en la distribucion de los datos y estadigrafos descriptivos.

Resumen de prueba de hipitesis

Resumen de prueba de hipitesis

Hipétesis nula Test Sig. Decision Hipétesis nula Test Sig. Decisidn
- oo q rueba Kruskal- - q 4 -
La distribucian de Sex”a“dagp’“{uauis de Fetenerla La distribucién de Enfbenigeeri: %{rulel_hadKruskal Retener la
1 ES la R’\Isma entre las categonias de) oo 443 h”:i"tes's 1 13 mizma entre las categoras de mjelsstrase 443 hipatesis
HpETLOS. independientes nula. Expertos. independientes nula.
La'distribucién_de Fruaba kKruskal- Retener la ba kruseal
2 Miliplesparesaseruales esla Wallis de 443 hiptesis La distribucisn de CCUfamiliar es 15 /1853 AIUE: Retener
misma enire las categonas de muestras nula. 2 misma entre las categorias de 443 hipétesis
Expertos. independientes Ewpertos. muestras nula
P . independiantes -
La distribucidn de Partotemprana ‘l:::ﬁigadlé(ruskal- Retenarla
3 eszlamisma entre las categorias de ) ectras 443 hipdtesis e (REniia o Mabumer es 0 Prueba Kruskal- Retenar la
By independientes nulas 2 misma entre las categorias de "I_:j!';h:: 443 hipdtesis
Prusba Kruskal Experios independientes e,
La distribucian de hultigestacian eﬁl'r:ITisadem 4k Retenerla
¢ IEax;nelftrg: ertre 125 oategofias de muestras s mﬂgtegs La distribucién de Fumadorpasive Prueba Krugcal- Retener la
independientes 4 esla misma entre las categorias de‘ﬂﬁ!gr:: 443 hipotesis
Expertos. H : nula.
La distribucidn de hultparidad es | r:ITiI;adléruskal- Retenarla independientes
5 misma entre las categorias de 443 hipétesis
muestras
Expertos. independiantas o, La distribucién de Habalcohol es| r:ﬁil;adlzruskal- Fetener la
S misma entre las categoriaz de e 42 hipotesis
La distri . : rueba Kroskal- Expertos. d q nula.
a distribucién de Mopresamvativa e,y Retenarla independientes
E la misma entre las categorias de musstras 1,000 hipdtesi
Expertos. H . nula.
independientes La distribucién de Expostoxamb es&r:ﬁilgadsruskal- Retener la
Prueba Kruskal- & la misma entre |as categoras de muestras 42 hipotesis
La distribucidn de Wiallis de Retenerla Expertos. ind dient nula.
7 Anticonceptorales es la misma muasiras 443 hipétesis Independientes
entre las categorias de Expertos. independientes nula.
La distribucién de Novitaminas es | r:ﬁil;adfruskal- Retener la
Frueba Kruskal- Retener la T misma entre las categorias de B 443 hipatesis
g La distribucifin de DIU esla mismaiiiallis de 493 hipatesis Expertos, ind Pl nula.
entre las categorias de Expertos.  muestras . nuFia IEERENENEIE
independientes .
A Proaba Kruskal- La distribucién de Obesidad e |a m:lelilgadfruskal- Retener la
La distribucién de ITSprevias es Ia\.l'll'allis de Retenerla & misma entre las categorias de ot 43 hipotesis
9 misma entre las categorias de muasiras 443 hipétesis Expertos. mg:pgsdientes nula.
Expertos. independientes nula.

Se muestran laz significancias asintéticas. El nivel de significancia es,05.

Se muestran |as significancias asintéticas. El nivel de significancia es 05,
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No Variable Mediana (Rango Intercuartilico)
1 Sexualidad precoz (< 18 afios) 5,00 (4,00 - 5,00)
2 Parejas sexuales > 4 4,50 (4,00 - 5,00)
3 Parto temprano (< 20 afios) 3,00 (3,00 - 4,00)
4 Multigestacion (mas de 3) 3,50 (2,00 - 4,00)
5 Multiparidad (méas de 3 hijos) 3,00 (2,00 - 4,00)
6 No uso de preservativos 5,00 (5,00 - 5,00)
7 Anticonceptivos orales 4,00 (2,25 -4,00)
8 Uso de DIU 2,50 (2,00 - 3,00)
9 ITS previas 5,00 (4,25 - 5,00)
10 Enfermedades benignas del cérvix 3,00 (3,00 - 4,00)
11 Antecedentes de CCU en familiar de | grado 4,00 (3,00 - 4,75)
12 Habito de fumar 4,00 (3,00 - 5,00)
13 Fumador pasivo 3,00 (3,00 - 4,00)
14 Habitos alcohélicos 2,50 (2,00 - 3,00)
15 Exposicion a toxicos ambientales 3,00 (2,25 - 3,00)
16 No consumo de vitaminas/minerales 3,00 (2,25 - 3,00)
17 Obesidad 1,00 (0,00 - 2,00)
Resultados:

Las variables mostraron homogeneidad en sus valores (p= 0,443). Los datos no

mostraron distribucion normal (p<0,05), por lo que se muestran la mediana y el

rango intercuartilico como medidas de tendencia central.

Las variables con puntuacion menor de tres que quedaron excluidas para el

analisis multivariado fueron: uso de DIU, habitos alcohdlicos y obesidad.

Participantes:

Un total de 12 expertos (cuatro Especialistas en Ginecologia y Obstetricia, cuatro

Especialistas en Genética Médica, dos Especialista en Cito-Histopatologia y dos

Especialistas en Medicina General Integral de la APS).
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CUESTIONARIO

Fecha entrevista Centro Asistencial:

Nombre: Carnet de Identidad:

Edad del diagnéstico: Color de la piel:

Direccion: Zona: Urbana___ Rural ___ Teléfono:

Fecha diagnéstico del VPH _ Fecha diagndstico lesion en cuello uterino

Factores de riesgos laborales

Ocupacion: Su trabajo conlleva riesgos? Cudles:

Ha estado expuesta a:

Disolventes u otros productos quimicos Tiempo
Metales Tiempo

Pinturas Tiempo

Tintes Tiempo

Asbestos Tiempo
Radiaciones (rayos X, etc.) Tiempo
Polvo Tiempo

Pesticidas Tiempo
Derivados del petréleo Tiempo
Otros Cuales: Tiempo

Afos en el desempefio de la ocupacién actual:

Ocupacion previa: Riesgos: Tiempo:

Factores de riesgo personales

Antecedentes personales:

Menarquia (Edad) Embarazos: Si No N° Interrupciones:
___Partos:_ Abortos: _~ Cesareas_ Embarazos Ectopicos
Muertes fetales _ Muertes neonatales _ Edad del Primer Parto_
Edad de la primera relacion sexual: _ N° de Parejas Sexuales:

Método anticonceptivo actual:

Tabletas: DIU: Preservativos: Ovulos: Tiempo de uso:
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Habitos tabaquicos:
Fumé: Si No ¢Cuéanto tiempo? ¢Cuéndo lo dejo?

¢,Cuantos cigarrillos fumaba?

