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RESUMEN

Datos mundiales nos indican que cada afio se producen en el mundo alrededor de 500.000
nuevos casos de Cancer Cervical (CC), nuestro pais no se queda al margen de esta situacion
y actualmente se conoce que alrededor de cinco mujeres fallecen al dia por esta causa. La
razon de esta alta tasa de incidencia de CC se debe a la falta de un programa eficaz de
deteccion temprana y de seguimiento, es por esta razon que este trabajo pretende abordar la

patologia desde un punto de vista integral.

El principal factor relacionado con el desarrollo de CC es la infeccion por el Virus de
Papiloma Humano (VPH), que debido a su estructura presenta proteinas que modulan el
ciclo celular, provocando una desregulacion e inmortalizacion celular, que incrementa el
riesgo de desarrollar lesiones escamosas intraepiteliales de alto riesgo y finalmente cancer.
Aungue este sea un factor primordial, no es la Unica causa para el desarrollo de CC, ya que
si logramos eliminar la infeccion no se estableceria esta patologia, a su vez esta es una
enfermedad multifactorial, en la que intervienen factores como las coinfecciones, el medio
ambiente y el huésped a través de su estado inmunitario que esta directamente relacionado

con el estado nutricional.

Siendo Bolivia un pais subdesarrollado, la poblacion presenta indices de desnutricion
elevados tanto en mujeres en edad fértil y en nifios, este es un factor predominante a la hora
de controlar la infeccion por VPH, ya que se conoce que las mujeres pasan por la infeccion
una vez en su vida, pero la mayoria de ellas logra eliminar/resolver la infeccion, si
presentan un sistema inmune competente, esta competencia se logra con un 6ptimo estado
nutricional, ya que los alimentos son predominantes a la hora de formar los diferentes

componentes del sistema inmunitario, como células de sistema inmune, citoquinas y otros.

Varios estudios han establecido que existe una estrecha relacion entre la nutricion y el
sistema inmune y que esta asociacion repercutiria sobre la prevalencia del virus en los
queratinocitos. Los micronutrientes directamente relacionados con una buena respuesta
antiviral son el Hierro, Retinol y Zinc, en el presente trabajo se realizd la deteccion de
hierro a través de sus marcadores: ferritina y receptor soluble de transferrina; y retinol a

través de la proteina fijadora de retinol, estos dos biomarcadores acttan sobre las células
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del sistema inmune optimizando la produccién/calidad de estas células especialmente de los
linfocitos, ademas de optimizar la respuesta tipo T herper 1 (esencial para la eliminacion
viral) y sobre los mediadores celulares (interleucinas), actuando como factores necesarios

para que lleven a cabo su actividad.

De acuerdo con esto, el presente trabajo tuvo como objetivo identificar al Virus de
Papiloma Humano y biomarcadores inmunitarios, para determinar su probable asociacion
en la poblacién en estudio, se realiz6 la deteccion de VPH screening (todos los genotipos),
VPH Alto riesgo (deteccion de 14 genotipos de alto riesgo) y VPH 16/18 (deteccion de los
genotipos 16 y 18). Todas estas detecciones a través de la técnica de Reaccion en Cadena
de la Polimerasa en punto final. En cuanto a los biomarcadores inmunitarios el estudio
realizo la deteccion de hierro (ferritina y receptor soluble de transferrina) y de retinol
(proteina fijadora de retinol) como nutrientes inmunomoduladores de la respuesta

inmunitaria antiviral a través de técnicas inmunoenzimaticas.

Para la deteccion de los niveles de los biomarcadores (hierro y retinol), se realizé la
obtencion de la muestra mediante la técnica DBS, técnica que utiliza sangre capilar en
papel para la deteccion de cualquier analito, no es invasiva y requiere una minima cantidad

de sangre del dedo anular.

El estudio, conto con 70 participantes de 15 a 49 afios de edad (promedio 34 afios), con los
siguientes estados civiles: solteras 37/70 (53%), casadas 32/70 (46%) y divorciadas 1/70
(1%), demas segun los datos obtenidos, el 84% de las participantes refiere no usar ningun
método anticonceptivo o usan métodos que no las protegen de contraer la infeccion (por
ejemplo: uso de pastillas anticonceptivas, ritmo y dispositivos intrauterinos). También se
puede indicar que 63% de las participantes tiene en promedio 2 hijos, es decir que la

mayoria ha tenido al menos 1 embarazo a lo largo de su vida.

Los resultados del diagnéstico molecular de VVPH screening en las 70 muestras genitales,
mostro que el 57% (n=40/70) de las participantes fueron positivas a la infeccion. Toda vez
que el ensayo de screninng utiliza primer de consenso (MY09 y MY11) dirigidos a

amplificar la region conservada del genoma VPH y por lo tanto identifica todos los
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genotipos de VPH tanto alto como de bajo riesgo. A las 40 muestras positivas se procedio a
realizar la deteccion de VPH alto riesgo (prueba que identifica 14 genotipos de VPH de alto
riesgo oncogeénico 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52, 53, 56, 58, 59, 66 y 70), siendo el 63% de la
participantes positivas para este deteccion (25/40), estas muestras positivas fueron
analizadas para tipificar VPH 16 y 18 que son considerados los mas virulentos en el CC,
por lo que es importante su identificacion, de esta manera se tiene que el oncotipo con
mayor frecuencia es el tipo 16 (n=14/25) que corresponde al 56% de la poblacién, el 16%
de la poblacién presenta infeccion con el oncotipo 18 (n=4/25), solo el 8% de la poblacién
presenta coinfeccién con ambos oncotipos 16 y 18 (n=2/25). El 20% de las participantes
fue negativa para estos oncotipos, por lo que prevé que las otras variedades de VPH
oncogeénicos pueden estar presentes entre esta poblacién (31, 33, 35, 45, 52, 53, 56, 58, 59,
y 70).

En nuestro estudio, los niveles de Retinol que se obtuvieron tanto en las participantes
positivas y negativas para la infeccion con VPH estaban en parametros de normalidad en un
74% (media de 16 mg/dL) y no se establecié asociacion estadisticamente significativa.
Similares datos fueron encontrados en el estudio prospectivo de Erin et.al., en Brasil que
indica que no existiria asociacion significativa entre esta proteina y el VPH, y postula que
no existirian fuertes nexos entre estos nutrientes antioxidantes y la persistencia del VPH.
Sin embargo existe mucha discrepancia entre los resultados hallados en diferentes estudios,
De modo similar, este marcador en nuestro estudio no seria un factor causal para que se dé
el desarrollo de CC, ademas podemos percibir que aunque nuestra poblacién no tenga
buenos habitos de alimentacion, varios alimentos que se expenden vienen reforzados de
contenido de vitamina A, y este aporte tal vez puede ser suficiente para cubrir las

necesidades del nutriente en situaciones de infeccion activa.

La deteccion de Hierro se realizd a través de los marcadores Ferritina/receptor soluble
Transferrina, detectando que los niveles de este marcador se encuentran dentro de la
normalidad en un 74% y 77%, respectivamente. Se eligieron estos marcadores porque
valoran los depdsitos de hierro en el organismo (Ferritina), y la capacidad de captar al

hierro (receptor soluble de Transferrina “RsTf”) sin que se vea alterado su nivel por las

12



infecciones que pueda estar cursando el huésped (Stella Coy y cols). Dado que la Ferritina
también es un marcador de fase aguda, se puede encontrar elevada en las participantes por
otro tipo de infecciones, es por esta razon que para una mejor correlacion se realizd la
deteccion de hierro a través RsTf que no se ve afectado por esta situacion, en nuestro caso
ambas variables se correlacionaron en el estudio observando que no existié diferencias
entre ambos marcadores; es decir, que en las participantes que tenian déficit de hierro,
ambos marcadores se encontraban disminuidos. (Cascante, Quintana y Cols). Nuestro
estudio determino que el hierro no se encuentra asociado con la infeccion por VPH en
nuestra poblacion, pero es importante ampliar la poblacién en estudio estratificandola por

niveles de alteracion celular y observando si existe o no depuracion viral.

Los otros factores de riesgo como la multiparidad, habitos de fumar y consumo de alcohol
cuales no presentan asociacion con la presencia o0 ausencia VPH a diferencia del uso de
métodos anticonceptivos que estarian directamente relacionados con la posibilidad de

contraer la infeccién por VPH.

Finalmente el diagndstico de cancer cervical debe realizarse de manera integral tomando en
cuenta al agente patolégico, ambiente y huésped, de esta manera se lograra realizar un

tratamiento dirigido para cada caso en particular.
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I. INTRODUCCION

Las ultimas recopilaciones de los datos mundiales, indican que cada afio se producen en el
mundo alrededor de 500.000 nuevos casos de Céancer Cervical (CC); de estos el 80%
corresponde a los paises en desarrollo. Se estima que anualmente mueren 275.000 mujeres
por esta causa. En Europa el CC es la tercera causa de muerte por cancer en la mujer, en
Latinoamérica el CC es la causa de muerte méas frecuente en la poblacion femenina, con

aproximadamente 30.000 defunciones por afio ).

Nuestro pais no queda al margen de estos datos, se conoce que ocupamos el segundo lugar
de mortalidad por CC en Sudamérica. Segun la fundacion Boliviana Contra el Cancer en
nuestro pais fallecen a diario cinco mujeres a causa del CC y de cada 100,000 mujeres 60
presentan CC @. Un informe publicado por la OMS revela que en Bolivia el 90% de los
fallecimientos por Cancer Cervical antes de los 60 afios, corresponde a personas con
ingresos medio-bajos ®. Sin embargo estudios de caracterizacion del CC en nuestra

poblacion que expliquen las causas del desarrollo de la patologia son muy limitados.

La razon méas importante, que explica esta alta incidencia de CC, es la falta de un programa
eficaz de deteccion temprana y seguimiento, esencialmente en los paises en desarrollo.
Ademas, el diagnostico que se realiza en este programa es enfocado a identificar
alteraciones celulares y no aborda el problema de forma integral considerando al agente

infeccioso y al huésped ©.

Es conocido que la infeccion persistente por el Virus del Papiloma Humano (VPH) es la
causa principal de desarrollo de CC, representando un problema de salud importante en la
poblacion femenina. La infeccion persistente por VPH y sus genotipos oncogénicos estan
intimamente asociados con un subgrupo de canceres cervicales, vulvares, anales, peneanos,

de cuello y cabeza.

Aunque se han descrito mas de 100 genotipos circulantes de VPH, se han identificado
como oncogénicos los VPH tipol6, 18, 31,33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82,
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siendo el VPH tipo 16 el que se ha reportado en mas del 90% de los canceres cervicales en

diferentes contextos geograficos ©.

A la fecha no existe terapia antiviral anti-VPH, y el 85% de las infecciones producidas por
el VPH son controladas o eliminadas naturalmente por el sistema inmunitario competente
(la duracion media de la infeccion para los virus de alto riesgo es variable de 8 a 18 meses).
Sin embargo algunas de estas infecciones no son eliminadas/controladas, lo que conduce a
establecer una infeccion persistente, incrementando el riesgo de desarrollar lesiones
escamosas intraepiteliales de alto grado y finalmente desencadenar en transformacion
oncogénica o cancer ®. El sistema inmune en condiciones normales, es capaz de controlar
y eliminar la infeccidn por VPH debido a la accion de la inmunidad innata, la activacion de
mecanismos efectores antivirales de una respuesta tipo celular y la sintesis de anticuerpos

dirigidos principalmente a las proteinas de la capside del virion (L1 y L2).

De lo anterior se entiende que el funcionamiento del sistema inmune es vital para resolver
la infeccion y, por consiguiente, el aporte nutricional influye positivamente en la
inmunocompetencia y la resistencia a las enfermedades. El status inmunitario y el status
nutritivo son interdependientes y pueden deteriorarse simultdneamente dando lugar a una
mayor probabilidad de contraer infecciones y una baja actividad biolégica ©, lo que
conduciria a que el VPH se establezca como infeccién persistente desencadenando

finalmente el CC.

Una 6ptima nutricion conlleva a que exista una Optima respuesta inmunitaria contra la
infeccion por VPH, y por ende el control/eliminacion de la infecciéon. Toda vez que las
mujeres con bajo ingreso econémico podrian ser las més afectadas ), en este contexto es
importante evaluar el status nutritivo como marcador del status inmunitario y de esta
manera coadyuvar a que la poblacion femenina combata de forma efectiva/eficiente esta

infeccion ©.

Se ha reportado que entre los factores predisponentes para el desarrollo de CC se incluye el
hébito de fumar, el numero de embarazos, el numero de parejas sexuales,

inmunodeficiencias y deficiencias de las vitaminas A, E y C, 3-carotenos y otros nutrientes
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gue modulan la competencia inmunitaria anti-infecciosa @ Dado que cualquier
desequilibrio nutricional afectara en alguna medida la competencia del sistema inmune, las

vitaminas tienen un papel esencial en el mantenimiento de la funcién inmunitaria “%.

En nuestro pais, dadas las condiciones sociales y econdmicas bajas la poblacién presenta
indices de desnutricion elevados ©, lo que podria explicar el hecho de la alta incidencia de
infeccion por VPH y su persistencia ya que no existen procesos inmunologicos eficientes
que puedan controlar/eliminar la infeccion. En este marco, el presente trabajo plantea un
estudio piloto con enfoque integral del proceso infeccioso identificando factores biologicos
asociados al CC en nuestra poblacion. Para esto, plantea la identificacion de infeccion
activa por el Virus Papiloma Humano; la frecuencia de infecciones por oncotipos VPH 16 y
18, y la deteccion con biomarcadores nutricionales asociados con la inmunidad tales como
la vitamina A y el Hierro que actuarian en mecanismos de inmunidad innata y adaptativa

relacionados con la persistencia dela infeccion por VPH.
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Il. MARCO TEORICO
A. El Virus del Papiloma Humano

Los virus del papiloma humano (VPH o HPV del inglés human papilomavirus) mide entre
52 a 55nm, pertenece a la familia de los Papillomaviridae. Es un virus de estructura
eicosahédrica de 72 capsdmeras, sin capsula, posee un DNA circular de doble cadena de

aproximadamente 8 kb © 27,

ElI VPH es relativamente estable y aunque carece de envoltura, puede permanecer
infeccioso en ambientes himedos durante meses ©. Como todos los virus de esta familia,
los VPH solo establecen infecciones productivas en el epitelio estratificado de la piel y

mucosas de humanos, asi como de una variedad de animales 7.
B. Genoma del Virus del Papiloma Humano

Si se toma como modelo el VPH 16, es posible esquematizar el mapa genémico (Figura
N°1). El VPH presenta una estructura de aproximadamente 8000 pb destacando una regién
temprana (E) que codifica 7 proteinas, una regién tardia (L) que codifica 2 proteinas, una

region de control largo (LCR).