Fuma: Si__No __ ¢Desde cuando fuma? ¢, Cuantos cigarrillos fuma?
Fumador pasivo: Si No ¢ Desde cuando?
Habitos alcohdlicos:

Si No Cerveza Ron Vino Licores

Diario Semanal Ocasional Cantidad Tiempo _

Estilos de vida:

Consumo de Alimentos: Verduras _~ Frutas _ Cereal  Carnes
Pescados ~~ Huevo _ Conservantes  Embutidos __ Carnes
ahumadas __ Alimentos enlatados  Café _ Cantidad

Consumo de suplementos vitaminicos / minerales: Si No

Sobrepeso: Si No Obesidad: Si No

Proximidad a industrias ____ fabricas ___granjas _____ artesania

Tipo de producto (exposicion): Tiempo de exposicion:

Antecedentes de otras infecciones de transmision sexual (fecha de su

diagnostico):

Si No Fecha: Sifilis _ Gonorrea ____ Linfogranuloma
Venéreo  VPH __ Chancro Blando Chlamydia

Herpes Genital __ Tricomonas ___ Tratadas: Si No

Control Actual: Si No Fecha ultima citologia vaginal:

Antecedentes patoldgicos:

Antecedentes de enfermedad benigna previa con biopsia de: cuello uterino
endometrio_ ovario_

Cancer en Parientes Si__ No __Tipo de pariente ___ Tipo de cancer

Desglosar todos los parientes:
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Anexo 4. Operacionalizacion de las variables para estudio de factores de riesgo.

Estudio caso control. Villa Clara. 2018 - 2021

Variables Clasificacion Definicion
Edad de debut Quantltatlva Eldad’ bilologlca de la mujer al m?ment? del
discreta diagnostico de la enfermedad. Se expreso en afios.
- . Fenotipo resultante de la pigmentacion de la piel. Se
. Cualitativa nominal v , -
L Color de piel . clasifico en blanco o no blanco, segin valoracion y
Epidemioldgicas dicotémica o . . o
apreciacion del investigador. Se definié Si o No.
- . Lugar donde residio la mujer de forma estable al
Zona de Cualitativa nominal . . o
residencia dicotémica menos dos afios previos al diagnostico de la
enfermedad (urbana o rural). Se definié Si o No.
Presencia de lesiones epiteliales en cuello uterino,
Lesién de cuello  Cualitativa nominal  diagnosticadas por citologia, colposcopias  y/o
uterino dicotomica biopsias, segin protocolo de atencion vigente
(Sistema Bethesda).> Se definid Si o No
Lesién Intraepitelial de Bajo Grado, que refiere
LIEBG Cualitativa nominal presencia de diversos grupos de virus ADN,
VPH dicotémica pertenecientes a la familia de los Papillomaviridae,
diagnosticados mediante tincién, citologia, biopsia
(coilocitos) o genotipificacion.! Se definié Si o No
Tipos de Virus de Papiloma Humano de Alto Riesgo
Cualitativa nominal oncoggnlm, que pueden gerllerar mfepmones
VPH-AR dicotémica subclinicas, para dar lugar a cancer cervical, de
vulva, vagina y ano en muijeres, o cancer del ano y
pene en hombres. Se identifico por genotipificacion.3
» Neoplasia Intraepitelial Cervical grado 1. Tipo de
Clinicas lesion de menor riesgo, representa slo una
NICI Cualitativa nominal  displasia leve o crecimiento celular anormal. Se
dicotdmica caracteriza por estar confinado al 1/3 basal del
epitelio cervical. Se diagnosticd por cito-colposcopia
y biopsia.*
Lesién Intraepitelial de Alto Grado, incluye la
LIEAG Cualitativa nominal Neoplasia Intraepitelial Cervical grado I, que
NICII dicotomica representa una displasia moderada, confinada a los
2/3 basales del epitelio cervical. Se diagnostico
mediante biopsia.*
Lesion Intraepitelial de Alto Grado, referida a la
Neoplasia Intraepitelial Cervical grado Il que
NIC IICIS Cualitativa nominal  representa una displasia severa que cubre mas de

dicotomica

los 2/3 de todo el epitelio cervical, en algunos casos
incluye todo el grosor del revestimiento cervical, y es
considerada como un carcinoma in situ (CIS). Se


https://es.wikipedia.org/wiki/Virus_ADN
https://es.wikipedia.org/wiki/Papillomaviridae
https://es.wikipedia.org/wiki/Infecci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Infecci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_cervical
https://es.wikipedia.org/wiki/Vulva
https://es.wikipedia.org/wiki/Vagina
https://es.wikipedia.org/wiki/Ano
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_del_ano
https://es.wikipedia.org/wiki/Pene
zim://A/Carcinoma_in_situ.html
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CEllb

Cualitativa nominal

diagnosticé por biopsia.4

Carcinoma epidermoide (células escamosas), que se
origina a expensas del epitelio pavimentoso, es el
mas frecuente (aproximadamente 80% de los casos).
El precursor inmediato de este carcinoma son las
LIEAG. El grupo Il se extiende mas alla del cuello

dicotémica . .
uterino, pero no compromete la pared de la pelvis v,
si afecta a la vagina, no llega a su tercio inferior. Se
clasifica como Ilb si afecta a los parametrios. Se
diagnosticé por biopsia.4
Variables de Riesgo
. Desarrollo del embrion hasta su formacion completa.
Cuantitativa ) .
. Se tom6 en cuenta el nimero de embarazos
. ., discreta, . o
Multigestacion . . declarados por la entrevistada. Se considerd riesgo
dicotomizada para . ., .
. (Multigestacién) cuando tuvo mas de tres
riesgo . \ .
gestaciones. Se evalué como Sio No.8
Cuantitativa Numero de nacimientos como culminacién del
Obstétricas L discreta, embarazo. Se considerd riesgo (Multiparidad) cuando
Multiparidad . . . . .
dicotomizadapara  tuvo mas de tres. Se evalué como Sio No.8
riesgo
Cuantitativa Edad de la mujer en la que tuvo su primer parto. Se
discreta, considero riesgo si ocurrio antes de los 20 afios. Se
Parto temprano . . o
dicotomizada para  evalué Sio No.”
riesgo
Cuantitativa Edad biolégica de la mujer al momento de su primer
Edad dela discreta, sangrado vaginal de origen menstrual. Se expreso en
menarquia dicotomizada para  afios. Se considerd precoz antes de los diez afios.(
riesgo
Enfermedades en cuello uterino producidas por
Enfermedades - . miomas, cervicitis 0 ectropion cervical debido a
. Cualitativa nominal !
. L benignas en . heridas o desgarros durante el parto, legrados,
Ginecoldgicas . dicotomica . . o
cuello uterino infecciones, entre otros.# Se considerd riesgo
cuando estuvo presente, se evalué como Si o No.
Procedimiento que se realiza a ciegas y en el que,
- . tras la dilatacion del canal cervical con un espéculo,
Cualitativa nominal - . .
Legrados o se procede a la limpieza de la cavidad uterina.8 Se
dicotomica o o
considero riesgo cuando se realizé6 mas de tres. Se
evalué como Si o No.
Se controlé el tipo (oral, DIU, condén, vacunas o
. arches),” tiempo de uso y fecha de suspensién (si lo
Comportamiento p. ) .p . y g o (
. . Cualitativa nominal ~ hizo). Se considerd riesgo cuando consumio pildora o
sexual Anticonceptivos

dicotdmica

vacunas mas de dos afos, us6 DIU mas de cinco
afios y no usé condén. Se evalud Si o No.


zim://A/Pelvis.html
zim://A/Vagina.html
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Cuantitativa Edad de comienzo de las relaciones sexuales en la
Sexualidad discreta, mujer. Se expresd en afios. Se consideré riesgo el
precoz dicotomizada para inicio antes de los 18 afios.” Se evalu6 Si o No.
riesgo
Cuantitativa Cantidad de parejas sexuales continuas, incluyendo
Multiples parejas  discreta, relaciones fortuitas.’Se  consideré riesgo  las
sexuales dicotomizada para  relaciones con cuatro o mas parejas. Se evalué Si o
riesgos No.
Conjunto de afecciones clinicas infecto-contagiosas
- . que se transmiten de persona a persona por medio
, Cualitativa nominal o .
ITS previas . del contacto sexual (sifilis, gonorrea, chlamydia, VPH,
dicotomica o
VIH y herpes).” Se consider6 riesgo cuando se
presento, se evalu como Si o No.
Consumo de Cualitativa nominal ~ Consumo de vitaminas y minerales provenientes de
vitaminas / dicotomica la dieta (frutas y vegetales), comprimidos orales o
minerales inyecciones.” Se considero riesgo cuando no hubo
consumo. Se evalud Si o No.
Enfermedad crénica de origen  multifactorial
- . prevenible, que se caracteriza por acumulacion
. Cualitativa nominal . ) .
Obesidad o excesiva de grasa o hipertrofia general del tejido
dicotémica . o
adiposo en el cuerpo.® Se considerd riesgo el IMC
>30 kg/m2. Se evalud Si o No.
Ambientales Exposicién de la mujer, al menos dos afios previos al
- diagndstico, a lugar de residencia con existencia de
Exposicion a - . o . . - o
. Cualitativa nominal ~ fabricas o industrias quimicas, fabricas artesanales,
toxicos en zona o ] ) .
de residencia dicotomica refinerias, zonas agricolas con uso de pesticidas,
agroquimicos u otras,” en cuyo caso se considero
riesgo. Se defini6 Si o No.
Exposicién a productos toxicos en el lugar de trabajo
Exposicion a . . (sustancias  quimicas, pesticidas, fertilizantes,
L Cualitativa nominal . \ . .
toxicos en dicotémica derivados del petréleo, humo de industrias, etc.),” al
ambiente laboral menos dos afios previos al diagnostico, cuyo caso
se considero riesgo. Se evaluo Si o No.
Exposicién a la nicotina, alquitran y mondxido de
carbono por consumo de tabaco.’Se consider6
Tabaco Cualitativa nominal  fumador activo al que consumié més cinco cigarrillo al
dicotdmica dia, en un periodo superior a un afio y fumador
e asivo al expuesto al humo de cigarrillo en un periodo
Habitos toxicos P i i L g P
mayor de dos afios. Se definié Si o No.
Bebida considerada una droga legal, que contiene
. . etanol (alcohol etilico) entre las que se incluyen: ron,
Cualitativa nominal o o
Alcohol cerveza, vino, licor.88 Se considerd bebedora a la

dicotdmica

mujer que consumié mas de tres copas a la semana.
Se definié Si o No.
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Genéticas

Antecedentes
familiares de
ccu

Antecedentes
familiares de otro
cancer
ginecoldgico

Antecedentes
familiares de otro
tipo cancer

Cualitativa nominal
dicotomica

Cualitativa nominal
dicotomica

Cualitativa nominal
dicotomica

Se considero riesgo cuando hubo antecedentes de
cancer de Utero en parientes,’segin grado de
parentesco (1er, 2do y 3er). Se definié como Si o No.

Se refiere al padecimiento de cancer en endometrio,
ovarios, trompas 0 mama, en parientes de distinto
grado.8” Se definiéd como Si o No.

Existencia de otro tipo de cancer en cualquier
localizacion.8” Se tuvo en cuenta antecedentes de
cancer en parientes, tipo de cancer y desglose segun
grado de parentesco (1er, 2do y 3er). Se definio
como Sio No.
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Anexo 5. Test de homogeneidad para la edad de diagnéstico de mujeres con

lesiones en cuello uterino. Estudio caso control. Villa Clara. 2028 - 2021

Resumen de prueba de hipotesis

Hipétesis nula Test ©  Sig.” Decision
La distnbucion de Edad es la .F‘.Juﬁ.hadlimgkal' Raechazar la
1 misma entre las categorias de I:”L?E_E"aé 000 hipitesis
Diagndsticogrupos independientas nula,

Sa muestran las significancias asintdticas. El nvel de significancia as 05,

Cada nodo muestra el rango de media de muastras de Diagndsticogrupos.

Pruebha .~ Error - Desv. Prueha . N o

LIEAG (NIC II, I, CIS, VPH+ con

LIEAG (NIC II, I, CIS, VPH+ con
LIEAG)-C. Epidermoide 66741 11520 5,793 000 000

LIEBG (VPH+ y NIC I).C. ]
Epidermoide y 65598 10,155 & 480 000 000

Cada fila prugba la hipdtesis nula que las distnbucionas de la Muestra 1 ¥ la Mugstra 2 son las
Mismas.

Se muastran las significancias asintdticas (prusbas de 2 caras). El nival de significancia es 05
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Anexo 6. Andlisis multivariado de los factores de riesgo en mujeres con LIEBG

. Estudio caso control. Villa Clara. 2018 -

2021.
Tabla de clasificacion?
Observado Pronosticado
Diagnoésticogrupos Porcentaje
LIEBG (VPH+y NIC I) Control correcto

Paso 1 Diagnosticogrupos LIEBG (VPH+y NIC I) 91 8 91,9

Control 15 45 75,0

Porcentaje global 85,5

a. Elvalorde corte es,500
Variables en la ecuacion
.C. 95% para EXP(B)
B ET. Wald gl Sig. Exp(B) Inferior Superior
Paso 12 Sexprecoz 1,387 548 6,414 1 ,011 4,001 1,368 11,701
Multiparejasexuales 1,382 967 5,940 1 ,015 3,981 1,311 12,095
NoPreservativo 476 608 612 1 434 1,609 ,489 5,298
Partotemprano 2,508 887 7,992 1 ,005 12,275 2,158 69,830
[TSprevias 3,862 843 20,992 1 ,000 47,542 9,113 248,024
Fumadorpasivo JT7 610 1,619 1 ,203 2,174 657 7,190
Céncuteroparlgrad 922 1,219 973 1 449 2,514 231 27,396
EnfbenCervix 1,246 618 4,062 1 ,044 3477 1,035 11,679
Constante 25419 4,519 31,644 1 ,000 ,000

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: Sexprecoz, Multiparejasexuales, NoPreservativo, Partotemprano, ITSprevias, Fumadorpasivo, Cancuteroparlgrad,

EnfbenCervix.
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Anexo 7. Andlisis multivariado de los factores de riesgo en mujeres con LIEAG. Estudio caso control. Villa Clara. 2018 -

2021.
Tabla de clasificacién2
Observado Pronosticado
Diagnésticogrupos
LIEAG (NIC II, 11, CIS, Porcentaje
VPH+ con LIEAG) Control correcto
Paso 1 Diagnésticogrupos LIEAG (NIC II, 1lI, CIS, VPH+ 47 7 87,0
con LIEAG)
Control 15 45 75,0
Porcentaje global 80,7
a. El valor de corte es ,500
Variables en la ecuacion
.C. 95% para EXP(B)
B E.T. Wald gl Sig. Exp(B) Inferior Superior
Paso 12 Sexprecoz 1,581 ,536 8,687 1 ,003 4,861 1,698 13,911
Multiparejasexuales 1,907 ,558 11,704 1 ,001 6,736 2,258 20,091
PildoraAnticoncep 1,671 627 7,099 1 ,008 5,317 1,555 18,177
ITSprevias 3,405 ,958 12,637 1 ,000 30,123 4,608 196,914
NoPreservativo 1,341 625 4,612 1 ,032 3,824 1,124 13,006
Constante -15,362 3,124 24,182 1 ,000 ,000

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: Sexprecoz, Multiparejasexuales, PildoraAnticoncep, ITSprevias, NoPreservativo.