La LCR estd compuesta por 800 a 1000 pb, contribuye una region de control de la
regulacién genética de VPH, dentro de esta regién se encuentra en nicleo promotor p97
que regula la transcripcion de los marcos de lectura abiertos y es la region de mayor
variabilidad del genoma de VVPH @32,

La region L (casi el 40% del genoma) contiene dos marcos de lecturas que codifican dos
proteinas estructurales L1 mayor y L2 menor relacionados con el ensamblaje de las
particulas virales (proteinas de la capside). Estos genes se expresan en fases finales de la
infecciéon y su transcripciéon estd mediada por reguladores celulares de la transcripcion,

producidos solo cuando la célula escamosa se diferencia © /3234 35 36),
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Figura N° 1 Genoma del VPH (Revista Bio-Cancer. com 2012)

La region E (45% del genoma) codifica hasta 7 proteinas, con marcos de lectura que se
superponen, son genes regulatorios no estructurales y estan relacionados con el control de

la replicacion del ADN viral y la oncogénesis del virus & 732 34.35.36)

C. Estructura de Virus del Papiloma Humano
1. Proteina E1
El gen E1 es el méas grande y conservado del VPH encargado de codificar la proteina E1,

una helicasa hexdmerica dependiente de ATP, que participa en la replicacion del ADN

viral. Estas funciones helicasa y ATPasa hacen de esta proteina viral la Gnica con actividad

enzimatica G>7:32%),
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2. ProteinaE2

El producto del gen E es la proteina nuclear E2 responsable de regular la transcripcion y la
replicacion del ADN viral. La capacidad oncogénica de VPH reside en las proteinas E6 y
E7 cuya expresion depende de un gran nimero de factores celulares y la presencia de la

protefina viral reguladora E2 ®>7%) |

Estas son esenciales en el proceso de replicacion celular, controlando el nimero de copias
del virus, al unirse aumentan su afinidad por el DNA; su funcién depende en gran medida
del estado de diferenciacion celular y por esto sus mecanismos de funcion y transcripcion

no han sido claramente elucidados.
3. Proteina E4

El gen E4, esta dentro del marco de lectura de E2 y codifica la proteina E4, esta se expresa
a partir de un ARNm procesado de manera abundante durante las etapas tardias del ciclo

viral y la replicacion del ADN.
4. Proteina E5

El gen E5, codifica la proteina E5 de 84 aminoacidos, hidrofobica y de membrana, que se
encuentra principalmente en el reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi y la membrana
citoplasmatica; tiene la capacidad de transformar células de mamiferos. Esta proteina
hidrofébica de asociacion a membranas intracelulares, tiene como funcién principal
incrementar la actividad de los receptores de factores de crecimiento, como es el caso del
factor de crecimiento epidermal (EGFR) o el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFR) al unirse a una subunidad formadora de poros de la ATPasa vacuolar, cuya
subunidad forma el poro por el que pasan los iones H+ que acidifican el contenido de los
endosomas. De esta manera E5 inhibe la acidificacion de los endosomas en los

queratinocitos humanos #6719,
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La vacuola eucaridtica es un organelo central que interviene en numerosos pProcesos
celulares esenciales, como la internalizacién ligando receptor, asi como el reciclamiento del
mismo, el trasporte de proteinas recién sintetizadas en el reticulo endoplasmatico rugoso y
en la homeostasis de iones. La actividad de la ATPasa es acidificar el lumen vacuolar
necesario para que se lleve a cabo en forma adecuada los procesos que tienen lugar en este
organelo celular. Por tanto E5 inhibe el procesamiento de péeptidos antigénicos dependiente
de pH, altera la presentacion de antigenos a las células del sistema inmune, altera la

produccion y el procesamiento de protefnas recién sintetizadas ©".

La proteina E5 aumenta la vida de las células, ademas juega un papel importante en el
proceso de inmortalizacion por parte de las proteinas E6 y E7; (cuando se altera la proteina

E5 del VPH 16 se disminuye la capacidad de inmortalizacion de este hasta un 10%).

5. Proteina E6

El gen EG6, de aproximadamente 450 a 500 pb codifica la proteina E6 de 151 aminoacidos,
esta coopera con la proteina E7 en la inmortalizacion y transformacién de la célula
huésped. Durante la infeccion por VPH la proteina E6 juega maltiples papeles, se expresa
tempranamente durante la infeccion lo cual le confiere varias funciones que neutralizan los
sistemas de control del ciclo celular. E6 bloguea la apoptosis dependiente de p53
promoviendo su degradacion por la via ubiquitina, también origina la alteracion de la
transcripcion de genes celulares a través de la interaccion con p300 y CBP e incrementa la

vida celular mediante la sobre activacion de la telomerasa ¢%7.

La proteina p53 tiene por funcién controlar la progresion del ciclo celular monitoreando la
integridad del ADN, normalmente su concentracion en célula es baja, pero cuando se
detecta dafio en el ADN, p53 aumenta su concentracién al disminuir su tasa de degradacion,
una vez detectado el dafio p53 actta como factor de transcripcion induciendo la expresion
de genes necesarios para reparar el dafio, asi como proteinas encargadas de generar un paro
en la progresion del ciclo celular como p21 y p27 que son proteinas encargadas de regular

negativamente el ciclo celular al bloquear complejos ciclina/cdk; el aro del ciclo celular en

20



G1 tiene como finalidad dar tiempo a la célula para que subsane su dafio, pero si no es
reparable, p53 induce la apoptosis de la célula para evitar que el dafio pase a la

descendencia y se acumulen mutaciones que podrian llevar a la transformacion celular ©.

La degradacion de p53 por E6, es un proceso mediado por la proteina ligasa de ubiquitina,
para ello E6 requiere asociarse a esta proteina celular (E6-AP), reemplazando Mdm 2, que
en células normales no infectadas es quien degrada a p53. Este cambio reduce
drasticamente la vida media de p53 desde 20 minutos a 3 horas. De tal manera que la célula
no detiene su ciclo ante cualquier dafio de ADN y tampoco se induce la apoptosis para
eliminar a las células alteradas, lo que genera inestabilidad genética y permite acumular

mutaciones en diversos genes®®".
6. Proteina E7

El gen E7, de aproximadamente 300 a 320 pb codifica la proteina E7 de aproximadamente
100 aminoécidos, E7 tiene la mayor capacidad transformante y contribuye en gran manera a
la progresion carcinogénica, actia mediante la union a proteinas celulares supresoras de
tumores de la familia pRb (proteinas supresoras del retinoblastoma) involucrado en el

control de la replicacion celular 673,

La union de E7 a la forma activa de pRb induce la liberacién del factor de transcripcion
E2F-1, del complejo formado (pRb/E2F-1), E2F-1 libre activa la expresion de ciertos genes
necesarios para la progresion del ciclo celular independiente a la presencia de factores de
crecimiento externos, lo que promueve el progreso del ciclo celular hacia la fase S y por
tanto la replicacion celular. De esta manera se acumula el mecanismo de freno, que
asociado a la activacion de los complejos quinasas dependientes de ciclinas (cdk/ciclinas),
llevan a la desregulacion del ciclo. E7 también se asocia a otras proteinas supresoras de
tumores como pl07 y pl130. Estas interacciones son las que desregulan el ciclo celular,
potencializan la proliferacion, la inmortalizacion y finalmente provocan la transformacion

de la célula 673,
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7. Proteinas L

Los genes tardios L1 y L2 codifican proteinas del capside viral usadas en la produccion de
los nuevos virus. Las diferencias genotipicas entre los tipos de papiloma virus vienen
marcadas por los diferentes aminodcidos que constituyen la proteina L1 (proteina

estructural del virus que posee ademas efecto antigénico).
8. Proteinas L1y L2

La proteina L1 estd compuesta por 504 aminoacidos. El extremo amino lo componen los
primeros 19 aminoacidos que son altamente conservados entre los diferentes genotipos
sugiriendo que cumplen un papel fundamental en el ensamblaje. L1 es la proteina
mayoritaria que conforma la cépside, se expresa después L2. La céapside contiene 360
copias de L1 y aproximadamente 12 copias de L2, organizados en 72 capsdmeros de una
particula icosaédrica. Estas dos proteinas solo se producen en queratinocitos diferenciados

de la capa superficial del epitelio, donde se producen particulas virales maduras © & 7.
D. Replicacion y Patogenia del VPH

El ciclo de los VPH esta estrechamente ligado al crecimiento y diferenciacion de las células
epiteliales hospederas (Figura N°2). EI VPH inicia su ciclo productivo infectando a las
células poco diferenciadas de las capas basales del epitelio, donde inicia la transcripcién de
sus genes. La forma en que el VPH alcanza las células de los estratos bajos del epitelio es a

través de lesiones, micro-heridas y abrasiones del tejido.

El virus se une a su célula blanco a través de un receptor de membrana, la molécula 6-
Integrina. Una vez ocurrida la infeccion el virus se establece dentro del nucleo de las
células basales. EI DNA viral permanece en estado episomal (circular) fuera de los
cromosomas del hospedero, replicandose a niveles muy bajos en coordinacion con la

division celular G2,
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Figura N° 2 Mecanismo de ingreso del Virus del Papiloma Humano
(José Sanabria Revision bibliografia VPH 2009)
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Cuando las células infectadas se diferencian y migran desde la capa basal hacia el estrato
espinoso del epitelio, la replicacion viral se estimula, produciendo la acumulacién de
viriones dentro del nucleo. El anélisis de las moléculas de ARN mensajero viral durante las
diferentes etapas de diferenciacion de las células infectadas demuestra que la expresion de
los genes tempranos ocurre a lo largo de todos los estratos epiteliales, sin embargo la
expresion de los genes tardios se observa Unicamente en los queratinocitos totalmente
diferenciados de los estratos méas superficiales, donde también ocurre el ensamblado de las
capsides virales que dan lugar a la formacion de viriones, que al parecer siguen fases bien
definidas pero variables en la infeccion transitoria y en el desarrollo de lesiones
premalignas y malignas del cuello uterino que se han determinado por medio de

marcadores celulares ©V,
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Los VPH no presentan una fase litica, por lo tanto se valen de las caracteristicas propias de
las células que los albergan para propagar su progenie, la cual es liberada cuando las células

terminales del estrato corneo sufren un proceso de descamacion ©%.

Cuando se estudian las lesiones histoldgicas y los marcadores moleculares, en un mismo
tipo de lesion histolégica puede mostrar diferentes marcadores, y en dentro de una misma
biopsia pueden haber diferentes expresiones. Estas anomalias tempranas en el ciclo viral
pueden desencadenar el desarrollo de lesiones NIC o del CC. Es decir, los marcadores
moleculares pueden constituir técnicas adecuadas para mejor predecir el futuro de las

lesiones G432,

E. Clasificacion de los Virus del Papiloma Humano

Se han identificado alrededor de 100 tipos diferentes de VPH, la mayoria de los cuales no
causan ningun sintoma en la mayor parte de la gente. Algunos tipos de VPH pueden causar
verrugas o condilomas, mientras otros pueden generar infecciones subclinicas, que pueden
(en una minoria de casos) dar lugar a cancer cervical, cancer de vulva, vagina en mujeres, 0

cancer de ano y pene en varones®"?®.

Desde la 6ta década del siglo XX cuando ZurHausen® estableci6 la posible relacion en el
VPH vy el cancer del cuello uterino se han identificado méas de 100 tipos virales y 85 se han
caracterizado hasta la fecha, pero solamente 15 se han relacionado con el cancer el cuello
uterino y las lesiones premalignas de esta localizacion y de otras zonas mucosas. Son los
denominados virus del alto riesgo, que tienen alto potencial oncogénico. Un tipo se
diferencia de otro en que los aminoéacidos estructurales de la proteina mayor L1 de su

capside, presentan una diferencia secuencial superior al 10%9,

Los VPHs se clasifican en cutaneos y mucosos (Tabla N°1). Los tipos de VPH mucosos
asociados con lesiones benignas (tipos 6 y 11 principalmente) son conocidos como tipos de
""bajo riesgo™ y se encuentra preferentemente en los condilomas acuminados, mientras que
aquellos tipos asociados a lesiones malignas (tipos 16, 18, 30, 31, 33, 35, 45, 51 y 52,

principalmente) son conocidos como virus de *"alto riesgo™.
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Entre ellos, los VPH 16 y 18 son los oncogénicos mas comunes, que causan
aproximadamente el 70 % de los canceres cervicales en todo el mundo. Otras
clasificaciones menos estrictas incluyen a los tipos 56, 58 y 59, 68, 73 y 82, y los tipos 26,

53y 66 como probablemente carcinogénicos 2.

Tabla N° 1 Diversidad de Virus del Papiloma Humano y su asociacion clinica.

HPV GENOTIPOS LESION ASOCIADA
Cutaneos 1,2,3,4,10,26,27,28,29,50. Verrugas comunes de la piel.
Cutaneos 5,8,9,12,14,15,17,19,20, Lesiones cutaneas benignas y malignas
21,22,23,24,25,36,47. en pacientes inmunodeprimidos.
Cutaneos 6,65. Lesiones cutaneas benignas verrugas
pigmentadas.
Cutaneos 7,40,43,48. Lesiones cutdneas de bajo riesgo,
neoplasia intraepitelial de pene.
Mucosos 26,53,69. Lesiones benignas en mucosas.
Mucosos 18, 39, 45, 57, 59, 68, 16, 30, 31, Lesiones malignas de alto riesgo en
33, 34, 35, 51, 52, 56, 58, 62, 64, | mucosas
66, 67.
Mucosos | 6, 11, 13, 32, 42, 44,54, 55, 70, 74. | Lesiones benignas en mucosas genitales,
condilomas, papilomas faringeos.

Revista médica 2005, Cuba.

F. Sistema Inmune en el Cancer Cervical

La respuesta inmune estd considerada como un mecanismo efector en la resistencia a los
tumores y esta relacionada desde la fase de iniciacién hasta el crecimiento y progresion de
éstos ®¥ (Figura N°3). Importantes evidencias sugieren que el sistema participa en la
eliminacion de las células malignas que aparecen en el huésped, probablemente, como
resultado de mutaciones espontaneas, exposicion a carcindgenos del medio ambiente y

activacion viral.

Ademas, tiene una crucial implicacion en la progresion de tumores ya establecidos, son mas
agresivos, generalmente, en aquellos pacientes que sufren inmunodepresion %. Numerosos
reportes establecen que en la respuesta del huésped a la infeccion causada por VPH
(Infeccién que progresa a cancer) intervienen tanto los componentes celulares como

humorales del sistema inmune & 404142, 43.44)
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Figura N° 3 Respuesta inmune antitumoral

(Inmunologia clinica 2010) exa.unne.edu.ar/bioquimica/inmunoclinica/documentos/Tumores.

Las células malignas derivan de tejidos normales que han sufrido transformaciones que
conllevan a la célula a una proliferacion incontrolada asociada a cambios en el metabolismo
y la diferenciacion celular, dichas células transformadas invaden tejidos vecinos y con

frecuencia colonizan sitios distantes al tejido de origen, fendmeno conocido por metastasis.

La respuesta inmune celular local detectada en estas lesiones se caracteriza por un
moderado infiltrado y una invertida y disminuida relaciéon Th/Tc (CD4/CD8), con
capacidad de proliferacion disminuida “®. Actualmente se ha detectado un desbalance en el
patrén de interleuquinas Th1/Th2, dado por un aumento en las interleuguinas (IL) tipo Il
(IL-4, IL-5, IL-6, IL-10), supresoras de la respuesta inmune celular y una concomitante
reduccion en las interleuquinas tipo | (IL-2, INF-y) en muestras VPH positivo. Diversos
estudios muestran un incremento en la concentracion de IL-10 y una disminucion del IFN-
gamma, tanto al nivel transcripcional como proteico. Estas alteraciones traen como
consecuencia una pérdida del control sobre determinados genes del VPH 16 y VPH 18 y

una desregulacion en los mecanismos de presentacion antigénica, la expresion de los
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antigenos leucocitarios humanos (HLA) se muestra reducida o ausente. En esta entidad

existe una ausencia parcial o total de celulas de Langerhans, consideradas como las

presentadoras de antigenos fundamentales en la respuesta inmune contra el tumor 3 44 4

46)

Normal apithalium Carcinoma in situ

Macrometastasis

Figura N° 4 Desarrollo tumoral

(Inmunologia clinica 2010) exa.unne.edu.ar/bioquimica/inmunoclinica/documentos/Tumores.

El infiltrado inflamatorio tumoral relacionado con el carcinoma cervical esta formado por
linfocitos, macrofagos y eosindfilos, estos Gltimos ocupan el 40 % del infiltrado. Ciertas
interleuquinas como la IL5, e indirectamente la IL4, tienen efecto en la quimiotaxis de los
eosindfilos. Ademés de la produccién de interleuquinas por las células tumorales, los
linfocitos T y los macréfagos producen estas interleuquinas lo que induce a pensar que el

infiltrado de eosinéfilos refleja una respuesta Th2 “>#®) (Figura N°4)

El IFN-y y la IL-2, propios del patron Thl, son esenciales en la respuesta antitumoral. La
IL-2 es el elemento fundamental en la cascada de interleuquinas liberadas durante la

respuesta inmune. Aunque muchos linfocitos la producen, son los Th las células
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productoras por excelencia, en este sentido, la reduccion de las células CD4 es

significativo, de lo cual resulta una disminucion de la respuesta citotéxica®®.
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Figura N° 5 Evolucion oncogénica

(Inmunologia clinica 2010) exa.unne.edu.ar/bioguimica/inmunoclinica/documentos/Tumores.