Anexos

Anexo 8. Andlisis multivariado de los factores de riesgo en mujeres con CE. Estudio caso control. Villa Clara. 2018 -

2021.
Tabla de clasificacion2
Observado Pronosticado
Diagnésticogrupos Porcentaje
CE Control correcto
Paso 1 Diagnésticogrupos CE 45 7 86,5
Control 10 50 83,3
Porcentaje global 84,8
a. El valor de corte es ,500
Variables en la ecuacion
I.C. 95% para EXP(B)
B ET. Wald gl Sig. Exp(B) Inferior Superior
Paso 12 NoPreservativo 2,643 ,922 8,211 1 ,004 14,054 2,305 85,678
Partotemprano 4,546 1,070 18,052 1 ,000 94,245 11,575 767,359
Fumadorpasivo 1,842 ,616 8,940 1 ,003 6,311 1,886 21,111
NoVitaminaMinerales 1,656 137 5,054 1 ,025 5,237 1,236 22,185
Exptoxicoszonaresidencia 1,252 ,623 4,038 1 ,044 3,496 1,031 11,852
Constante -18,370 3,666 25,109 1 ,000 ,000

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: NoPreservativo, Partotemprano, Fumadorpasivo, NoVitaminaMinerales, Exptdxicoszonaresidencia



Anexos

Anexo 9. Interacciones entre factores de riesgo en mujeres con LIEBG. Estudio caso control. Villa Clara 2018 -

2021.
LIEBG Controles X2 de Pearson o OR Observado ORNITOSg;?dO ORNITOSg;?dO
Factores de riesgo (N=199) (N=60) *TE Fisher Factores conjuntos Aditivo Multiplicativo
No % No % Valor  Signif. Valor  Clal95 % Valor Valor
Sexualidad precoz+ Mltiples parejas sexuales 44 4444 8 1333 16,33 0,0001 520 2,10-13,26 10,126 25,630
Sexualidad precoz+ Parto temprano 21 21,21 2 3,33 0,002 7,81 1,67 - 50,25 13,847 44,503
Sexualidad precoz+ No preservativo 51 5151 13 2166 13,75 10,0001 3,84 1,75-853 7,110 10,339
Sexualidad precoz + Fumador pasivo 3% 3535 3 5,00 0,0001* 10,39 2,84 -44,90 8,404 16,901
No preservativo + Mltiples parejas sexuales 43 4343 13 2166 7,71  0,005* 2,78 1,26-6,18 8,094 10,307
No preservativo + ITS previas 36 3636 3 500 0,0001* 33,71 4,71-681,86 39,706 76,803
No preservativo + Fumador pasivo 30 303 7 1166 722 0,007 329 126-8,96 5,372 6,795
No preservativo + Habitos alcoholicos 16 16,16 2 3,33 0,013 559 1,16-36,65 8,483 13,139
Consumo de pildora + Multiples parejas sexuales 42 4242 6 10,00 1852 10,0001 6,63 244-1895 6,551 7,562
Consumo de pildora + Fumador pasivo 32 3232 7 1166 85 0,003 362 147-883 4,829 4,986
Consumo de pildora + ITS previas 36 3636 6 1000 13,27 0,0001* 514 2,01-13,13 39,263 56,499
Fumador pasivo + Multiples parejas sexuales 21 27121 3 500 0,0001* 7,13 1,92-31,13 8,308 16,348
Ofras interacciones
Sexualidad precoz+ Pildora Anticonceptiva 51 5151 12 20,00 1541 0,0001* 425 191-962 6,567 7,586
Sexualidad precoz+ No Vitaminas/Minerales 54 5454 13 2166 1646 0,0001 434  1,98-9,65 6,634 7,925
No preservativo + Pildora Anticonceptiva 43 4343 14 40,00 6,52 0,010 252 1,16-5,52 3,535 3,050
No preservativo + No Vitaminas/Minerales 59 59,29 21 3500 898 0,003 274 134-5064 3,602 3,186
Fumador pasivo + No Vitaminas/Minerales 29 2929 6 1000 805 0004 373 135-10,83 4,896 5,209
No Vitaminas/Minerales + Multiples parejas sexuales 43 4343 7 1166 17,38 10,0001 581 226-1558 6,618 7,900
No Vitaminas/Minerales + Parto temprano 18 1818 2 333 0,006* 6,44 1,36-41.89 10,339 13,716

LIEBG: Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado. *TE: Test Exacto de Fisher (p<0,05).

Fuente: Base de datos de la investigacion
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Anexo 10. Interacciones entre factores de riesgo en mujeres con LIEAG. Estudio caso control. Villa Clara 2018 -

2021.
LIEAG Controles X2 de Pearson o OR Observado ClEsperh OR Esperado

. _ _ e B : Modelo Modelo

Factores de riesgo (N=54) (N=160) TE Fisher Factores conjuntos Aditivo Multiplicativo
No % No %  Valor Signif. ~ Valor Clal 95 % Valor Valor

Sexualidad precoz+ Mltiples parejas sexuales 25 46,29 13,33 14,88 10,0001 5,60 2,07 -15,62 11,767 35,586
Sexualidad precoz+ Parto temprano 13 24,07 3,33 0,001* 9,20 1,82 - 62,55 15,864 57,997
Sexualidad precoz+ No preservativo 31 5740 13 21,66 15,18 0,0001 4,87 2,00-12,05 8,703 17,079
Sexualidad precoz + Fumador pasivo 17 3148 3 500 0,0001* 8,73 2,19-40,50 8,067 13,445
Sexualidad precoz+ Consumo de pildora 25 4629 12 2000 889 0,002 345 1,40 - 8,62 8,144 13,885
Fumador pasivo + Multiples parejas sexuales 10 1851 3 5,00 0,023 4,32 1,01-21,19 8,406 14,242
No preservativo + Multiples parejas sexuales 24 4444 13 2166 667 0,009 2,89 1,19-7,11 9,042 18,092
No preservativo + Parto temprano 13 24,07 3,33 0,001* 9,20 1,82 - 62,55 13,139 30,338
No preservativo + ITS previas 17 3148 5,00 0,0001* 27,11 3,57 - 569,11 22,927 59,594
No preservativo + Fumador pasivo 16 29,62 11,66 564 0017 319 1,09 - 9,57 5,342 7,033
No preservativo + Cancer Utero familiares de | Grado 712,96 3,33 0,025* 879  1,02-196,75 11,776 26,264
No preservativo + Consumo de pildora 27 50,00 14 40,00 870 0,003 3,29 1,37-7,95 4,275 3,843
Consumo de pildora + Mlltiples parejas sexuales 20 37,03 10,00 11,70 0,0001 529 1,77 - 16,53 8,483 14,708
Consumo de pildora + Fumador pasivo 14 2592 11,66 3,81 0,050 2,65 0,89-8,08 4,783 5,717
Consumo de pildora + ITS previas 15 27,77 3,33 0,0001* 11,15 2,24 -75,01 22,368 48,449
Otras interacciones
Sexualidad precoz+ No Vitaminas/Minerales 29 5370 13 2166 1243 0,0001 4,19 1,73-10,32 7,464 9,999
No preservativo + No Vitaminas/Minerales 35 64,81 21 3500 10,02 0,001 342 1,48 -7,99 4,739 5,230
Fumador pasivo + No Vitaminas/Minerales 16 2962 6 10,00 6,97 0,008 3,79 1,24 - 12,05 4,103 9,654

LIEAG: Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto Grado. *TE: Test Exacto de Fisher (p<0,05)

Fuente: Base de datos de la investigacion
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Anexo 11. Interacciones entre factores de riesgo en mujeres con CE. Estudio caso control. Villa Clara 2018 - 2021.