El reconocimiento antigénico de las células con capacidad citotoxica esta mediado por
receptores. En los linfocitos T este receptor recibe el nombre de "TCR", el cual esta
formado por un heterodimero de cadenas ab/dg y por 4 cadenas (e, d, g, €), que en su
conjunto son reconocidos como "CD3". Estos receptores se encuentran asociados, a su vez,

con 2 cadenas "zetas ", que son las responsables de la transmision de las sefiales de

activacion al interior de la célula. Estas cadenas zetas también se encuentran presentes en el

receptor para antigenos de las células asesinas naturales (NK) “4.

Recientes estudios moleculares han evidenciado una disminuida expresion del dimero
formado por la cadena zeta, tanto de linfocitos T como células NK, lo que contribuye a la
ineficiencia de los mecanismos efectores del infiltrado linfocitario presente en las lesiones
de esta localizacion. Estos procesos son regulados por factores locales derivados de las
células tumorales. Al existir un desbalance de interleuquinas en el microambiente de estas

lesiones, pueden detectarse ciertas afectaciones al nivel transcripcional® %) El infiltrado
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linfocitario presente en las lesiones de cuello uterino refleja una respuesta inmune

ineficiente.

Aungue se acepta generalmente que los linfocitos T desempefian una funcién principal en
la inmunidad especifica contra el tumor, existen evidencias que las NK proporcionan una
resistencia temprana contra las infecciones virales, el crecimiento de tumores y de
metéastasis. Los estudios en pacientes con cancer de cervical muestran que las funciones NK
estan deterioradas en todos los estadios y que, una vez infectadas las células por el VPH, se
vuelven resistentes a la lisis por las NK.

G. Respuesta Inmune contra el Virus del Papiloma Humano

En condiciones normales, el sistema inmune es capaz de controlar y/o eliminar mas del
90% de la infeccidn por accion de la inmunidad innata, la activacién de una respuesta tipo
celular y la creacion de anticuerpos dirigidos principalmente a las proteinas de la capside
del virion (L1 y L2). A pesar de toda la maquinaria de proteccion inmune del hospedero, el
virus posee estrategias de evasion, conservando un numero reducido de copias en las
células basales proliferantes y aprovechando la corta vida natural del queratinocito. La
respuesta inmune que gatilla el VPH en el organismo es pobre, si se la compara con la que
provocan otros tipos de virus. El ciclo de la infeccion por VPH se relaciona estrechamente
con el ciclo de su célula huésped, el queratinocito; el VPH penetra las células suprabasales
del epitelio del cuello uterino y mantiene un programa de transcripcion viral reprimido en

sus genes tardios, L1y L2, que son los inmunégenos mas potentes del VPH @4 %),

Esta represion permite al virus escapar de la vigilancia y respuesta inmune del huésped.
Esto es diferente a lo que ocurre en algunos modelos animales, en los que la infeccion por
VPH es rapidamente erradicada, debido a la expresion de L1 y L2 en todas las capas del
epitelio infectado, lo que provoca la llegada de multiples efectores de la respuesta inmune,
como células presentadoras de antigenos y linfocitos T, a la zona de la infeccion “®. La
respuesta inmune contra los virus esta dada tanto por la respuesta inmune celular como por

la humoral.

29



1. Respuesta inmune innata contra VPH

La primera linea de defensa en las mucosas contra la infeccion por VPH es la repuesta
inmune innata (RII) en la que se desencadena una serie de respuestas inespecificas
acompafiadas de procesos inflamatorios, quimioatraccion de neutréfilos, activacion de
macréfagos, intervencion de células asesinas naturales (NK), citocinas, anticuerpos
naturales, e incluso del sistema del complemento, que formaran una primera barrera
defensiva de inmunidad inespecifica. Poco después, la RIl interactia con la respuesta
inmune adaptativa (RIA) e inicia la respuesta especifica con linfocitos T y B. Un gran
eslabon para ambos tipos de respuesta es la participacion de las células presentadoras de
antigenos (CPA).
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Figura N° 6 Respuesta inmune en la infeccion por VPH

(Olga Rincon, Virus del papiloma humano, respuesta inmune y cancer cervical: una relacién compleja)

Las células reticulares de Langerhans (LC), y algunos queratinocitos funcionan como
células presentadoras de antigenos (CPA). Estas celulas fagocitan las particulas virales para

digerirlas en endosomas y comenzar un proceso de activacion, que incluye la presentacién
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en superficie de cadenas polipeptidicas del antigeno junto con HLA clase Il, CD40 y B7,

asi como la migracion a los ganglios linfaticos locales “* %839 (Figura N°6)

Las LC junto con el HLA, moléculas coestimuladoras (CD80, CD86 y CD40), y citoquinas
como IL-12 o IL-10, activan los LT nativos y dirigen su diferenciacién hacia células
efectoras “®. La informacion adquirida por las células dendriticas (DC) dirige la inmunidad

mediada por LT ayudadores o citotéxicos, Thl o Th2. “

Las células NK inducen la apoptosis de las células infectadas por el virus y de las células
tumorales, gracias a los activadores e inhibidores de los receptores killer (KIR). Asi se da la
unién entre KIR y el alelo especifico de HLA clase I, complejo que es reconocido y que
regula la inmunidad mediada por las NK. Las células normales que expresan abundantes
moléculas de HLA clase | son reconocidas por KIR e inhiben la activacion de las NK; en
células infectadas por virus y células tumorales la expresion del HLA disminuye, llevando a

sé %) | as LC son células dendriticas

la activacion de las células NK y a la citolisi
inmaduras de origen mieloide que residen en el epitelio escamoso, incluyendo piel y
mucosa genital. Las LC reconocen agentes patogenos, capturan antigenos por
micropinocitosis 0 receptores de manosa, procesan las proteinas capturadas y las
transforman en péptidos inmunogeénicos, migran del tejido a los nddulos linfaticos y
presentan los péptidos en el contexto de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad a los linfocitos T, iniciando asi la respuesta inmune antigeno

especifica.
a. Citoquinas

Cuando se produce dafio en el tejido, el sistema inmune innato envian sefiales que, junto
con las células dendriticas (DC), inician la coordinacion de: células efectoras del sistema
inmune como monocitos, macrofagos, polimorfonucleares (PMN) y células NK para la
proteccion del tejido mucoso. Su activacion induce la produccion de moléculas

coestimuladoras como las defensinas, interleuquinas (IL), interferones (IFN), factor de
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crecimiento transformante (TGF) y factor de necrosis tumoral (TNF), los cuales ejercen un

control directo sobre las células infectadas “® 647,

Cuando se activan, los linfocitos CD4+ se especializan, diferencidndose a su vez en
linfocitos efectores, que se distinguen por el tipo de citoquinas que producen, de modo que
si predomina la IL-12, se promovera la diferenciacion hacia una via Thl que inducira la
activacion y proliferacion de los linfocitos T CD8+ citotdxicos, la produccion de IL-2, e
interferén-y; por el contrario, si en el contexto local no se expresa IL-12, se promover la
via Th 2 que inducira la activacion y expansion de linfocitos B, los cuales evolucionaran,
diferenciandose, hacia células plasmaticas productoras de anticuerpos (Ac) frente a las
proteinas virales; por otra parte, se inducird expresion de interleucinas del tipo 1L4, IL5,

IL6, IL10. La IL-10, tiene efecto supresor en la inmunidad mediada por células “> 9.

Por otra parte el TGF-B, FNT, y los IFN tipo I (interferén o y B), son productos de varios
tipos de células epiteliales y tienen capacidad para inhibir la proliferacién de los
queratinocitos normales e infectados con VPH, asi como también tienen la capacidad de
inhibir la expresion de los genes E6 y E7 del VPH. EI TGF-B1 puede ser un regulador
autocrino de la expresion génica del VPH de las células epiteliales. FNT producido por los
queratinocitos puede tener efecto antiproliferativo en las células infectadas por VPH
bloqueando el crecimiento en GO y G1 del ciclo celular. Los receptores solubles tipo | y 11
de FNT en suero se encuentran elevados en pacientes infectados con VPH 16 6 VPH 18

asociados a carcinoma cervical “® 49,

Sin embargo, la genética de HLA puede también influir en la susceptibilidad a la infeccion
0 la capacidad de eliminar el VPH y del CC es un problema mundial entre las mujeres, y
mas aun en nuestro pais que ocupa el segundo lugar en Sudamérica con mayor incidencia
de CCU “%) Un estudio de casos y controles realizado en Montreal muestra que el alelo
B7 y haplotipos que lo contienen (B7-DQB1*0602, B7-DRB1*1501-DQB1*0602)
confieren proteccidn para el desarrollo de NIC 11, aunque existe mucha discrepancia entre
varios estudios realizados indicando que el alelo B7 tiene un efecto de riesgo/suceptibilidad
para desarrollas CC.
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Actualmente se realizan camparfias de prevencion en las cuales no se contempla que el 85%
de las infecciones por VPH (agente causal del CC) son resueltas cuando existe una optima
inmunocompetencia, es decir que el sistema inmune es capaz de resolver de manera eficaz

la infeccion.
2. Respuesta inmune celular contra VPH

Una vez que las CPA estan activadas, son reconocidas por linfocitos T CD4+, que seran
activados, Unicamente si existe reconocimiento de todas y cada una de las moléculas de
superficie implicadas: HLA clase 1l a través del propio CD4, el polipéptido viral mediante
el TCR, CD40 a través de CD40 ligando y B7 mediante CD28.

Una vez activados, los linfocitos T y B deberéan reconocer a las células infectadas, de esta
manera los LT lo haran en el contexto del HLA clase I, de lo contrario, no se producira el
proceso de expansion clonal necesario para la elaboracion de una respuesta inmunolégica
eficaz. Los LT CD8 tendran la capacidad de actuar frente a la infeccion viral establecida,
mientras que las células B plasmaticas produciran anticuerpos contra las sucesivas

infecciones por \VPH (4% 46:47.48.50)

La mayor parte de linfocitos T (LT) en el epitelio cervical pertenecen al subgrupo de
supresor/citotoxico CD8 y, en menor cantidad, al subgrupo de ayudante/inductor CD4,
ambos se pueden encontrar en las capas basicas del epitelio escamoso y también pueden
estar en grandes nimeros en la zona de transformacion ecto-cervical. La expresion de la

molécula CD25 (receptor de IL-2) es un signo conocido de activacion celular.“®

En mujeres sanas, el estimulo de los linfocitos periféricos es dado por los fragmentos de los
antigenos tempranos E6, E7, y por los antigenos tardios L1 del VPH que inducen la
proliferacion de células especificas, sobre todo células de memoria. Una infiltracion celular,
dada esencialmente por CD4 a la porcién C terminal de E2 y macréfagos, con frecuencia se
encuentra en condilomas bajo la regresién espontanea, mientras en pacientes con

inmunodeficiencia celular adquirida o iatrogénica se observa un mayor predominio de
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lesiones relacionadas con VPH, asi como una mayor progresion hacia lesiones

preinvasivas. 349

A nivel de cérvix un infiltrado leucocitario a expensas de CD4 favorece la regresion. Pero

el predominio es de CD8 puede significar persistencia y la progresion de la infeccion viral
(46, 46, 50, 51)

Las respuestas generadas por la célula T, después de la infeccion, podrian desempefiar un
papel de proteccién contra la progresion de la infeccion y lesiones tempranas. Deberia
entonces considerarse el desarrollo de inmunoterapias que vayan dirigidas a la estimulacion
de los linfocitos T CD4+ para el manejo de la enfermedad preinvasiva. Las células T
activadas inicialmente al contacto con el Ag pueden controlar el reto inicial del virus, pero
estas mueren y hay una diferenciacién de subclases (memoria), las cuales conforman la

respuesta inmune tardia. %

Los LT frente a los oncogenes de VPH en neoplasia cervical, se ha centrado en gran parte
en la actividad de los LT en sangre periférica. Asi, LTh, LT citotoxicos (CTL), interferon y
el HLA demuestran actividad de E7 en bajos niveles en pacientes con lesiones o canceres
VPH-persistentes. Los LTC son mas abundantes en el sitio de la exposicion al Ag y tienen

un papel critico en la respuesta y evolucion.
3. Respuesta inmune humoral contra VPH

En seres humanos se ha demostrado la presencia de anticuerpos especificos contra VPH.
Entre 50% y 60% de las mujeres infectadas por VPH tienen anticuerpos contra VPH 16. En
pacientes portadoras de NIC |11 asociados a VPH 16 positivo se detectan anticuerpos contra
proteinas de la capside, sin embargo en canceres invasores VPH 16 positivo, en los que se
estdn expresando proteinas tempranas y no viriones, no siempre se detectan anticuerpos
contra VPH.
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Estudios de sero-reactividad sugieren que los anticuerpos contra la capside son inducidos
durante infecciones graves o persistentes de VPH y se pierden levemente una vez terminada
la infeccidn productiva. Los anticuerpos contra la capside, por lo tanto, no son marcadores
confiables de infecciones por VPH 16, recientes o pasadas, en un individuo. En cuanto a
anticuerpos contra proteinas tempranas, las proteinas tempranas de VPH comprenden seis
de las proteinas codificadas por estos virus, éstas se expresan en forma coordinada y no se

expresan en los viriones maduros “* 464850,

H. La interaccion Sistema Inmune — Nutricidon- Infeccion

La interaccion entre nutricion e inmunidad es un fendmeno apasionante, complejo y
bidireccional; los alimentos en general y los nutrientes en particular, ejercen un papel
importante en el desarrollo y preservacion del sistema inmune, por ello cualquier
desequilibrio nutricional afectara en alguna medida la competencia del sistema inmune. ®?
(Figura N°7). El primer efecto, y quizd el méas significativo, de la nutricion sobre la

inmunidad tiene lugar durante el desarrollo de las células del sistema inmune.

Mutricion Inmunidad

Los vinculos entre la nutricion vy la
inmunidad son complejos y no se
comprenden del todo. Un concepto
bdsico importante es el cardcter
bidireccional de esta interaccidn.

Figura N° 7 Nutricion e inmunidad

(Nicolas Chave, Nutricién e inmunidad).

Este desarrollo se produce durante la vida intrauterina, pero va seguido de un importante
periodo de maduracion poco después del nacimiento, que continla a lo largo de toda la
vida. El zinc, las proteinas, los aminoacidos esenciales, la vitamina A y el cobre son
algunos ejemplos de nutrientes que pueden comprometer el desarrollo del sistema inmune

en caso de una carencia nutricional. Estudios han permitido comprobar que ciertas
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vitaminas, minerales poseen un papel esencial en el mantenimiento de la funcién
inmunitaria. Se conoce que las deficiencias por los micronutriente como el hierro, el zinc y
la vitamina A debilitan la respuesta inmunitaria y por ende llega a ser poco eficaz contra las

infecciones y respuesta antitumoral.“ %%

Mutricion
Patdgeno Inmunidad

Si se tiene en cuenta el agente
patdgeno espectiico o la célula
neopldsica que desencadena la
respuesta inmune, la interaccicn

se manifiesta incluso mds compleja .

Figura N° 8 Nutricion inmunidad y patdgeno

(Nicolas Chave, Nutricién e inmunidad)

Son muchos los estudios que demuestran que una dieta equilibrada refuerza el sistema
inmunoldgico. A continuacion se indican cuales son los nutrientes que afectan directamente

al sistema inmunitario.

El aporte de energia debe ser el correcto: ni por encima ni por debajo de las
recomendaciones. El aporte excesivo de energia afecta a la capacidad del sistema
inmunoldgico de combatir infecciones, puesto que la obesidad estd ligada a una mayor
incidencia de este tipo de enfermedades. Se sabe que las personas obesas tienen mayor
incidencia en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y éstas se hallan vinculadas a

trastornos inmunitarios.“®

La funcion inmunoldgica también se ve alterada en personas que ingieren dietas por debajo
de las 1.200 kcal o dietas mas ricas en aporte de energia pero desequilibradas. Por lo que
respecta a las grasas, una dieta baja en grasas también favorece la salud del sistema
inmunitario. Pero no s6lo es importante la cantidad, sino también la calidad de estas grasas.
Conviene incluir en la dieta pescado azul, frutos secos, aceite de oliva, girasol, soja o linaza
para asegurar un aporte equilibrado de diferentes grasas esenciales para la salud.(Tabla
N°9)
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Tabla N° 2 Relacion de vitaminas y nutrientes cuya vinculacion con el sistema

inmunitario ha sido cientificamente demostrada.

(MontseVilaplana I Batalla, Nutricién y sistema inmunitario)

NUTRIENTE FUNCION INMUNITARIA FUENTE ALIMENTARIA
Aumenta la produccion de Interferon | Guayava, kiwi, mango, pifia,
especialmente con actividad antiviral. meldn, fresas, citricos, verduras

VITAMINA C Necesaria para formar colageno (contribuye al | de la familia de la col, hortalizas.
mantenimiento de las barreras naturales contra las
infecciones)

Aumenta la respuesta inmunoldgica (en pacientes | Aceite de germen de trigo, aceite

VITAMINA E inmunodeprimidos se demostré que tras su | de soya, cereales de grano entero
administracion aumentaba la respuesta | (pan, arroz), aceite de oliva
inmunoldgica)

Desempefia un papel esencial en las infecciones y | Higado, mantequilla, nata,

VITAMINA A en el mantenimiento de la integridad de la | verduras de color verde o de
superficie de las mucosas coloracién rojo anaranjado.

La carencia de vitamina B/Ac. Fdlico suprime la | Vitaminas del complejo B
respuesta de algunos linfocitos, lo que a su vez | (alimentos de origen vegetal:
COMPLEJO B- o S, .
ACIDO FOLICO | 2compaiia de una disminucidn de anticuerpos. verduras, frutas, legumbres).

Acido félico (Verduras de hojas
verdes, legumbres).

FLAVONOIDES

Antioxidantes presentes en numerosos vegetales,
algunos potencian la accidn de la vitamina C.

Verduras de la familia de la col,
verduras de color verde, frutos
rojos, moradas, citricos.

El déficit de hierro es relativamente frecuente y
afecta a mujeres jévenes y embarazadas; disminuye

Higado, pescado, huevos

HIERRO . ) L o

la proliferacion (multiplicacion y crecimiento)

celular y respuesta inmunoldgica.

Su carencia afecta primordialmente a drganos | Mariscos, higado, semillas de
ZINC linfoides. calabaza, quesos curados,

legumbres y frutos secos.

El déficit de selenio afecta a la inmunidad | Carne, pescado, mariscos,
SELENIO reduciendo la actividad bactericida, la respuesta de | cereales, huevos, frutas y

anticuerpos frente a diversos toxicos y el desarrollo | verduras.

de linfocitos.

I. El Retinol en el Sistema Inmune

La Retinol desde los dias de su descubrimiento fue conocido popularmente como una
vitamina antiinfeciosa, teniendo en cuenta que su hipovitaminosis provoca una
inmunocompetencia deficiente y un incremento de la susceptibilidad duracién y gravedad
de las infecciones. NUmeros estudios experimentales y clinicos han reportado la relacion

sinergistica entre la Retinol y la infeccion, basandose en dos mecanismos fundamentales:
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e Afectaciones en las barreras epiteliales que provocan alteraciones en la
diferenciacion celular y permiten la entrada de agentes infecciosos.
e Afectaciones del sistema inmune que producen una respuesta ineficiente a la

infeccion.

Muchas infecciones inician con la invasién local de la superficie epitelial como en el caso

del VPH, estudios recientes han indicado que la suplementacion con vitamina A deben

realizarse con precaucion pues puede estar asociada con una activacion viral que puede
(3)

conducir a efectos inmunoldgicos adversos (aspectos que aln se estudian)

©  Acddos grasos poliinsaturados (PUFA)
©  Antioxidantes, IGON proteico -
©O Glutamina, is , hierro

O Luteina, genisteina

© Leptina, vitamina E, PUFA

O Lutena. vitamina A ierro

Figura N° 9 Puntos clave de la modulacion nutricional

(Nicolas Chave, Nutricién e inmunidad)
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También se ha visto que los retinoides estan relacionados con la expresion génica y la
sintesis de glicoproteinas estructurales de las células epiteliales, como las mucinas y
queratinas, aspectos que pueden justificar las afectaciones que se producen en las mucosas

por la deficiencia de vitamina A ®4°°).
1. Retinol en la respuesta inmune celular

La respuesta linfoproliferativa de células frente a mitogenos ha sido estudiada en
hipovitaminosis donde la deficiencia en la sintesis de acidos nucleicos y la respuesta a
mitdgenos se ha asociado con defectos en la sintesis de glicoproteinas de membrana que
forman parte de la membrana de los linfocitos, lo cual incide desfavorablemente en la

respuesta mediada por células ©°.

En sangre periférica, la afectacion de respuesta mitdgena de células T no se convierte en
aparente hasta que exista una deficiencia de vitamina A bien establecida. La deficiencia de
Retinol reduce la actividad de las células NK, disminuye la produccion de interferon,
reduce la efectividad de la actividad de los macrdéfagos que fijan grasa y disminuye la
respuesta de linfocitos estimulados por mitégenos. Provoca defectos en la barrera cutanea
(metaplasia escamosa), linfopenia, disminucion de la produccion de anticuerpos,
disminucion de las respuestas Th2, disminucion de la maduracion de los neutrofilos y de
los macréfagos, todo esto conllevaria a que se produzca un aumento a la sensibilidad a las

infecciones .

2. El Retinol en la respuesta celular de los linfocitos T

El &cido retinoico controla la diferenciacion de varios tipos celulares, aunque los
mecanismos implicados en el desarrollo de la célula T todavia no se han dilucidado

plenamente.

Las mdaltiples etapas del desarrollo de los timocitos a linfocitos T maduros estan marcadas

por: la adquisicion de un fenotipo de célula madura, su proliferacién y el rescate selectivo
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de determinados timocitos de la muerte celular. Se ha comprobado como el &cido retinoico
inhibe la maduracién timica, manteniendo a los timocitos en un estadio de inmadurez
caracterizado por el fenotipo CD3(-) CD4 (-). Es decir, la supervivencia selectiva, la muerte
celular y la conversion fenotipica son eventos que pueden estar regulados muy finamente

por estimulos extracelulares como el &cido retinoico (48.49),

A pesar de la influencia teratogénica del &cido retinoico sobre el desarrollo timico en
humanos y en roedores “in vivo”, su papel en la diferenciacion de la linea linfoide T aun
no ha sido suficientemente establecido, aunque cada vez se estdn encontrando mas
evidencias del papel del acido retinoico en el desarrollo timico. Se ha demostrado la
expresion de los genes RAR en células estromales del timo, y en células linfoides

(precursores timicos doble negativos CD4(-) CD8(-)“®4). .

La adicion de acido retinoico a células estromal estimicas doble negativas, produce una
reduccion significativa de los timocitos doble positivos (CD4+CD8+). Esta reduccién en la
maduracion de las células doble positivas causada por el &cido retinoico puede también
reflejarse en su capacidad de reducir una fuente de células en expansion “in vivo” y
proporcionar asi un mecanismo de regulacion del ndmero de células viables para la
subsiguiente seleccion. EIl proceso de maduracion timica también puede ser regulado por
acido retinoico debido a una inhibicién de la apoptosis timica inducida a través de CD3 asi,
el control fisiologico del balance proliferacién/apoptosis por el acido retinoico minimizaria
la expansion clonal aberrante sin comprometer la eficacia de la misma. La desregulacion de
estos procesos seria responsable de los efectos teratogénicos de los retinoides resultando en
hipoplasia timica asociada con deplecion timica y deterioro del desarrollo, funcionalismo

celular de la linea T. “84952),

3. Activacion de las células de estirpe T por retinoides
Se ha demostrado que los retinoides pueden ser cofactores importantes en la activacion de
células de linaje T. Sobre timocitos humanos se ha visto que el &cido retinoico mejora la

respuesta proliferativa mediante un incremento de la expresion del receptor de la IL-2, que
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aumentaria la proliferacion celular via IL-2/IL-2R. Aparentemente, el &cido retinoico
incrementara la expresion del receptor de la IL-2 sobre timoblastos pero no sobre blastos de
linfocitos periféricos. Estas diferencias, junto con la observacion que los timoblastos han
reducido generalmente su respuesta proliferativa a IL-2 cuando se comparan con blastos de
linfocitos periféricos, indican una diferencia fundamental en la regulacion de los receptores
de IL-2 y la utilizacién de la IL-2 por los linfoblastos derivados de los dos compartimentos.
En ambos casos las celulas que proliferaron fueron predominantemente CD8(-), CD4(-), lo
que concuerda con los datos que demuestran que son las células CD4 las que producen
principalmente la IL-2 durante la estimulacion inmune, pierden rapidamente la capacidad

de responder a IL-2, quizas para limitar su propio crecimiento “84°%2

Se ha demostrado que el acido retinoico aumenta la expresion de las dos cadenas inducibles
del receptor de la IL-2: IL-2R alfa e IL-2R beta. En la cadena IL-2R alfa se observa que el
aumento de su expresion se asocia al mantenimiento normal de su estabilidad. También se
ha confirmado el aumento de expresion de proteina y de transcritos de mRNA de la otra
cadena inducible del receptor de la IL-2 (IL-2R beta). Por el contrario, en linfocitos de
sangre periférica el acido retinoico parece no mediar una respuesta proliferativa por no
verse afectado el receptor de la IL-2. Sin embargo, recientemente se ha encontrado que una
poblacion de linfoblastos generados de linfocitos T periféricos purificados pueden llegar a
ser tan respondedores como los timoblastos cuando se coestimulan con acido retinoico. Se
cree que la pérdida de respuesta de los linfocitos de sangre periférica podria estar mediada
por una serie de linfocinas secretadas por las células accesorias que acompafian a las células
T, lo que sugiere que la alteracion en la expresion de los receptores de interleucinas (no
solo por aumento de expresion del receptor de la IL-2), podria ser el mecanismo principal

por el cual el acido retinoico influye en la respuesta inmune ©?
4. El Retinol en la respuesta celular de los linfocitos B
La mayoria de los estudios realizados “in vivo” en linfocitos de sangre periférica muestran

al acido retinoico como un factor estimulador del sistema inmune. En cambio, en

experimentos “in vitro” empleando linfocitos aislados los resultados pueden, ser equivocos.
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Los retinoides pueden o no tener un papel estimulador, o inhibidor sobre los linfocitos B.
Estas discordancias pueden deberse a los distintos modelos celulares empleados y a las

distintas concentraciones de retinoides utilizadas“®4% 2,

Las isoformas de acido retinoico inhiben la sintesis de precursores de células B a pesar de
la estimulacion con potentes activadores de la proliferacién de las células B como son la
ionomicina. Hay estudios donde el efecto inhibidor de los retinoides parece estar mediado
por el TGF, blogueando la accion del TGF con anticuerpos monoclonales, se comprob6 que
la adicion de &cido retinoico tenia efectos inhibitorios sobre el crecimiento de las pre-B, lo

que indica una accion directa de los retinoides “#4%52)

Durante estos Ultimos afios se sabe que la apoptosis juega un papel importante en el
desarrollo funcional del sistema inmune en el compartimento de LB y LT. Descubrimientos
recientes demuestran la existencia de procesos apoptoticos espontaneos en los linfocitos B

humanos en reposo, que pueden ser inhibidos por dosis fisioldgicas de acido retinoico.

Tanto los precursores de las células B como los linfocitos B de sangre periférica responden
a dosis fisiologicas de acido retinoico, por lo que el efecto de los retinoides en la inmunidad
mediada por linfocitos B puede alterar el balance crecimiento/apoptosis. Diferentes
estudios han demostrado los efectos del acido retinoico en la inmunidad mediada por
anticuerpos. En pacientes con inmunodeficiencia variable comin se ha comprobado que el
tratamiento con acido retinoico induce en sus células B la expresion de un fenotipo mucho

maés diferenciado e incluso una correcidn parcial en sus niveles de inmunoglobulinas (48)

Cultivando células B inmortalizadas con el virus de Epstein Barr (EBV) en presencia y
ausencia de acido retinoico durante 6 dias, se observd al final del cultivo una disminucion
de la proliferacion en ausencia de acido retinoico del 43% respecto a las células crecidas
con acido retinoico. EI niamero de linfoblastos B no es el responsable del aumentd en la
sintesis de inmunoglobulinas en los sobrenadantes de cultivo. Buscando un factor soluble
se encontro que la IL-6 estaba aumentada (unas 40 veces) en los sobrenadantes de las lineas

EBV que se habfan cultivado con &cido retinoico respecto a las lineas control ©°.
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Utilizando linfocitos B procedentes de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
que fueron estimuladas con SAC (Staphylococcus aureus de la cepa Cowan 1, que es un
mitdgeno de las células B) se observd un aumento en la produccién de 1gG de unas 16
veces al afiadir diferentes retinoides (Retinol y &cido retinoico) a una dosis dptima, no
observandose ningun efecto en la produccion de otras inmunoglobulinas (IgA e IgM) Por
el contrario, utilizando linfocitos B procedentes de sangre de cordon (CBMC) estimulados
igualmente con SAC se observa un aumento en la sintesis de IgM de unas 6 veces al afiadir

retinoides respecto al cultivo control “3°%,

Estos resultados concuerdan con otros donde se muestra que las CBMC producen sélo
pequerias cantidades de IgM (y nada de IgG o IgA) en respuesta a activadores policlonales
de células B. Por tanto, es coherente que el &cido retinoico aumente solamente la sintesis de
IgM; por el contrario, en PBMC de individuos adultos (que son principalmente células B

productoras de 1gG), los retinoides incrementan la produccion de IgG. (60)
5. El Retinol en las células Natural Killer

Se ha comprobado un aumento de la funcionalidad celular MC (citotoxicidad NK) en
mujeres afectadas de cancer de mama que fueron tratadas con el retinoide sintético N-(4-
hidroxifenil) retinamida (4-HPR), respecto a las no tratadas. El efecto producido fue
nuevamente sobre la funcidnalidad NK no viéndose afectado el niamero de células NK

circulantes ©°.
6. El Retinol y las interleucinas

La funcién inmune es regulada en parte por la accion de citocinas. Se han establecido 2
patrones de secrecion de citocinas que corresponden con dos tipos funcionales de células T
cooperadoras (Th). Los linfocitos Thl secretan linfocinas que son importantes en la
respuesta inmune celular mientras que los linfocitos Th2 secretan linfocinas importantes en
la respuesta inmune humoral. Cada tipo celular regula el crecimiento y la actividad del otro.

Asi, las células TIC producen IL-10 (la cual inhibe la produccién de IFN-y por células
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presentadoras de antigeno) e IL-4 (la cual inhibe el desarrollo de las células Thl).
Igualmente, las células Thl producen IFN-y el cual inhibe la proliferacion celular de las

células TIC 8 4959,60)

Se sabe que el &cido retinoico puede llegar a regular a nivel transcripcional la produccion
de interleucinas en algunos casos debido a la existencia en los promotores de sus genes de
elementos de respuesta a acido retinoico (RAIRES). Segun las circunstancias (el sistema
celular empleado, el estado de activacion, la concentracion de retinoides utilizada) los
retinoides podrian estimular la inflamacion local, o bien podrian tener efectos anti-
inflamatorios. Podrian suprimir las reacciones de hipersensibilidad retardada inhibir la
migracion de neutroéfilos y eosinofilos y disminuir la capacidad presentadora de antigenos
por células epiteliales. Todos esos efectos resultarian, al menos en parte, de la capacidad de

los 3,2 retinoides de inhibir la produccién de interleucinas como IL-2 e IFN-gamma. “8®

En estados de hipovitaminosis A hay un desplazamiento del equilibrio de las poblaciones
celulares Thl-Th2 hacia un exceso de Thl que conlleva a una funcionalidad insuficiente de
la poblacién TIC. Estudios realizados en humanos y otros animales han correlacionado el

déficit de vitamina A con el incremento en la susceptibilidad a infecciones (59.60),

Para determinar las bases celulares del defecto funcional asociado a la deficiencia de
vitamina A se estudio la alteracion en la produccién de IFN-y, observandose que a todas las
concentraciones de antigeno testadas, las células T deficientes en vitamina A secretan
mayor cantidad de IFN y que los controles normales, no viéndose alterado el patron de
secrecion de IL-2 e IL-4. Un mecanismo potencial para la regulacion transcripcional del

IFN-y via vitamina A serfa a través de los receptores nucleares del acido retinoico “3°.