_ CE Controles  x2 de Pearson o OR Observado ORlvllEsg;r:do ORI\EOSES?dO
Factores de riesgo (N=152) (N=60) *TE Fisher Factores conjuntos Aditivo Multiplicativo
No % No % Valor  Signif. Valor Clal 95 % Valor Valor
Sexualidad precoz+ Multiples parejas sexuales 19 36,23 8 13,33 813 0,004 3,74 1,35-10,62 8,990 9,845
Sexualidad precoz+ Parto temprano 24 4615 2 3,33 2840 0,0001 24,86 5,12-164,16 37,611 127,82
Sexualidad precoz+ No preservativo 31 2961 13 2166 16,67 0,0001 5,34 2,17-13,36 12,954 34,666
Sexualidad precoz + Habito de fumar 9 1730 2 3,33 0,005* 12,35 1,50 -269,95 17,826 53,073
Sexualidad precoz + Fumador pasivo 17 3269 3 5,00 14,43 0,001 9,23 2,30-42,93 7,778 15,112
Sexualidad precoz+ No Vitaminas/Minerales 30 5769 13 2166 1515 10,0001 4,93 2,01-12,29 6,992 12,142
No preservativo + Multiples parejas sexuales 22 4230 13 2166 547 0,002 2,65 1,08 - 6,58 11,782 23,912
No preservativo + Parto temprano 24 4615 2 333 2840 0,00001 24,86 512-164,16 43,009 310,451
No preservativo + Fumador pasivo 24 4615 7 11,66 16,40 0,0001 6,49 2,29 - 19,06 13,176 36,704
No preservativo + No Vitaminas/Minerales 42 80,76 21 3500 2350 0,0001 7,80 3,02 - 20,60 12,390 29,491
No preservativo + Obesidad 12 2307 2 3,33 9,84 0,002 870 1,70 - 59,72 17,876 79,831
Fumador pasivo + Multiples parejas sexuales 1 2115 3 5,00 6,59 0,010 5,10 1,21-24,74 6,606 10,424
Fumador pasivo + No Vitaminas/Minerales 25 4807 6 11,53 18,16 0,0001 7,50 2,55-23,14 7,214 12,856
No Vitaminas/Minerales + Mltiples parejas sexuales 20 3846 7 11,66 10,83 0,0001 4,73 1,65-14,0 5,820 8,375
No Vitaminas/Minerales + Parto temprano 23 4423 2 333 26,63 0,0000 230 4,73-151,99 37,047 108,739
No Vitaminas/Minerales + Obesidad 12 2307 2 3,33 9,84 0,002 8,70 1,70 - 59,72 11,914 27,961

CE: Carcinoma epidermoide, *TE: Test Exacto de Fisher (p<0,05)
Fuente: Base de datos de la investigacion
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Anexo 12. Operacionalizacion de las variables bioquimicas de estrés oxidativo.

Estudio caso control. Villa Clara. 2018 - 2021.

Variables
bioquimicas de

Estrés Oxidativo

Clasificacion

Definicion

Superéxido dismutasa
(SOD)

Catalasa
(CAT)

Glutatién reducido
(GSH)

Malonildaldehido
(MDA)

Productos Avanzados
de la Oxidacién de
Proteinas

(PACP)

Proteinas Totales
(PT)

Cuantitativa continua

Cuantitativa continua

Cuantitativa continua

Cuantitativa continua

Cuantitativa continua

Cuantitativa continua

Enzima antioxidante que cataliza la dismutacion del radical
superoxido (O27) en Oz y H202. Se expreso6 en unidades de actividad
enzimatica especifica (U/mg).5

Enzima antioxidante perteneciente a la categoria de las oxido-
reductasas, que cataliza la descomposicion del H202 en Oz y H20.
Puede actuar como una peroxidasa para muchas sustancias
organicas. Se expresd en U/mg.5

Tripéptido no proteico que se deriva de los aminodcidos. Es el
mayor antioxidante endégeno producido por las células. Su
concentracion se expresé en uM.%

Dialdehido de tres atomos de carbono producido principalmente por
la degradacion oxidativa de los acidos grasos poliinsaturados,
indicador de dafio oxidativo a lipidos. Su concentracion se expreso
en pM.138

Productos de reacciones de agregacion, entrecruzamiento y
fragmentacion de las proteinas luego de su oxidacion, indicador de
dafio oxidativo a proteinas. Su concentracion se expresé en upM/mg
de proteinas.'3

Proteinas formadas por cadenas lineales de aminoacidos, con
funciones biorreguladoras. Forman parte de las enzimas y de
defensa (anticuerpos)."*4Su concentracidn se expresa en g/L. Se
utilizé para los célculos de las actividades enzimaticas especificas y
los niveles de PAOP.



zim://A/Dismutaci%C3%B3n.html
zim://A/Super%C3%B3xido.html
zim://A/Ox%C3%ADgeno.html
zim://A/Hidr%C3%B3geno.html
zim://A/Enzima.html
zim://A/Oxidorreductasa.html
zim://A/Oxidorreductasa.html
zim://A/Cat%C3%A1lisis.html
zim://A/Hidr%C3%B3geno.html
zim://A/Ox%C3%ADgeno.html
zim://A/Ox%C3%ADgeno.html
zim://A/Agua.html
zim://A/Peroxidasa.html
zim://A/End%C3%B3geno.html
zim://A/Biorregulador.html
zim://A/Enzima.html

Anexos

Anexo 13. Indicadores de estrés oxidativo segun factores de riesgo en mujeres con LIEBG. Estudio caso control 2018 -

2021.
Tipos Mediana -
Factor de de No (Rango intercuartilico)

riesgo lesién SOD CAT GSH MDA PAOP
(Uimg) (Uimg) (uM) (uM) (MM/mg prot)

LIEBG 63 0,032 0,485 31,200 0,881 0,675
Consumo de (0,022-0,057) (0,308 -0,584) (24,070 - 37,440) (0,558 - 1,462) (0451 -0,938)

Pildora Control 27 0,051 0,507 32,740 0,804 0,911
anticonceptivas (0,041-0,067) (0423-0,562) (29,000 - 45,860) (0,683 -1,034) (0,770-1,014)

p 0,042 0,285 0,068 0,398 0,386

Exposicion a LIEBG 27 0,041 0,523 32,600 1,015 1,023
oo (0,028-0,058) (0,367-0,752) (28,240 - 41,440) (0,795-1,589) (0,750 - 1,479)

bientales en Control 48 0,052 0,507 32,608 0,842 0,830
fgi dlz:cia (0,041 - 0,063) (0423 0,559) (22,650 — 47,747) (0,686 - 0,992) (0,628 - 1,029)

p 0,018 0,473 0,745 0,007 0,029

LIEBG 45 0,044 0,499 30,930 0,850 0,864
(0,028 - 0,066) (0,333-0,606) (24,795 - 37,370) (0,558 - 1,070) (0,648 -1,175)