7. Los Retinoides en la apoptosis
En este proceso la apoptosis o muerte celular programada esta implicada en numerosos
procesos bioldgicos del desarrollo, de la homeostasis y en diversas patologias. La apoptosis

se puede producir en los linfocitos tras la estimulacion a través del receptor antigénico. Esta
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estimulacion es una sefial que normalmente va asociada a la activacién linfocitica y a la
proliferacion celular; sin embargo, en ciertos casos conduce a apoptosis; la apoptosis es uno
de los mecanismos implicados en la seleccion negativa de los timocitos deleccion periférica

de células T maduras y pérdida de células T no infectadas en la patologia del SIDA “849%9),

La apoptosis en células T ocurre mediante la induccion de la expresion de dos moléculas,
Fas (CD95) y FasL (Ligando del Fas) los cuales deben de interaccionar para que se
traduzca la sefial apoptdtica al interior celular. Se ha encontrado que ambas moléculas se
inducen en las 4 primeras horas tras la activacion celular y que la apoptosis puede llegar a
ser blogueada por inhibicion competitiva de FasL. EI mecanismo molecular por el cual se
inhibe la apoptosis implica al 9-cts RA que es capaz de inhibir la expresion de FasL tras su
activacion, sin embargo, los retinoides no parecen tener ningun efecto significativo sobre la
expresion de Fas. Aunque el acido 9-cis retinoico inhibe la expresion de FasL a nivel de

MRNA y de proteina no se ha probado que esto ocurra a nivel de la transcripcién(48'49'59)..
8. El Retinol en la respuesta inmune humoral

Los efectos de la deficiencia de vitamina A sobre la inmunidad humoral han sido evaluados
y se han obtenido resultados contradictorios, aunque se considera que la vitamina A y sus

compuestos relacionados tienen efectos moduladores sobre la funcién de las células B ©7).

Estudios obtenidos in vitro con linfocitos humanos describen la posible funcién del acido
retinoico en la regulacién de la transcripcion del gen de la IL-2, lo que presupone su
relacion con la respuesta mediada con esta citocina, fundamental en la inmunidad mediada
por las células T, la respuesta de anticuerpos y la activacion de linfocitos asesinos “NK”
©8) Aunque investigaciones recientes han mostrado que la vitamina A inhibe sol6 la
secrecion de citocinas tipo 1 (IFN-y, IL-2) por medio de la inhibicién de la actividad de la
proteinkinasa C. Estudios in vivo han indicado que las células de ratones deficientes de
vitamina A sintetizan menos IL- 4 e IL-5, lo que influye en la disminucion de la respuesta

humoral ©9.
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9. El Retinol vy la respuesta inespecifica

Se describe que la deficiencia de vitamina A tiende a reducir la fagocitosis por parte de los
macrofagos, su participacion se da en diferentes etapas del proceso, pero con mayor
intensidad en los mecanismos oxigenos dependientes 60 Este proceso se ha verificado en
estudios que describen afectaciones marcadas en los mecanismos de respuestas innatas en
modelos experimentales ocasionados por la deficiencia de vitamina A, estos estudios
confirman que a pesar que hubo un incremento en la actividad fagocitica y microbicida fue

significativamente disminuida en comparacion con el grupo control %,
10. La Inflamacion y Retinol

En los casos de infeccion con una ingestion inadecuada de vitamina A se bloquea la sintesis
de proteinas transportadoras de Retinol, disminuyendo la disponibilidad de esta vitamina en

los tejidos “3 &

y se incrementa la excrecion de Retinol en la respuesta aguda propia del
proceso inflamatorio. Como consecuencia de la estimulacion inflamatoria, el sistema
inmune produce moléculas oxidantes que se liberan con el objetivo de eliminar el agente

causal #8459

J. Hierro en el Sistema Inmune

El hierro (Fe) se clasifica quimicamente como un metal de transicion: su estructura orbital
(electrénica) le permite cambiar facilmente su estado de oxidacién mediante la pérdida o
ganancia de un electron, por lo que se encuentra bajo la forma de dos formas idnicas: la
ferrosa (Fe +2) y la férrica (Fe +3). Esta caracteristica le confiere excelentes propiedades
para participar en procesos biologicos de oOxido-reduccion, de gran importancia para el

metabolismo celular

En los sistemas bioldgicos el hierro suele encontrarse unido a proteinas Ilamadas metalo-

proteinas férricas, las cuales pueden clasificarse en tres grandes grupos:
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a) Aquellas que forman complejos reversibles con Fe (Ferritina, Transferrina y
lactoferrina).

b) Las que tienen capacidad de combinarse reversiblemente con el oxigeno
(hemoglobina, mioglobina).

c) Las que tienen funcidn enzimética, especialmente las que participan en funciones de

oxido-reduccién (citocromos, ribonucleétidoreductasa).

El Hierro en la inmunidad manifiesta tres aspectos fundamentales. En primer lugar, dentro
de los procesos de inmunidad innata, parte de los mecanismos microbicidas dependen del
funcionamiento de moléculas férricas, en segundo lugar, es un elemento necesario para la
proliferacion y maduracion de las células inmunitarias (células Natural Killer) y el tercer
aspecto es la capacidad que tiene el organismo, a través de proteinas tales como la
Transferrina y la lactoferrina de reducir la disponibilidad de hierro para consumo por

elementos infecciosos ©® .
1. Ferritina

La Ferritina es la principal proteina almacenadora de hierro en los vertebrados. Se
encuentra principalmente en el higado, bazo, mucosa intestinal y médula 6sea. Esta
constituida por una capa externa de proteina soluble, la apoFerritina, y un interior

compuesto por hidroxifosfato férrico.

La molécula de Ferritina consiste de 24 subunidades proteicas, cada una con un peso
molecular de 20000 D. La principal funcion de la Ferritina consiste en acumular hierro
intracelular, protegiendo asi a las células de los efectos toxicos del hierro no conjugado;

también representa un reservorio de hierro facilmente liberado ©* 9.

La Ferritina en el organismo se encuentra mas abundantemente en los hepatocitos y en el
sistema reticulo endotelial del higado, del bazo y de la médula dsea. Pequefias cantidades
de Ferritina también se encuentran en el corazon, en el pancreas y en los rifiones. Pequefias

pero significativas cantidades se encuentran en el suero humano. El papel exacto de la
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Ferritina sérica no se conoce, sin embargo existe una estrecha correlacion entre las
concentraciones sericas de esta proteina y el estado de las reservas corporales de hierro. El
medir los niveles séricos de Ferritina es por lo tanto un método simple y no invasivo de

evaluar el metabolismo del hierro® %9,

La tendencia de la concentracidn sérica de Ferritina refleja las variaciones en el balance de
hierro debidas a la edad y al sexo. En sujetos normales los niveles promedio son
ligeramente mayores al momento del nacimiento. Posteriormente disminuyen durante toda
la infancia hasta que se alcanza la pubertad. Subsecuentemente se observa un incremento
progresivo en las reservas de hierro en el cuerpo del varon, con el consecuente aumento de

los niveles de Ferritina ©% 6769,

METABOLISMO DEL Fe. sy
Fetotal=4.0 a 5.0 ¢ B }——m———
10 - 20 mg/d
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TRANSFERRINA

FERRITINA
Fe+++

Figura N° 10 Metabolismo del hierro
Dr. Mario Gutierrez Hosp. de Mexico

En mujeres en edad reproductiva se observan valores méas estables hasta la menopausia,
cuando la ferritinemia tiende a aumentar. Los niveles de Ferritina por debajo del rango
normal claramente indican deficiencia de hierro, por lo que permiten el diagndstico

diferencial entre anemia por deficiencia de hierro y sin deficiencia de hierro.
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La sobrecarga de hierro, ya sea por aumento de la ingestion del mismo (como en la
hemocromatosis idiopatica) o por transfusiones multiples, da lugar a un incremento en los
niveles de Ferritina en el suero, los cuales con frecuencia son mucho mayores que los
rangos normales. Niveles elevados de Ferritina también se pueden encontrar en diversas
condiciones clinicas como: enfermedades del higado, procesos infecciosos asi como

inflamatorios, leucemia, enfermedad de Hodgkin y otras neoplasias ©¢* 6769,
2. Receptor Soluble de Transferrina

El receptor soluble de Transferrina estd presente en los reticulocitos y es liberado de la
membrana cuando el reticulocito madura. En la deficiencia de hierro se produce un
aumento proporcional del nimero de receptores de Transferrina siendo un marcador precoz
de deficiencia de hierro que permite diferenciar, ademas, anemia ferropenica de la anemia
de enfermedad crénica. El receptor soluble de Transferrina ofrece la ventaja, para evaluar el

estado de hierro celular, de no alterarse en situaciones de enfermedad aguda o crénica ©*
67, 69)

Esta constituido por dos cadenas de aminoacidos de 95 KD. Ambas permanecen unidas por
dos puentes disulfuro que estan situados en el dominio extracelular pero cercano a la
membrana. Cada cadena tiene un dominio citoplasmatico de 61 aminoacidos que
corresponde a la diferencia de la mayoria de los receptores de membrana, al segmento N-
terminal, un dominio trans-membrana de 28 aminoéacidos, y un dominio extracelular de 671
aminoacidos que corresponde al segmento C-terminal. ElI dominio intracelular esta
intimamente implicado en el proceso de internalizacion del complejo hierro-Transferrina
receptor y formacion de vesiculas. EI dominio extracelular esta implicado en la union

especifica del receptor a la Transferrina y en la afinidad por la misma®® ©"%9_.

El gen que codifica al receptor de la Transferrina se encuentra en el cromosoma 3, en la
misma region donde se localiza al gen de la Transferrina. La sintesis completa de la
proteina implica también modificaciones postranscripcionales. Como consecuencia la

estructura final, el receptor de la Transferrina presenta tres cadenas de oligosacéridos,
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acilaciones que favorecen la unién covalente a &cidos grasos, y fosforilaciones. Los

hidratos de carbono representan el 5% del peso molecular de la Transferrina® ¢,

3. Deficiencia de Hierro e inmunidad celular y humoral

La importancia de la deficiencia de hierro en la inmunidad se pone en manifiesto cuando
existe una deficiencia del metal. Es ampliamente conocido que la deficiencia de hierro
afecta de manera notable a la eritropoyesis, reflejando de esta manera, el mayor
requerimiento de este proceso, puesto que alrededor del 70% del hierro es utilizado en la
formacion de hemoglobina. Pero ademas, también afecta a otros sistemas, notablemente al

sistema nervioso, el sistema inmunitario y las mucosas ©® 9,

Las alteraciones inmunitarias celulares asociadas con la deficiencia de hierro en estudios
clinicos son variadas: reduccion de la reaccion de hipersensibilidad tardia frente a diversos
antigenos disminucién de la capacidad proliferativa de linfocitos en respuesta a antigenos
(66.68) v reduccion del nimero de linfocitos naturales. Estas observaciones han sido
confirmadas en modelos experimentales en ratas, ratones y cobayos, en donde ademas se
ha observado una disminucion en la celularidad de 6rganos linfoides, tales como bazo, timo

y ganglios linfaticos.

Es posible que todas estas observaciones puedan explicarse por una disminucién de la
capacidad proliferativa de las células linfoides debido a la reduccién de la actividad de la
enzima ribonucle6tidoreductasa, cuya consecuencia es la reduccion en la sintesis de ADN.
Con respecto a la inmunidad natural mediada por células NK (asesinas), en ratas y ratones
que han desarrollado tumores malignos y a la vez son deficientes de hierro, se ha
demostrado una reduccion en la actividad citolitica de estas células. Igualmente la funcion
secretoria de los macréfagos con relacion a ciertas citoquinas, tales como MIF (Factor
Inhibitorio de Migracién de Macrofagos) y el interferon se ven afectados. El interferdn es
un potente activador de la actividad de los linfocitos NK, no solo contra células tumorales,
sino también, contra células infectadas por VIRUS. EI MIF es importante en el proceso de

generacion de la hipersensibilidad tardia ®>. Por su parte, el componente humoral de la

50



respuesta inmunitaria parece afectarse menos por la deficiencia de hierro. Varios estudios
sobre el nivel de inmunoglobulinas totales o anticuerpos especificos en suero no han podido

demostrar un efecto consistente en pacientes deficientes © 7%

Con relacion a la inmunidad innata, algunos autores han reportado una disminucion del
numero de fagocitos circulantes y una reduccién de la capacidad bactericida de los

neutrofilos .

Estudios experimentales in vitro han demostrado claramente que el hierro es captado por
linfocitos a partir del medio de cultivo durante el proceso de proliferacion estimulado por
antigenos " 9. A su vez, tal efecto queda confirmado en experimentos donde se

demuestra que la adicion de desferrioxamina, un potente quelante de hierro, inhibe la

proliferacion linfocitaria inducida por mitégenos del tipo de la fitohemaglutinina. ©> 679,
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Figura N° 11 Accion del hierro en la respuesta inmune
(Diego Alexander Bonilla Ocampo, Hierro Metabolismo, Sistema Inmune)

De, hecho durante la activacion linfocitaria uno de los eventos que ocurren mas
tempranamente es la expresion de receptores de la Transferrina, mediante los cuales los

linfocitos internalizan la Transferrina, de la cual toman el Fe que requieren para sus
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procesos metabodlicos (la ausencia de Transferrina de medios de cultivo interfiere con la

activacion linfocitaria).
4. Sobrecarga de Hierro, inmunidad e infeccion

La sobrecarga de Fe también afecta la funcidén inmunitaria. Por ejemplo, en pacientes con
talasemia y hemosiderosis se ha demostrado una reduccién en la actividad de las células
NK, asi como una disminucion en la funcién fagocitica y bactericida de los neutréfilos
sanguineos en pacientes sobrecargados sometidos a dialisis. En pacientes con cancer que
reciben quimioterapia agresiva se produce una hiperferremia acompariada con aumento en
la saturacion de Transferrina, lo cual se asocia con un incremento en la susceptibilidad a las

infecciones. % 6870

5. Relacion Hierro, inmunidad y neoplasia

Muchos de los conceptos establecidos hasta ahora con respecto a la relacion hierro,
inmunidad e infeccidn, pueden aplicarse en el caso de neoplasia, considerada ésta como un
agente o elemento invasivo o infeccioso 3.5 "E| hierro es un nutriente esencial para
células tumorales, y muchas de ellas expresan receptores de Transferrina en cantidad mayor
que las células normales, ademas de usar Fe no unido a Transferrina para diversas

funciones metabélicas ©°.
6. Respuesta inmunitaria y metabolismo del hierro

Asi como las alteraciones en el metabolismo del hierro tienen un efecto sobre el sistema
inmunitario y su capacidad de responder frente a diversos estimulos, la respuesta inmune en
particular la de tipo innata, es capaz de modular el metabolismo del hierro. Es asi, como en
pacientes que sufren infecciones crénicas, tumores malignos y trastornos auto-inmunitarios,
suele observarse la llamada anemia de enfermedad cronica, que tiene las caracteristicas de

una anemia deficiente de hierro, pero cuya patogénesis no esta clara €9
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En el caso de infecciones crénicas (VPH) y de tumores malignos, se cree que tal anemia
resulta de una sobreestimulacion del sistema inmunitario y una sostenida liberacion de
citoquinas, como el interferon gamma, el cual a través de la estimulacion de la sintesis de
NO, interfiere en el metabolismo del hierro ©"®%. Esto se manifiesta en una reconduccién
del hierro hacia sus depoésitos en el sistema reticulo endotelial, en un intento del sistema
inmunitario de incrementar la actividad efectora de los fagocitos contra microorganismos o

células tumorales €707,

K. Epidemiologia
1. Epidemiologia del Cancer cervical

El céncer cervical representa uno de los principales problemas de salud publica que afecta
a mujeres de todo el mundo, produciendo miles de muertes por afio especialmente en paises

en vias de desarrollo 359,

Cada afio se producen en el mundo, alrededor de 500.000 nuevos casos de CC y cerca del
80% corresponden a los paises en desarrollo. Mueren anualmente 272.000 mujeres por esta
causa ®. En el mundo existen 291 millones de mujeres infectadas por VPH de las cuales
105 millones son debidas a VPH 16 y 18.

Las edades entre los 25 a 35 afios son las mas afectadas, la via de infeccion més frecuente
para contraer la infeccion es la anal, vaginal, seguida de la infeccion oral. EI 90% de las
mujeres han padecido la infeccién por algun tipo de VPH de 34.8 % para los VPH de alto
riesgo y 23.9% para VPH de bajo riesgo 2.

Las infecciones por VPH ocurren a nivel mundial. No hay paises, razas, edades 0 sexos que
no estén atacados. A escala mundial, el VPH es responsable de un 5,2% de todos los
tumores humanos, correspondiendo un 2,2% de los canceres a los paises desarrollados y un

7,7% de los canceres a los paises en vias de desarrollo. Las patologias benignas con las que
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se relaciona son las verrugas en general. En cuanto a las lesiones neoplasias, el 90% de los

canceres cervicales se relacionan con los VPH de alto riesgo.

- ~

5 Las tasas de incidencia mas allas se
o observan en Africa Subsahariana.
Melanesia, America Latina y el Canbe,
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- S Fig. 1. Tasas de incidencia estandarizadas por edad (segiun in poblackan mundial) del canoes de cuslio Lierino,

Figura N° 12 Tasas de incidencia altas de Cancer de Cuello Uterino

(Elena de la Fuente, Las 47 preguntas sobre el virus del papiloma humano, VPH)

Estas cifras sitlan al cancer cervical en el segundo tras el cancer de mama en las causas de
muerte oncoldgicas en el sexo femenino. En Europa ocupa el cuarto lugar tras los canceres
de mama, colo-rectal y endometrial, pero es el segundo maés incidente en las edades entre
15 y 55 afos. Entre los paises con tasa menor a 90 x 100.000 mujeres/afio se encuentra
Espafia, EE.UU, Canada, Suecia “*?).

En Bolivia, uno de los canceres mas frecuentes en la mujer es el cancer de cuello uterino.
La tasa de incidencia es de 36,4 por 100.000 mujeres y la tasa de mortalidad es de 16,7 por
100.000 mujeres de 25 a 64 afios de edad, mueren 638 mujeres por afio (2008). Datos de
estudios internacionales indican que el afio 2002 murieron mas de dos mujeres por dia a
causa del CC; en el afio 2008 la cifra subié de dos a cuatro mujeres por dia, pero la
mortalidad ha ido aumentando siendo que en el 2013 la cifra subié a casi cinco mujeres por
dia @,
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La prevalencia de infeccién por el VPH en mujeres de 20 a 59 afios de Bolivia alcanza al
17,7% por cada 100 mil, mientras que en América del Sur el promedio es del 13,2%. En
2008 Bolivia tenia la sexta tasa mas elevada de incidencia y mortalidad de las Américas
con 36,4 y 16,6 por cada 100 mil mujeres. El estudio también destaca que Santa Cruz
registra la prevalencia mas alta con 19,6%; le sigue Chuquisaca con 18,1% y La Paz con
14,7%. Ademas se determind que la cepa que mas circula en Bolivia es la 16 (una de las de

alta peligrosidad), que causa cancer cérvicouterino 2.
2. Epidemiologia de la nutricion en Bolivia

En Bolivia, el problema de la desnutricion es critico. La informacién de la ENDSA 2003,
con los nuevos estandares de la OMS, muestra una prevalencia de desnutricion crénica en
nifios y nifias menores de cinco afios del 32.2%. Esta realidad sitla a Bolivia como uno de
los paises con mayor desnutricion cronica de América Latina. Por otro lado, la anemia
nutricional por deficiencia de hierro, afecta a nifios y nifias menores de cinco afios y
mujeres en edad fértil con una prevalencia de 51% y 37 % respectivamente, afectando mas
a los que viven en el area rural. Segun los resultados del estudio de la Linea de Base a nivel
nacional (llevada a cabo en el 2007), ocho de cada diez mujeres (15 a 25 afios) tiene algin
grado de anemia (81.9%), estos resultados no son muy diferentes de los que presenta la
ENDSA 2003, que muestra una prevalencia de 78.2% .

En 1990, el 42% de los nifios menores a cinco afios en Bolivia tenian desnutricion crénica,
mientras que en 2008 ese porcentaje se redujo al 27% y para el 2012 la reduccidn se acelerd
hasta 18,1% ©.

Adicionalmente, la poblacion boliviana sufre de otras carencias nutricionales,
principalmente vitamina A, yodo, calcio y otros nutrientes. Mas de la mitad de los hogares
de los municipios méas vulnerables consume una dieta inapropiada que no cubre las
recomendaciones de energia y las necesidades de proteinas. La desnutricion en Bolivia, se
constituye en la principal barrera para lograr el desarrollo social y econémico esperado en

un marco de inclusién, justicia y equidad. Este problema alcanza niveles elevados en
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municipios con alta vulnerabilidad a la inseguridad alimentaria y con elevados niveles de

pobreza.

Muchos estudios muestran que la desnutricion responde a las determinantes sociales. Entre
éstas se consideran, la inseguridad alimentaria en el hogar (debido a la limitada
disponibilidad y al limitado acceso fisico y econémico de los hogares a los alimentos), el
bajo nivel de educacion e informacion (especialmente de las madres) y la falta de acceso a
agua potable y saneamiento bésico, vinculados a practicas inapropiadas de cuidado,

alimentacion e higiene ©.
L. Técnicas de deteccion del Virus de Papiloma Humano

Las pruebas de diagndstico de la infeccion por el VPH pueden ser clasificadas en indirectas
(colposcopia, citologia), y directas (ensayos moleculares: PCR, hibridacién, secuenciacion,

etc).
1. Técnicas indirectas

Si bien el VPH no observa de manera directa, las técnicas citologicas se han utilizado desde
hace mucho tiempo, brindandonos un diagnostico grosero, que nos dan una idea de la

presencia del virus, debido a alteraciones que se presentan en las células cervicales (* ™ 79,

1.1 Estudio colposcopico

La colposcopia es un procedimiento exploratorio instrumentado para observar la condicion

del epitelio, que se basan en la identificacion anormal de tejido por un emblanquecimiento

al aplicar &cido acético™ " 7®),

1.2 Estudio citologico

La citologia exfoliativa, introducida por George Papanicolaou en 1943, ha sido el pilar en la

prevencion del cancer cervical por mas de 50 afios. ElI examen de Papanicolaou es sencillo
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de procesar, de bajo costo, exento de riesgo y puede ser aplicado a un gran niamero de
mujeres; sin embargo, varios autores coinciden en que el valor de la citologia, en el

diagnostico de la infeccion por VPH es inferior a lo que se cree.

La citologia cervical no es una técnica diagnostica, las evidencias cientificas coinciden en
que posee una sensibilidad y especificidad limitada 50-60% en la deteccion de lesion NIC
[1/111, debido a que unicamente reporta si hay algin cambio citopatoldgico en las células,
pero no confirma si la anormalidad citologia es provocada por la presencia de algin
genotipo de VPH. Por tanto, aunque una prueba negativa de Papanicolau de alta calidad
indique un riesgo bajo de cancer, por lo general es importante repetir la prueba para poder

detectar las lesiones NIC 11/111 ©

1.3 Ensayo de p16

Actualmente, el candidato mas prometedor como biomarcador, pero solo después de una
prueba positiva de VPH, es el p16. El p16 es una proteina del ciclo celular que se expresa
en relacion con la quelacion de pRb, por la accién de la oncoproteina E7. Por tanto su
expresion se relaciona directamente con la infeccion por VPH de alto riesgo. La deteccién
de pl16 se hace por medios inmunohistoquimicos comunes. El P16 se ha mostrado muy
eficiente en muestras histologicas como marcador de lesiones de alto grado en cérvix y en
vulva y parece ser un buen marcador también en citologia. Los estudios realizados hasta la
actualidad indican que en ASCUS, el ensayo pl6 muestra buena sensibilidad y

especificidad para lesiones de alto grado * ™),

2. Técnicas directas

Hasta la fecha las técnicas basadas en la deteccion del ADN del VPH son las mas precisas,
sensibles y especificas en la deteccién de lesiones pre-malignas y han demostrado su
utilidad en la disminucién tanto de la mortalidad como de la morbilidad por céancer
cervicouterino. Antes de la era de la tecnologia actual de la PCR, los métodos moleculares

de eleccion para la identificacion del VPH en tejido crudo o fracciones de ADN fueron: el
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southern blot, el dot blot y la hibridacién in situ, aunque la sensibilidad entre estos métodos

era muy variable.
2.1 Estudio molecular
a. Hibridacion in situ

Este método usa sondas de &cidos nucleicos que son convertidos en derivativos en
multiples sitios. La deteccion de los hibridos se logra mediante una técnica llamada
sandwich la cual involucra complejos estreptavidina — cromogenos evaluando la presencia
de acido nucleico blanco o la expresion génica en un contexto histopatoldgico. Este
procedimiento permite detectar el ADN problema en el interior de las células, las cuales

son permeabilizadas para que permitan la entrada de la sonda 7 ™79,
b. Southern Blot

Esta es una técnica que fija el ADN reconocido por enzimas de restriccion a un soporte y
realiza en él, la hibridacion con sondas especificas, se basa en la separacion de ADN por
migracion electronica a través de un polimero (agarosa) el cual es transferido y fijado a una
membrana de nitrocelulosa. Esta técnica permite identificar la ubicacion de una secuencia

blanco especifico "+ 7 7®).

c. Dot Blot

En esta técnica se utiliza la separacion electroforética que permite estimar cuantitativa y
cualitativamente el antigeno, los productos de PCR son hibridados con cocteles de sondas
especificas para VPH, los productos de la PCR son absorbidos, desnaturalizados y fijados
sobre una membrana de nylon son incubadas con sondas marcadas con enzimas que al estar

incubadas con el sustrato dan una reaccion colorimétrica 7+ 7> 79,

d. Nothern Blot

Esta técnica fija el RNA digerido por enzimas de restriccion a un soporte solido realizado a
el, la hibridacién de sondas especificas, se basa en la separacién del ADN por migracion a

través de un polimero (agarosa) luego es transferido y fijado a una membrana de
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nitrocelulosa. Es importante en la regulacion de la expresion génica, identificacion y
cuantificacion de un mRNA transcrito de un gen particular y el efecto de cambios que
pueden influir en la expresion, es un proceso que detecta RNA blanco utilizando una sonda

marcado con RNA o DNA (4 7>:7)
e. Captura de hibridos

Este ensayo se basa en la hibridacion con sondas de ARN complementarias de la secuencia
gendmica de 13 tipos de VPH de alto riesgo oncogénico (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59 y 68). Las celulas cervicales se lisan en solucién para liberar el ADN, el cual es
desnaturalizado, e incubado con sondas de ARN en condiciones estrictas que permiten la
formacion del hibrido ARN-ADN.

La estructura tridimensional especifica de este hibrido la reconoce y captura un anticuerpo
conjugado con fosfatasa alcalina que esta ligado a las paredes del pozo de una microplaca
(CH2). Los hibridos inmovilizados son detectados mediante adicion de un sustrato que
reacciona con la fosfatasa alcalina y produce fotones. La luz emitida se mide en un

lumindmetro y se expresa como unidad relativa de luz (RLU) 74779,

f. Amplicor

La prueba AMPLICOR HPV Test (CE-IVD) es una prueba cualitativa in vitro para la
deteccion del VPH en muestras clinicas. La prueba utiliza la amplificacién de ADN,
mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) e hibridacion de regiones
amplificadas para la deteccion del ADN de 13 genotipos de VPH de alto riesgo (mismo

genotipos detectados en CH2).

En varios estudios, la prueba AMPLICOR HPV Test, ha demostrado una alta sensibilidad
para las anormalidades NIC II/11l en seguimiento a largo plazo, y demuestra indices de

desempefio adecuados para su uso en tamizaje primario de cancer cervical 7>,
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Tabla N°3 Técnicas de diagnostico de VPH

(Fernanda Garnica, Utilidad de la PCR para la deteccion de VPH en pacientes con citologia ASCUS)

TECNICA

PCR

SOUTHERN BLOT-DOT
BLOT

HIBRIDACION IN SITU

PCR EN TIEMPO REAL

HIBRIDO DE CAPTURA
2

PCR-RFLP

g. Linear array

VENTAJAS
Alta sensibilidad.
Amplifica fragmentos pequefios de DNA
(menos deug).
EI DNA puede estar parcialmente degradado.
Se obtienen muchas copias en poco tiempo.
Permite conocer el tipo especifico y las
infecciones miltiples.

Permite detectar y tipificar el VPH

Proporciona la localizacion del virus en la
celula.

Permite identificar los tipos celulares
infectados por el ADN viral.

dentifica las regiones del tejido en las que la
expresion del ADN es mayor.

Permite cuantificar el DNA
Sensibilidad de 95% para NIC |
92.8% -97.9% NIC Il
78%-30% ASC-US
No requiere instalaciones especializadas ni
personal calificado.
Menor riesgo de contaminacion que la PCR.
Alta sensibilidad y especificidad.
Evidencia la infeccion latente ya que permite
identificar el VPH antes que la célula presente
cambios citopaticos.
Valor predictivo negativo mayor a 95%

DESVENTAJAS

Necesita instalaciones especiales y
personal calificado.

Facil contaminacion con producto
amplificado.

Requiere grandes cantidades de
DNA(mas de10ug).
El DNA tiene que ser de alta calidad.

Baja sensibilidad.
Necesita una alta concentracion viral
en la célula (50 copias/célula)

(Genera falsos positivos.

Dificultad en la estandarizacion.
Especificidad 57-89%

No permite conocer el tipo especifico
de VPH.

Solo puede identificar VPH de AR
Reacciones cruzadas.

Necesita instalaciones especiales y
personal calificado.
Alto costo

En la actualidad el sistema mas sensible y especifico para determinar infeccién latente,
subclinica y activa por VPH, es la prueba “Linear Array Genotyping Test”. Esta técnica
basada en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la amplificacién de una
secuencia especifica de la region L1, utilizando un par de oligonucleotidos de amplio
espectro, seguida de una hibridacion con sondas especificas para la tipificacion individual
de 37 genotipos de alto y bajo riesgo oncogénico, entre estos: 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35,
39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70,71, 72, 73, 81, 82,
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83, 84. Su utilizacion en estudios epidemioldgicos enriquece la informacion clinica, ya que
permite conocer el tipo especifico de VPH y las infecciones mdltiples, lo que posibilita el
seguimiento particular de la persistencia de la infeccion con genotipos de alto riesgo y la

identificacion de infecciones con los genotipos més oncogénicos como el 16, 18, 31 y 45+
75, 76)

3. Reaccion en cadena de la enzima polimerasa

La reaccion en cadena de la enzima polimerasa, cuyas iniciales en inglés son PCR
("polymerase chain reaction™), es una técnica que fue desarrollada por KaryMullis a
mediados de los afios 80. Con esta metodologia se pueden producir en el laboratorio
multiples copias de un fragmento de ADN especifico, incluso en presencia de millones de

otras moléculas de ADN. ®

Como su nombre indica, se basa en la actividad de la enzima ADN polimerasa que es capaz
de fabricar una cadena de ADN complementaria a otra ya existente. Sus Unicos
requerimientos son que existan nucledtidos en el medio que son la materia base para
fabricar el ADN (los nucle6tidos de adenina, timina, citosina y guanina), y una pequefia
cadena de ADN que pueda unirse a la molécula que queremos copiar para que sirva como

cebadora (el cebador, en inglés "primer") > 7).

3.1. Etapas reaccion en cadena de la polimerasa

El proceso de PCR por lo general consiste en una serie de 20 a 35 cambios repetidos de
temperatura llamados ciclos; cada ciclo suele consistir en 2-3 pasos a diferentes
temperaturas. La PCR comun se realiza con ciclos que tienen tres pasos de temperatura.
Los pasos de ciclos a menudo estan precedidos por un choque térmico (llamado "hold™) a
alta temperatura (> 90 °C), y seguido por otro hold al final del proceso para la extension de
producto final o el breve almacenaje (4°C). Las temperaturas usadas y el tiempo aplicado

en cada ciclo dependen de gran variedad de parametros.