Fumador pasivo ~ Control 48 0,052 0,501 37,759 0,770 0,853
(0,041-0,063) (0423-0,551) (23,962 - 46,257) (0,625 -0,909) (0612-1,012)

p 0,446 0,821 0,329 0,549 0,479

LIEBG 72 0,035 0,436 28,765 0,892 1,037
No consumo de (0,022 -0,054) (0,308 - 0,588) (22,487 - 34,470) (0,574 -1,901) (0,751-1,394)

vitaminas / Control 20 0,061 0,521 34,295 0,842 0,925
minerales (0,042 - 0,066) (0,433-0,608) (21,845-1,037) (0,697 - 1,037) (0,685 - 1,044)

p 0,004 0,071 0,097 0,532 0,134

LIEBG: Lesidn Intraepitelial de Bajo Grado, SOD: Superéxido dismutasa, CAT: Catalasa, GSH: Glutation reducido, MDA: Malonildialdehido, PAOP: Productos Avanzados de la Oxidacion de Proteinas.
Test U de Mann-Whitney, p: significacion p<0,05 y p<0,01
Fuente: Resultados de investigacion
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Anexo 14. Indicadores de estrés oxidativo, segun factores de riesgo en mujeres con LIEAG. Estudio caso control 2018 -

2021.
Tipos Mediana ’
Factor de de No (Rango intercuartilico)

riesgo lesién SOD CAT GSH MDA PAOP
(Uimg) (Umg) (uM) (uM) (MM/mg prot)

LIEAG 33 0,035 0,367 27,080 0,983 0,833

Consumo de

Pildora (0,019-0,053) (0,299 - 0,506) (20,040-31,845) (0,583-2,102) (0,602 - 1,275)

anticonceptivas Control 27 0,051 0,507 32,740 0,804 0,911
(0,041-0,067) (0,423-0,562) (29,000 - 45,860) (0,683 -1,034) (0,770-1,014)

p 0,012 0,005 0,002 0,232 0,608

Exposicion a LIEAG 19 0,037 0,339 26,970 0,670 1,288
toxicos (0,017-0,070) (0,234 -0,494) (22,430-37,590) (0,491 -1,146) (0,619-1,588)

ambientalesen  Control 48 0,052 0,507 32,608 0,842 0,830
residencia (0,041-0,063) (0,423 -0,559) (22,650 — 47,747) (0,686 —0,992) (0,628 — 1,029)

p 0,054 0,001 0,278 0,478 0,036

LIEAG 20 0,035 0,348 25,880 0,967 0,888
Fumador pasivo (0,019-0,053) (0,294 - 0,484) (18,750-31,885) (0,511 -1,696) (0,635-1,281)

Control 48 0,052 0,501 37,759 0,770 0,853
(0,041 -0,063) (0,423-0,551) (23,962 - 46,257) (0,625-0,909) (0,612-1,012)

p 0,006 0,002 0,020 0,279 0,604

LIEAG 42 0,033 0,341 29,670 1,230 1,064
No consumo de (0,017-0,043) (0,245-0,487) (22,200-33,690) (0,935-3,375) (0,691 -1,667)

vitaminas/ Control 20 0,061 0,521 34,295 0,842 0,925
minerales (0,042 -0,066) (0,433-0,608) (21,845-1,037) (0,697 - 1,037) (0,685-1,044)

p 0,0001 0,001 0,168 0,005 0,164

LIEAG: Lesidn Intraepitelial de Alto Grado, SOD: Superdxido dismutasa, CAT: Catalasa, GSH: Glutation reducido, MDA: Malonildialdehido,PAOP: Productos Avanzados de la Oxidacion de Proteinas.
Test U de Mann-Whitney, p: significacion p<0,05 y p<0,01.
Fuente: Resultados de investigacion
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Anexo 15. Indicadores de estrés oxidativo, segun factores de riesgo en mujeres con CE. Estudio caso control 2018 -

2021.
Mediana
Factor de Tipos de No (Rango intercuartilico)
riesgo lesion SOD CAT GSH MDA PAOP
(Umg) (Uimg) (uM) (uM) (uM/mg prot)
CE 19 0,032 0,439 25,970 1,005 1,119
Consumo de (0,023 -0,047) (0,295-0,526) (19,830 - 37,810) (0,575-1,548) (0,988 -1,503)
Pildora Control 27 0,051 0,507 32,740 0,804 0,911
anticonceptivas (0,041 -0,067) (0,423-0,562) (29,000 - 45,860) (0,683 -1,034) (0,770-1,014)
p 0,584 0,196 0,006 0,321 0,007
. CE 23 0,058 0,398 29,930 1,005 1,307
Exposicion a
t6xic0s (0,035-0,067) (0,296 - 0,833) (21,160 -37,810) (0,740-1,290) (0,841-2,921)
bientales en Control 48 0,052 0,507 32,608 0,842 0,830
fgi dlz:cia (0,041 -0,063) (0423 0,559) (22,650 — 47,747) (0,686 - 0,992) (0,628 - 1,029)
p 0,410 0,191 0,083 0,012 0,0001
CE 26 0,047 0,442 24,475 1,015 1,240
(0,018 -0,065) (0,293 -0,807) (19,830 - 33,605) (0,737-1,532) (0,772-2,623)
Fumador pasivo ~ Control 48 0,052 0,501 37,759 0,770 0,853
(0,041 -0,063) (0,423 -0,551) (23,962 - 46,257) (0,625-0,909) (0,612-1,012)
p 0,241 0,398 0,025 0,002 0,001
CE 45 0,056 0,437 29,340 0,955 1,241
No consumo de (0,023 - 0,067) (0,323 -0,663) (20,495 - 38,499) (0,734 -1,478) (0,829-1,628)
vitaminas / Control 20 0,061 0,521 34,295 0,842 0,925
minerales (0,042 - 0,066) (0,433 -0,608) (21,845-1,037) (0,697 - 1,037) (0,685-1,044)
p 0,306 0,299 0,147 0,101 0,006

CE: Carcinoma epidermoide, SOD: Superdxido dismutasa, CAT: Catalasa, GSH: Glutation reducido, MDA: Malonildialdehido, PAOP: Productos Avanzados de la Oxidacion de Proteinas.
Test U de Mann-Whitney, p: significacion p< 0,05 y p<0,01.
Fuente: Resultados de investigacion
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Anexo 16. Operacionalizacion

genéticos de la enzima GST.

de las variables moleculares de polimorfismos

Variables L
Clasificacion
Moleculares

Definicion

Glutation-S-transferasa

(GST) Cualitativa nominal

Glutation-S-transferasa  Cualitativa nominal
clase Theta (GSTTY) dicotémica

Glutation-S-transferasa  Cualitativa nominal

clase Mu (GSTM1) dicotémica
Fenot|pos’ . Cualitativa nominal
electroforéticos

dicotdémica
observados

Cualitativa nominal

Interaccion gen-gen dicotémica

Familia de enzimas dispuestas en cinco clases distintas que intervienen en
la destoxificacién celular. Estas enzimas catalizan el sustrato fisiolégico
GSH (g-Glu-Cys-Gly), sobre el centro electrofilico de un gran niimero de
estructuras toxicas y permiten su degradacion. 068

Gen de GST clase theta, se localiza en el cromosoma 22 (22q11.23),
posee 5 exones y 8 179 pb. Posibles genotipos GSTT1. GSTT1+/+,
GSTT1+/-, GSTT-I-. Se evalu6 Presente o Nulo. 068

Gen de GST clase mu, se localiza en el cromosoma 1 (1p13.3), posee 8
exones y 21 244 pb.Posibles genotipos GSTM1: GSTM1+/+, GSTM1+/-,
GSTM1-/-. Se evalud Presente o Nulo. 108

GSTT1 presente, GSTT1 nulo, GSTM1 presente, GSTM1 nulo. Se
consideraron variable de riesgo GSTT1 nulo y GSTM1 nulo.

Genotipos resultantes de la interaccion de ambos loci. Valores finales son:
GSTT1+/+ vs GSTM1+/+, GSTT1++ vs GSTM1+/-, GSTT1++ vs
GSTM1-/-, GSTT1 +/- vs GSTM1+/+, GSTT1 +/- vs GSTM1 +/-, GSTT1+/-
vs GSTM1-/-, GSTT1-I- vs GSTM1+/+, GSTT1-/- vs GSTM1+/-, GSTT1-/-
vs GSTM1--. Se consideraron variable de riesgo las interacciones de
GSTM1-I-y GSTT1-/- (genotipo doble nulo: GSTM1-/- & GSTT1--).
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Anexo 17. Diagrama de representacion de los polimorfismos GSTT1 y GSTML1.

Estudio caso control. Villa Clara 2018 - 2021.

GSTT1459ph —» p.'l‘miifir
Balohin 2696 ___, (100 ph)

GSTM1219ph —»

Visualizacién de los productos de amplificacion de los genes GSTT1y GSTM1. Los carriles 1 al 4 corresponden a
muestras de pacientes, donde se observan las bandas correspondientes a los genes GSTT1, GSTM1 y B-globina

(control positivo). El carril 5 corresponde al marcador de peso molecular de 100 pb (ladder) para comparar el

tamario del producto amplificado.
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Anexo 18. Frecuencias fenotipicas de las diferentes combinaciones de los
polimorfismos de GSTT1 y GSTM1 en controles y mujeres con lesiones de cuello

uterino. Estudio caso control 2018 - 2021.

. . . .. P
Genes Combinaciones Frecuencias fenotlplcas e e
Control (N=41) N %)
GSTTI+HGSTMT+ 24 (58,53)
GSTT1+GSTM1- 1 (243)
GSTT1y GSTM1 GSTT1IGSTM1+ 8 (1951)
GSTT1-/GSTM1- 8 (19,51)
LIEBG (N= 35)
GSTTI+HGSTMT+ 21 (60,00) 1,000
GSTT1+GSTM1- 1 (2.85) 1,000
GSTTTy GSTMT GSTT1-/GSTM1+ 4 (1142) 0,367
GSTT1-/GSTM1- 9 (25,71) 0,587
LIEAG (N= 32)
GSTTI+HGSTMT+ 23 7187) 0325
GSTT1+GSTM1- 0 (0,00) 1,000
GSTTTy GSTMI GSTT1-/GSTM1+ 1 (3,12) 0,068
GSTT1-/GSTM1- 8 (25,00) 0776
CE (N=32)
GSTTI+GSTMI+ 15 (46,87) 0352
GSTT1+GSTM1- 0 (0,00) 1,000
GSTTTy GSTMI GSTT1-/GSTMI+ 3 937) 0,327
GSTT1-IGSTM1- 14 (43,75) 0,039

LIEBG: Lesion Intraepitelial de Bajo Grado, LIEAG: Lesion Intraepitelial de AltoGrado, CE: Carcinoma epidermoide,
p= Prueba de hipétesis (InfoStat) p<0,05
Fuente: Resultados de investigacion



Anexos

Anexo 19. Interacciones gen - ambiente en mujeres con LIEBG. Estudio caso control. Villa Clara. 2018 - 2021.

OR OR
LIEBG Controles X2 de Pearson o OR Esperado Esperado
Factores de riesgo (N=35) (N=41) *TE Fisher Observado Modelo Modelo
Aditivo Multiplicativo

No % No %  Valor Signif. Valor Clal95 % Valor Valor
GSTT1 nulo + Fumador pasivo 6 17,14 2 4,87 0,133* 403 0,66 — 31,41 4,489 3,852
GSTT1 nulo + Habito alcohdlico 1 2,85 1 243 1,000* 1,18 0,00 - 45,07 7,600 7,449
GSTT1 nulo + Sexualidad precoz 12 34,28 9 2195 142 0,233 1,86 0,60 -5,80 6,227 5,862
GSTT1 nulo + Multiples parejas sexuales 8 22,85 4 9,75 241 0,120 2,74 0,65-12,25 6,211 5,843
GSTT1 nulo + Parto temprano 5 14,28 1 243 0,088* 6,67 0,69 — 158,99 9,932 10,145
GSTT1 nulo + No preservativo 12 34,28 10 24,39 0,89 0,346 1,62 0,53 -4,94 3,195 2,357
GSTT1 nulo + CCU familiares de | grado 1 2,85 1 243 1,000* 1,18 0,00 -45,07 10,075 10,310
GSTT1 nulo + Enfermedad benignas del cérvix 6 17,14 2 571 0,109* 4,87 0,78 -30,28 5,035 4,484
GSTM1 nulo + Fumador pasivo 5 14,28 1 243 0,088* 6,67 0,69 - 158,99 4,761 4,759
GSTM1 nulo + Habito alcohdlico 1 2,85 1 243 1,000* 1,18 0,00 — 45,07 7,872 9,202
GSTM1 nulo + Sexualidad precoz 7 20,00 3 7,31 0,172* 3,17 065-17,18 6,499 7,241
GSTM1 nulo + Multiples parejas sexuales 5 14,28 2 4,87 0,237* 3,25 0,50 - 26,23 6,483 7,218
GSTM1 nulo + No preservativo 7 20,00 6 1463 038 0,538 1,46 0,38 - 5,64 3,467 2,911
GSTM1 nulo + Enfermedad benigna del cérvix 4 11,42 2 487 0,620* 240 0,30 - 19,04 5,307 5,539
Ambos nulos + Fumador pasivo 5 14,28 1 243 0,088* 6,67 0,69 — 158,99 4,761 4,759
Ambos nulos + Habito alcohdlico 1 2,85 1 243 1,000* 1,18 0,00 — 45,07 7,872 9,202
Ambos nulos + Sexualidad precoz 7 20,00 3 7,31 0,172* 3,17 065-17,18 6,499 7,241
Ambos nulos + Multiples parejas sexuales 5 14,28 2 487 0,237* 3,25 0,50 - 26,23 6,483 7,218
Ambos nulos + No preservativo 7 20,00 6 14,63 0,38 0,538 1,46 0,38 - 5,64 3,467 2,911
Ambos nulos + Enfermedad benigna del cérvix 4 11,42 2 487 0,405* 2,52 0,36 -21,39 5,307 5,539

LIEBG: Lesidn Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado, *Test Exacto de Fisher, Significacion: p< 0,05

Fuente: Resultados de investigacion
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Anexo 20. Interacciones gen - ambiente en mujeres con LIEAG. Estudio caso control. Villa Clara. 2018 - 2021.