Estos incluyen la enzima usada para la sintesis de ADN, la concentracion de iones
divalentes y de los dNTP en la reaccion, y la temperatura de union de los cebadores, asi

como la longitud del ADN que se desea amplificar. /®
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a. Inicio

Este paso consiste en llevar la reaccién hasta una temperatura de 94-96 °C (6 98 °C si se
estd usando una polimerasa termoestable extrema), que se mantiene durante 1-9 minutos.

Esto solo es necesario para ADN polimerasas que requieran activacion por calor.
b. Desnaturalizacion

En primer lugar, se desnaturaliza el ADN (se separan las dos cadenas de las cuales esta
constituido). Este paso puede realizarse de diferentes modos, siendo el calentamiento (94-
95 °C) de la muestra la forma mas habitual. La temperatura a la cual se decide realizar la
desnaturalizacion depende, por ejemplo, de la proporcion de G+C que tenga la cadena,
como también del largo de la misma. Otros métodos, raramente empleados en la técnica de
la PCR, serian la adiciébn de sales o agentes quimicos capaces de realizar la

desnaturalizacion. ®
c. Alineamiento o unién del cebador

A continuacion se produciré la hibridacion del cebador, es decir, el cebador se unird a su
secuencia complementaria en el ADN molde. Para ello es necesario bajar la temperatura a
40-68 °C durante 20-40 segundos (segun el caso), permitiendo asi el alineamiento. Los
puentes de hidrogeno estables entre las cadenas de ADN (unién ADN-ADN) sélo se
forman cuando la secuencia del cebador es muy similar a la secuencia del ADN molde. La
polimerasa une el hibrido de la cadena molde y el cebador, y empieza a sintetizar ADN.

Los cebadores actuaran como limites de la region de la molécula que va a ser amplificada
(76)

d. Extension o elongacion de la cadena

Actia la ADN polimerasa, tomando el ADN molde para sintetizar la cadena
complementaria y partiendo del cebador como soporte inicial necesario para la sintesis de
nuevo ADN. La polimerasa sintetiza una nueva hebra de ADN complementaria a la hebra
molde anadiendo los ANTP complementarios en direccion 5'— 3', uniendo el grupo 5'-
fosfato de los dNTP con el grupo 3'-hidroxilo del final de la hebra de ADN creciente (la

cual se extiende).
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La temperatura para este paso depende del ADN polimerasa que usemos. Para la
polimerasa Taq, la temperatura de maxima actividad esta en 75-80 °C (comUnmente 72 °C).
El tiempo de extension depende tanto del ADN polimerasa usada como de la longitud del
fragmento de ADN que se va a amplificar. Hay una regla comunmente usada: en su

temperatura 6ptima, la polimerasa de ADN polimerizara mil bases en un minuto. (79)
e. Elongacion final

Etapa Unica que se lleva a cabo a una temperatura de 70-74 °C durante 5-15 minutos tras el
altimo ciclo de PCR. Con ella se asegura que cualquier ADN de cadena simple restante sea

totalmente ampliado ®.
f. Conservacion

Este es un paso que se lleva a cabo a 4-15 °C durante un tiempo indefinido para conservar

la reaccion a corto plazo.

Segmento de ADN a amplificar

M\ AN NN NN TN NN TN NN TN G\ A\ )N NN\
DN molde. 4

ADN flanqueado por los primers
(secuencia conocida o no)

T +
sitios de pegado de los
cebadores o primers
(secuencia conocida)

-
NN VNNV

sintesis de la primera cadena
(en verde) a partir del primer

AN ANON NN TN TN NN TN\ S
sintesis de la segunda cadena
Repeticién ciclica
l de la amplificacién
AN ANGNONON NN OGN/
AN NN N NN N NN\ 4
AN NN NN NN TN NN
NN NN NN NN/
AANON NN ON TN TN TN TN/
ANANONONONONON NN\ §
AN AN NN NN NN NN

Figura N° 13 Etapas del PCR.
https://www.google.com.bo/search?q=reaccion+en+cadena+de+la+polimerasa&biw=1366&bih=673&s0
urce=lnms&tbm=isch&sa=X&sqi=2&ved=0CAYQ_AUoAWoVChMI9M7h4pmCyQIVyzgmCh2BogN

O&dpr=1#tbm=isch&q
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La PCR normalmente se realiza con un volumen de reaccion de 15-100 pL, en pequefios

tubos de 0.2-0.5 mL de capacidad que se colocan en el termociclador.

Para verificar que la PCR ha generado el fragmento de ADN previsto, se emplean técnicas
de electroforesis, que separan los fragmentos de ADN generados de acuerdo a su carga,
esto es, longitud, y, en menor medida y dependiendo de la matriz empleada, a su tamafio:
tipicamente se emplean la electroforesis en gel de agarosa, para fragmentos grandes; en
acrilamida, para los méas pequefios; y, de forma mas réapida y aplicable a la PCR asociada a
marcaje fluorescente, la electroforesis capilar. El/los tamafio/s de los productos de la PCR
vienen determinados por un marcador de peso molecular de ADN, el cual contiene
fragmentos de ADN de tamafio conocido, y que se corre en el gel junto con los productos
de PCR (74, 75, 76).

3.2. PCR para la deteccion de VPH

Amplificacion del ADN viral mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). El
ADN es amplificado utilizando oligonucleétidos iniciadores especificos (MY09 - MY11)
que permiten obtener amplificacion de un gran espectro de tipos de VPH. Estos iniciadores
se unen a una region de 450 pares de bases (pb) del Gen L1, altamente conservada entre los
diferentes tipos de VPH. Asimismo se incluyen iniciadores especificos para la beta-globina,
como controles internos de la amplificacion. La mezcla de reaccion se prepara como se
describe a continuaciéon: 50 mMKCI, 10 mM Tris HCI (pH 8,5), 4,0 mM MgCI2, 200ml de

dNTPs, 2,5U de Taq Polimerasa. Las muestras son colocadas en un Termociclador

En todas las amplificaciones se incluye como control positivo el ADN purificado de células
HelLa, las cuales estan infectadas con el tipo 18 de VPH. El producto de la amplificacion es
analizado en un gel de agarosa al 2% vy tefiido con Bromuro de Etidio o EZ Vision, y
posteriormente el tamafio del producto amplificado es visualizado con un trasiluminador
mediante Luz Ultra-Violeta (UV), y fotografiado para su interpretacion de presencia de

infeccion por VPH (47570,

En la actualidad uno de los sistemas mas sensibles para determinar la infeccién por VPH, es

la PCR en tiempo real, su utilizacién en estudios epidemioldgicos enriquece la informacién
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clinica, ya que ademas de proporcionar datos sobre la presencia del virus con una gran

sensibilidad, permite estimar con gran exactitud la carga viral ™ >,
M. Ensayos para la obtencién de niveles de Biomarcadores: Retinol y Hierro
1. Ensayo inmunoenzimatico

Para evidenciar la reaccion antigeno-anticuerpo se han usado diferentes métodos; los
basados en la inmunoprecipitacion y la aglutinacion, pero por ser poco sensibles, se paso a
los que emplean marcadores para detectar dicha reaccién. Se han usado isdtopos
radioactivos, compuestos fluorescentes y quimioluminiscentes, marcadores electro-activos,
lantanidos, radicales libres estables, particulas de latex, liposomas, colorantes, coloides,
bacteriéfagos y enzimas, entre otros ™,

Los ensayos que usan como marcador enzimas (técnicas inmunoenzimaticas,
inmunoensayos enzimaticos 0 ensayos inmunoenzimaticos) presentan extraordinarias

ventajas aln no superadas, tales como:

* Elevada sensibilidad y especificidad.

» Equipamiento relativamente econdémico.

* Procedimientos técnicos rapidos y sencillos.

* Alta precision y exactitud.

* Reactivos relativamente baratos y de larga vida.

« Gran variedad de substratos y cromdgenos que incrementa su versatilidad.

Las técnicas inmunoenzimaticas constituyen el desarrollo ulterior del radioinmunoanalisis;
en lugar de los peligrosos radiois6topos de corta vida media, se emplean enzimas como
sustancias marcadoras. Surgieron a mediados de la década de los 60 para la identificacion y
localizacion intracelular de antigenos y han tenido un auge vertiginoso, su uso se ha

ampliado para la deteccion de un diverso niimero de antigenos y anticuerpos. 4"

Estos ensayos se apoyan en tres caracteristicas bioldgicas fundamentales: la extraordinaria

especificidad de los anticuerpos, el elevado poder catalitico y la alta especificidad de las
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enzimas. Mediante la combinacién de la reaccién inmunolégica con un indicador altamente
sensible, el débil efecto inmunoldgico se ve reforzado por la amplificacion enzimatica, de
forma que se consigue una elevada sensibilidad; si a esto le afladimos la especificidad de la

reaccion inmunoldgica, se podra comprender su aplicabilidad en el diagnéstico clinico .

Gracias a ello se han podido estudiar: hormonas, farmacos, péptidos y proteinas, vitaminas,
agentes patdgenos, otros analitos y, por supuesto, anticuerpos dirigidos contra los propios
constituyentes del organismo (autoanticuerpos), contra diversos microorganismos o contra

inmundgenos vacunales.

La reaccion antigeno-anticuerpo se detecta generalmente mediante un cambio de color o la
emision de luz, producidos por la interaccion de la enzima y su substrato. Ambos efectos
son cuantificables y proporcionales a la intensidad de la interaccion. El uso de substratos de

depdsito permite la visualizacion de los resultados y es muy utilizado sobre membranas (74,
75)

1.1 Ensayo inmunoenzimético tipo sandwich

El ELISA tipo sandwich doble anticuerpo es el ejemplo clasico de métodos para la
deteccion de antigenos, el primer anticuerpo captura el antigeno de la muestra que es
detectado a través del conjugado anticuerpo-enzima o amplificado con un conjugado
dirigido contra el segundo anticuerpo (sandwich doble anticuerpo modificado) u otros
procedimientos.(Figura N°12)

Los ensayos sandwich doble antigeno, son usados para la deteccion de anticuerpos y son
muy Utiles para la evaluacion de la respuesta inmune inducida por vacunas; en estos
ensayos, al igual que en los indirectos, los antigenos capturan los anticuerpos, pero en esta
ocasion en lugar de un conjugado anti-inmunoglobulina-enzima, usamos antigeno-enzima,
de esta forma se alcanza la méaxima sensibilidad y detectabilidad al no ser necesario diluir
las muestras; sin embargo, detectamos todas las clases de inmunoglobulinas, lo que en

ocasiones no es conveniente .
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En general, los ensayos sandwich son mas apropiados para la automatizacion de los
sistemas ELISA, ya que puede disminuirse un paso de reaccion afiadiendo simultdneamente
muestras y conjugado, aunque hay que prever las posibles interferencias del conjugado a
elevadas concentraciones de antigenos o anticuerpos en la muestra. Los ensayos de captura
IgM deben usarse si queremos estudiar, mediante la deteccion de IgM, la respuesta primaria
inducida por inmundgenos es timodependientes, o la produccion de IgM en los
timoindependientes, estos ensayos son también usados en el diagnostico de enfermedades
infecciosas. Los anticuerpos anti-IlgM inmovilizados capturan la IgM de la muestra, que a
su vez reacciona con el antigeno conjugado con una enzima, o sin marcar, lo que requiere
de un paso adicional con un anticuerpo marcado. De esta forma se verifica si estan

presentes los anticuerpos especificos para el isotipo capturado ™.
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Paso 4: Adicion de Ac Paso 5: Adicidén de Paso 6: Medicidn de

unido a una enzima sustrato la densidad Gptica
CrOMmMOOEErico

Figura N°14 Ensayo inmunoenzimatico tipo sandwich

(http://www.bioacademia.com.mx/miembros/tecnologia/0003.html)

La detectabilidad de todos estos ensayos puede incrementarse usando métodos de
amplificacion no inmunoldgicos (por ejemplo el sistema avidina-biotina y cascadas

enzimaticas) o inmunoldgicos (como el sistema peroxidasa-antiperoxidasa).
La seleccion de uno u otro principio depende principalmente de los propdsitos del ensayo,

la disponibilidad y calidad de los reactivos, su utilizacion en la practica y la necesidad o no

de su ajuste a un formato de estuche de reactivos * ™.
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I11. ANTECEDENTES

Datos mundiales describen que alrededor del 90% de la poblacion femenina padecio
alguna vez en su vida un episodio de infeccion por VPH, aunque solo el 10% de esta

poblacion desarrolla alteraciones celulares que podrian conducir al cancer cervical.©

La mortalidad relacionada con las neoplasias malignas es alta y el CC ocupa el segundo
lugar con mayor frecuencia en la poblacién mundial . En nuestro pais, estos datos no se
alejan de la realidad mundial, aunque no contamos con datos sobre la prevalencia de
infecciones causadas por Virus del Papiloma Humano (VPH), se conoce que por cada
100.000 mujeres, 60 presentan CC, conociendo ademas que diariamente fallecen cinco por

esta causa @,

La infeccidn persistente por ciertos tipos oncogénicos del VPH es una causa necesaria pero
no suficiente para el desarrollo del CC. Se conoce que el sistema inmunitario juega un rol
basico en el control y eliminacion de estos virus, por lo que es importante valorar en
nuestra poblacion el rol de otros factores que promueven o condicionan la persistencia de la
infeccion por VPH, entre estos tenemos a los factores ambientales y sobre todo

nutricionales, como factores bioldgicos importantes en una buena respuesta inmunitaria ()

Existen pocas enfermedades, quiza ninguna, cuya patogenia no esté relacionada de algin
modo con el sistema inmune. La implicacién del sistema inmune puede ser primaria, como
en el caso de las reacciones de hipersensibilidad; o secundaria, como en el caso de
enfermedades infecciosas ™. Por ende la respuesta inmune esta considerada como un
mecanismo efector en la resistencia a los tumores y esta relacionada desde la fase de
iniciacion hasta el crecimiento y progresion de éstos. Importantes evidencias sugieren que
el sistema inmunitario participa en la eliminacion de las células malignas que aparecen en
el huésped, probablemente, como resultado de mutaciones espontaneas, exposicion a
carcindgenos del medio ambiente y activacion viral. Ademas, tiene una crucial implicacion
en la progresion de tumores ya establecidos generalmente, en aquellos pacientes que sufren

inmunodepresion ¢12),
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Numerosos reportes establecen que en la respuesta del huésped a la infeccion intervienen
tanto los componentes celulares como humorales del sistema inmune .La funcién
inmunitaria abarca desde mecanismos simples e innatos de defensa hasta respuestas
complejas y adaptadas, especificas de antigeno y en las que intervienen numerosos tipos
celulares. Se trate de respuestas basicas o complejas, el sistema inmune, como cualquier
otro sistema del organismo, depende de un aporte nutricional adecuado y es muy sensible a
las carencias y desequilibrios nutricionales. Pero a diferencia de otros sistemas, las
necesidades nutricionales del sistema inmune varian muy rapidamente en funcion de la
replicacion y sintesis_celular, asi como de otras funciones que requieran gran cantidad de

energia ‘1Y,

El sistema inmune es muy sensible a la composicion de la dieta tanto a corto como a largo
plazo. Teniendo en cuenta el papel vital que desempefia el sistema inmune en ciertas
patologias, a favor, o a veces en contra del individuo, es importante comprender cémo la
nutricion influye en la salud y en la enfermedad ““. En el marco de este contexto Chandra
y col. indican que un factor esencial en la nutricion lo dan las vitaminas que ejercen un
papel importante como cofactores de muchas vias metabodlicas esenciales para la integridad
y el perfecto funcionamiento del sistema inmune. Algunos micronutrientes como la Retinol
y elementos como el hierro ejercen efectos inmunomoduladores e influyen en la

susceptibilidad del huésped a sufrir infecciones y a eliminarlas.*®

En el estudio de Giuliano y col. realizado en Brasil, indican que el estado inmunitario es
evaluado a través de marcadores nutricionales, reportando como principal marcador al
Retinol cuyo nivel bajo se asocia a la infeccion persistente del VPH ®®. Segtin Rebecca L.
et al, en la Universidad de Arizona se ha realizado un estudio entre la relacion de la
vitamina Ay la persistencia de la infeccion por VPH, se report6 que los niveles altos del

consumo de verduras ricas en vitamina A redujeron en un 54% la persistencia del VPH (16)

En linea con este estudio el reporte de Myung SK realizado en China, indica que existe una
asociacion entre la vitamina A y el riesgo de padecer neoplasia cervical, conociéndose que

el Retinol juega un papel importante en la proliferacion y diferenciacion celular de las
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células natural Killer (células esenciales para la eliminacion del virus), también se ha
conocido que ejerce un efecto modulador de la respuesta inmune es por esta causa que el

estudio reporta que la vitamina A favorece a resolver el proceso infeccioso 7.