LIEAG Controles X2de Pgarson 0 OR ES;E o ES;E do
FeEEEs QT EE (N=32) (N=41) TE Fisher Observado Modelo Adiivo  Modelo Multiplicativo

No % No % Valor  Signif. Valor Clal 95 % Valor Valor
GSTT1 nulo + Habito de fumar 1 312 1 243 1,000 1,29 0,00-49,57 19,385 12,683
GSTT1 nulo + Fumador pasivo 2 625 2 487 1,000 1,30 0,12-13,95 3,031 1,595
GSTT1 nulo + Pildoras anticonceptivas 7 2187 11 2682 023 0,628 0,76 0,22 -2,56 3,100 1,647
GSTT1 nulo + Sexualidad precoz 6 1875 9 2195 01 0,738 0,82 0,22-297 6,392 3,874
GSTT1 nulo + Multiples parejas sexuales 4 12,50 4 9,75 0,723 1,32 0,25-7,05 6,731 4,103
GSTT1 nulo + Parto temprano 3 9,37 1 243 0,312* 4,14 0,35-108,88 10,828 6,881
GSTT1 nulo + Enfermedad benigna del cérvix 6 18,75 3 7,31 0,162* 3,00 0,59 - 16,88 3,408 1,850
GSTT1 nulo + No preservativo 9 2812 10 2439 013 0,720 1,21 0,38-3,92 3,667 2,026
GSTT1 nulo + CCU familiares de | grado 1 312 1 243 1,000 1,29 0,00 - 49,57 9,465 5,957
GSTM1 nulo + Habito de fumar 1 312 1 243 1,000* 1,29 0,00 - 49,57 19,682 25,172
GSTM1 nulo + Fumador pasivo 2 625 1 243 0,578* 2,67 0,18-78,20 3,728 3,235
GSTM1 nulo + Pildoras anticonceptivas 6 18,75 7 17,07 0,03 0,853 1,12 0,29-4,33 2,661 1,768
GSTM1 nulo + Sexualidad precoz 6 1875 3 7,31 0,167* 2,92 0,57 — 16,46 7,089 7,856
GSTM1 nulo + Mdltiples parejas sexuales 4 1250 2 487 0,394* 2,79 0,40-23,00 7,428 8,322
GSTM1nulo + Enfermedad benigna del cérvix 7 2187 3 7,31 0,093 3,55 0,72-19,39 4,105 3,753
GSTM1 nulo + No preservativo 8 2500 6 1463 123 0,267 1,94 0,52-7,39 4,364 4,109
Ambos nulos + Habito de fumar 1 312 1 243 1,000* 1,29 0,00 - 49,57 19,682 25,172
Ambos nulos + Fumador pasivo 2 625 1 243 0,578* 2,67 0,18-78,20 3,728 3,235
Ambos nulos + Pildoras anticonceptivas 6 18,75 6 1463 0,22 0,640 1,35 0,33-5,45 2,661 1,768
Ambos nulos + Sexualidad precoz 6 1875 3 7,31 0,167* 2,92 0,57 - 16,46 7,089 7,856
Ambos nulos + Mdltiples parejas sexuales 4 1250 2 487 0,394* 2,79 0,40-23,00 7,428 8,322
Ambos nulos + No preservativo 8 25,00 6 1463 123 0,267 1,94 0,52-7,39 4,364 4,109

LIEAG: Lesion Intraepitelial de Alto Grado, *Test Exacto de Fisher, Significacién: p< 0,05

Fuente: Resultados de investigacion



Anexos

Anexo 21. Interacciones gen - ambiente en mujeres con CE. Estudio caso control. Villa Clara. 2018 - 2021.

Controles X2de Pe_arson 0 OR Espc:; o Espc:; b

Factores de riesgo (N=32) (N=41) e Gz Modelo Aditivo  Modelo Multplicativo

No % No %  Valor Signif. Valor Clal 95 % Valor Valor
GSTT1nulo + Habito de fumar 2 6,25 1 243 0,578* 2,67 0,18-78,20 16,012 27,590
GSTT1nulo + Fumador pasivo 9 2812 2 4,87 0,008* 7,63 1,35 -56,38 5,964 7,856
GSTT1nulo + Habito alcoholico 6,25 1 243 0,278* 2,67 0,18-78,20 7,237 10,356
GSTT1nulo + Exposicion toxicos ambientales 7 21,87 4 975 0,194 2,59 0,59-11,98 5,136 6,229
GSTT1 nulo + No vitaminas/minerales 17 53,12 7 17,07 10,44 0,001 5,50 1,69 - 18,62 5178 6,312
GSTT1 nulo + Sexualidad precoz 10 31,25 9 21,95 0,80 0,372 1,62 0,50 -5,26 5,742 7,419
GSTT1 nulo + Multiples parejas sexuales 8 25,00 4 9,75 3,00 0,083 3,08 0,73-13,92 4,570 5118
GSTT1 nulo + Parto temprano 9 2812 1 243 0,003* 15,65 1,80 - 351,18 35,797 66,448
GSTT1 nulo + No preservativo 16 50,00 10 24,39 5,07 0,024* 3,10 1,03-9,50 11,140 18,021
GSTT1 nulo + CCU familiares de | grado 3 9,37 1 243 0,317* 4,00 0,34 -105,13 9,660 15,114
GSTM1nulo + Habito de fumar 2 62 1 243 0578° 267  018-7820 17,256 45,065
GSTMinulo + Fumador pasivo 72087 1 243 0018° 1120  1,24-257,01 7,208 12,832
GSTM1nulo + Habito alcohdlico 2 6,25 1 243 0,578* 2,67 0,18-78,20 8,481 16,915
GSTM1nulo + Téxicos ambientales 6 18,75 2 487 0,126* 4,50 0,73-35,25 6,380 10,175
GSTM1 nulo + No vitaminas/minerales 14 43,75 4 9,75 11,03 0,0001 7,19 1,83-30,61 6,422 10,310
GSTM1 nulo + Sexualidad precoz 7 21,87 3 7,31 0,093* 3,55 0,72-19,39 6,986 12,119
GSTM1 nulo + Mdlltiples parejas sexuales 5 15,62 2 487 0,228* 3,61 0,56 — 29,30 5,814 8,360
GSTM1 nulo + No preservativo 13 40,62 6 14,63 6,22 0,012 3,99 1,16-14,25 12,384 29,436
Ambos nulos + Habito de fumar 2 6,25 1 243 0,578* 2,67 0,18-78,20 17,256 45,065
Ambos nulos + Fumador pasivo 21,87 1 243 0,018* 11,20 1,24 — 257,01 7,208 12,832
Ambos nulos + Habito alcoholico 6,25 1 243 0,578* 2,67 0,18-78,20 8,481 16,915
Ambos nulos + Toxicos ambientales 18,75 3 7,31 0,167* 2,92 0,57 - 16,46 6,380 10,175
Ambos nulos + No vitaminas/minerales 14 43,75 4 9,75 11,03 0,0001 719 1,83 -30,61 6,422 10,310
Ambos nulos + Sexualidad precoz 7 21,87 3 7,31 0,093 3,55 0,72-19,39 6,986 12,119
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Ambos nulos + Multiples parejas sexuales 5 15,62 2 4,87 0,228 3,61 0,56 - 29,30 5,814 8,360
Ambos nulos + No preservativo 13 40,62 6 14,63 6,22 0,012 3,99 1,16 — 14,25 12,384 29,436

CE: Carcinoma epidermoide, *Test Exacto de Fisher, Significacion: p< 0,05
Fuente: Resultados de investigacion