En relacion a la vitamina A, se ha estudiado sobre todo el efecto del beta-caroteno
(provitamina A) sobre el sistema inmunitario, y se ha observado que su deficiencia
ocasiona una disminucion del tamarfio del timo y bazo, una reduccion en la actividad de las
células Natural killer, una menor produccion de IFN-g (interferon-gamma), un descenso de
la hipersensibilidad retardada cutanea, y una baja respuesta a la estimulacion con mitdégenos
por parte de los linfocitos segun Grosset al, y de este modo no se puede combatir de manera

adecuada la infeccion por VPH ®®).

Un reporte de A. Ortiz frente a la deficiencia de vitamina A menciona que se ha observado
defectos en la actividad fagocitica (alteracion en la quimiotaxis, en la adhesién y en la
habilidad de generar metabolitos reactivos de oxigeno en neutrofilos) y en el deterioro de la
funcion de las células T y B. Ademas, la deficiencia de Retinol reduce la actividad de las
células NK, disminuye la produccién de interferdn, reduce la efectividad de la actividad de
los macrofagos que fijan grasa y disminuye la respuesta de linfocitos estimulados por

mitdgenos™.

La anemia (disminucién de los niveles de hemoglobina por diferentes causas) se presenta
frecuentemente en los pacientes con cancer; se ha reportado que mas del 30% de los
pacientes con tumores malignos la han padecido @0 La anemia nutricional se refiere a
aquélla que se origina debido un aporte inadecuado de los nutrientes hematopoyeticos:
hierro, acido félico y cianocobalamina®®, para esto un estudio de Mayor A y colaboradores
indica que el hierro, el zinc, el cobre y el selenio son necesarios para un funcionamiento
adecuado del sistema inmunitario y son fundamentales para una correcta proteccion frente a
las infecciones . Un aporte inadecuado de estos nutrientes esta asociado con la supresion
de la inmunidad celular y de la inmunidad adquirida; si se produce esta situacion estaria

aumentado el riesgo de morbilidad y mortalidad por infecciones virales, microbianas y
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parasitarias sin embargo, al suplementar con el nutriente deficitario se restaura la

inmunocompetencia segin Bonham y colaboradores 2,

Un estudio realizado por Chantes nos indica que el hierro es un elemento metélico
importante para la vida, para el sistema inmune y fundamental para resolver procesos
infecciosos ®?. Soyano nos indica que la deficiencia de hierro afecta a la inmunidad celular
y humoral provocando la disminucion de la capacidad proliferativa de células linfoides
debido a una reduccién en la actividad de la enzima ribonucleétido reductasa, cuya
consecuencia es la reduccion de la sintesis de ADN, con respecto a la inmunidad mediada
por células natural Killer, en ratas y ratones que han desarrollado tumores malignos y a la
vez son deficientes de hierro, se ha demostrado una disminucion en la actividad citolitica de

estas células®,

Erin en varios estudios realizados sobre la relacion de los nutrientes y el riesgo de padecer
CC, nos indica que la deficiencia de Retinol puede o no estar relacionada con la

persistencia del virus del papiloma humano.®®

También el mismo Erin en colaboracion con Siegel nos indica que niveles elevados de
hierro se encontrarian asociados con la persistencia de VPH dado que le proporcionaria
elementos necesarios para llevar a cabo su replicacion, con respecto al déficit no indica que

este se encuentre en relacion con la depuracién del virus. ©¢7®
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I11. Justificacion y planteamiento del problema

El Cancer Cervical representa la principal causa de muerte de mujeres en edad fértil en el
mundo. En Latinoamérica, Bolivia ocupa el segundo lugar, después de Haiti, con mayor
incidencia de cancer cervical ®*®. Esto indica que a pesar de existir un Programa Nacional
de Prevencion del CC, este no es eficaz, debido a que este programa se centran en el
diagnostico ya establecido de la patologia, a través de la prueba del Papanicolau, que no
brinda un diagndstico preventivo, por lo que el CC representa una problematica vigente en

nuestra poblacion.

Estudios epidemioldgicos han demostrado que la infeccion con VPH es la causa de CC. La
poblacion femenina con infeccion por algunos genotipos de VPH es mas susceptible a
desarrollar anormalidades cervicales, como lesiones intraepiteliales. Aunque el desarrollo
del CC esta relacionado en un 99% con la infeccidén por VPH, no todas las infecciones por

VPH desencadenan en displasia o CC.

Como todo proceso bioldgico, el CC es multifactorial. De todas las mujeres que alguna vez
pasaron por la infeccion con VPH, solo el 10% de ellas desarrolla CC @ En condiciones de
inmunocompetencia, el sistema inmune es capaz de controlar de manera natural la
infeccion y eliminarla completamente, incluso en casos de infecciones causadas por VPH
oncogénicos. Varios estudios plantean que los eventos iniciales, luego de la infeccién por
VPH, son criticos para el establecimiento de la infeccion, el desarrollo de infeccion

persistente y potencial desarrollo de displasia o cancer.

Toda vez que la infeccion de las células cervicales por VPH estéd intimamente asociada con
la diferenciacion de células epiteliales, los factores reguladores de la diferenciacion, como
el Retinol ha sido considerado como “factor control” en la prevencion de la persistencia del
VPH. Se conoce que el Retinol tiene un rol central en la inmunomodulacién eficiente de la
actividad fagocitica de macrdfagos, participa del balance Th1/Th2, coadyuva en la

diferenciacion de linfocitos T y B, ademaés que favorece la actividad de las células Natural
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Killer que son importantes en la depuracion del virus @& 17 18 Y 19 Asi mismo, la

funcionalidad del sistema inmunitario es crucial en la depuracion de infecciones virales.

Otro factor importante en la modulacion de la respuesta inmune es el hierro cuya carencia
incide negativamente en la capacidad fagocitica de polimorfonucleares, también reduce el
numero de células Natural Killer (NK). Las células NK tienen receptores de Transferrina
para captar hierro, y al no existir este nutriente no existe una producciéon adecuada de
receptores, viéndose afectados en nudmero y funcién, el balance de los niveles de hierro
debe ser tedricamente perfecto, esto debido a que niveles elevados, favorecen el
establecimiento de otras infecciones, las cuales coadyuvarian a la persistencia del virus y

niveles disminuidos provocarian una mala respuesta inmunitaria.®> 2% 24 667)

Estos factores: Retinol y hierro son provistos en la dieta alimentaria, por lo que una
deficiente e inadecuada alimentacién puede repercutir negativamente en la capacidad
inmunitaria antiviral del sistema inmune celular innato, particularmente durante la
respuesta inmune temprana que promueve la induccion de células NK y Linfocitos T
citotoxicos. La alimentacion en nuestro pais es un problema comun y serio relacionado con
factores econdmicos y culturales que condicionan estados de desnutricion. En Bolivia, la
prevalencia de desnutricion en la poblacién femenina en general es del 48%), mientras que
en mujeres en edad fértil es del 37,2 % @, Estos datos han situado a nuestro pais entre los

que tienen mayor desnutricion en Latinoamerica.

En la necesidad de establecer los factores que en nuestra poblacion condicionan la alta
frecuencia de CC, en el presente trabajo se plantea un estudio integral de los factores que
podrian condicionar o promover la persistencia de la infeccion por VPH. Para esto se
plantea identificar en la poblacién participante la infeccién por VPH, infeccién por VPH
oncogénico, particularmente oncotipos 16 y 18, y la capacidad inmunitaria a traves de los
niveles de Retinol y hierro, como estos nutrientes modulan los procesos inmunolégicos. Se
plantea este enfoque en la posibilidad de modificar conductas y acciones médicas que
permitan valorar al participante de manera integral logrando mejorar resultados en cuanto a

la resolucién de la infeccidn.
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IV. OBJETIVOS

A. Objetivo general

e ldentificar al Virus de Papiloma Humano y biomarcadores inmunitarios, para

determinar su probable asociacion en la poblacion en estudio.

B. Objetivos especificos

e Identificar la presencia de Virus de Papiloma Humano en muestras genitales.

e Identificar en infecciones activas, al Virus de Papiloma Humano alto riesgo

oncogenico, y los genotipos VPH 16 y VPH 18.

e Detectar los niveles de Retinol a través de la proteina fijadora de Retinol.

e Detectar los niveles de Hierro a través de los marcadores Ferritina y receptor

soluble de Transferrina.

e Determinar la asociacion entre los niveles de Retinol, Hierro y la infecciéon por

Virus Papiloma Humano oncogénico y no oncogenico.

e Correlacionar los datos obtenidos con variables bioldgicas (edad, antecedentes

gineco-obstetricos, etc).
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V. MATERIAL Y METODOS

A. Poblacion

Formaron parte del estudio 70 mujeres (15 a 49 afos) que aceptaron participar. Las
participantes fueron reclutadas de las pacientes que asistieron al Instituto Seladis, cuya
orden médica requeria la deteccion del Virus del Papiloma Humano, por lo general las
refieren los médicos ginecologos, debido a que presentaban alguna alteracion en el

Papanicolau y requiere complementar el analisis para fines de diagnostico/seguimiento.

B. Criterios de inclusion y exclusion de las participantes

1. Criterios de inclusién

Se incluyeron todas las participantes que acudieron al Instituto SELADIS y aceptaron
voluntariamente ser parte del estudio, que contaban con érdenes médicas para la deteccion
de VPH, que firmaron el consentimiento informado y accedieron a responder a la encuesta
realizada y que ademas no tenian tratamiento con évulos (ya que resultan ser inhibidores de
ADN).

2. Criterios de exclusién

Se excluyeron aquellas participantes que no aceptaron firmar el consentimiento informado,

y que no cumplian con el volumen de muestra sanguinea requerida para el estudio.

C. Aspectos éticos

A todas las participantes que contaban con 6rdenes médicas para la deteccion de VPH, se
les informo sobre el estudio y se aplico el llenado del consentimiento informado avalado
por el comité de ética de la Universidad Mayor de San Andrés. El beneficio que tuvieron

las participantes fue contar con los resultados de laboratorio de las determinaciones de
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Retinol, Ferritina y transferina, 72 horas después de realizada la toma de muestra
sanguinea.

D. Tipo de estudio

El estudio es de tipo corte transversal exploratorio descriptivo/diagndstico.

E. Flujograma de actividades

i
Informacion general alas participantes
[consentimiento informada)

51 NO Excluidas del
estudio
Participantes
ingresan al estudio l
Toma de muestra Toma de muestra
sanguines zenital
- )
Recoleccién de muestras [papel Recoleccion F‘E |z mustra en
DBS)a travesde la puncion capila medio MEM
a
[ \ l l

II Estudio de II - =,

las Tratamiento ¥ m&ﬂmen Almacenamiento 2 42C hasta &l
| marcadores ‘ PBS (listas para el uso en el EIA) momento dela extraccion deADN
|II biolégicos III L [fenol/clareformal
\ ;"l

\ Deteccitn de retinal #Amplificacion medianteel kit SACACE
/ A ‘\l Deteccion detransfarring FCR-ALTO RIESGO (Qneatipes 16, 13,
I\ f Deteccion de ferritina
. Iy

31,33, 3545,52,53,56,55,59,66 v 70)

[ Analisisde resultados ] [ Andlisisde resultados ]
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F. Muestras bioldgicas para el estudio de VPH y biomarcadores inmunitarios

1. Toma de muestra genital para identificacion de infeccion por VPH

En el estudio, la toma de muestra se realizd6 mediante hisopado de la region genital, para
esto las participantes tomaron posicién ginecoldgica y se colecto la muestra introduciendo
el hisopo en la vagina, aproximadamente 2 pulgadas, se realizaron movimientos rotatorios
suaves durante 10 a 20 segundos para obtener la mayor cantidad de células epiteliales.
Posteriormente la muestra fue introducida en medio de transporte viral MEM y se mantuvo

en cadena de frio a 4°C hasta la extraccion del genoma.

a. ldentificacion de VPH screening

En el estudio se realizo la identificacion de VVPH screening (deteccion de todos los tipos de
VPH de alto y bajo riesgo) mediante protocolos estandarizados y validados en el
Laboratorio de Virologia del Instituto por varios estudios previos (S. Mancilla y cols., R.

Salinas y cols., W. Machaca y cols., M. Patzi y cols).

Figura N°15 Proceso de revelado PCR VPH, preparacion de la muestra de ADN con
EZ-Vision
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En la validacién de la identificacion screening de VPH, se incluyé ADN de cultivo celular
(linea HeLa-VPH) que contiene el Virus de Papiloma Humano. Y para controles negativos

se utiliz6 agua libre de nucleasas empleada en las diferentes etapas de PCR.

La extraccion de ADN se realiz6 en tres etapas: La etapa de lisis consistio en desestabilizar
las estructuras que confinan el citoplasma y liberar su contenido al medio. Para ello se
empled el detergente SDS, que elimino los lipidos; el agente quelante EDTA que elimina
los cationes de la solucion, desestabilizando las membranas celulares e inhibiendo las
ADNasas (enzimas que podrian degradar el ADN libre lisandolo en pequefios fragmentos);
también se us6 sales como el cloruro de sodio (NaCl) que forma una capa iénica alrededor
del ADN protegiéndolo y finalmente el tampdn Tris HCI que mantiene un pH de la
solucion estable. La lisis se realizd a 37°C que facilito la ruptura de lipidos de la membrana

y por ende la liberacion de ADN de la estructura celular.

Posteriormente se procede a la eliminacion de proteinas que se realiza mediante la adicién
de una mezcla de fenol:cloroformo y posterior centrifugacion, lo que provoca que el ADN
permanezca en el sobrenadante y en la interfase queden las proteinas. EI fundamento es el
siguiente: el fenol y el agua (solucion acuosa donde se encuentra el ADN) no se pueden
mezclar, por lo que el ADN que es muy polar debido a su carga negativa, permanecera en
la fase acuosa de la solucion, mientras que las proteinas (formadas por grandes cadenas
cuyos componentes elementales son aminoacidos algunos polares y otros no) quedaran tras
la centrifugacion en la interfase y en la fase organica debido a su polaridad. Se debe extraer

el sobrenadante con cuidado para no arrastrar proteinas.

La precipitacion y limpieza del ADN se realizo afiadiendo al sobrenadante recuperado en el
paso anterior cloruro de sodio a alta concentracion. Con la adicion esta sal, el ADN que esta
cargado negativamente va a obtener una capa ionica positiva que facilitara su precipitacion.
Posteriormente afiadimos etanol en la solucion de precipitacion para eliminar la
concentracion residual de sales y promover la precipitacion del acido nucleico, ya que el
alcohol sustraera las moléculas de agua, promoviendo la deshidratacion del ADN.

Finalmente, se centrifugd la muestra por unos minutos para recuperar el precipitado de

78



ADN, lavandose el pellet obtenido varias veces con etanol al 70% para eliminar todas las
sales que permanezcan en la solucion. Posteriormente se volvié a centrifugar, se elimina
cuidadosamente el sobrenadante con una pipeta y se deja secar para eliminar las trazas de

alcohol. EI ADN asi obtenido es rehidratado con agua libre de nucleasas.

El proceso de amplificacion, el ciclado se realiz6 en el equipo BIORAD PTC -100 MJ
Research, siguiendo el protocolo que se describe en la tabla N°4, que muestra el programa

de ciclado.

Finalmente el revelado se realizd en gel de agarosa y la visualizacion se realiz6 mediante el
uso de EZ vision (agente que interactda con el ADN). Para un resultado positivo se debe
visualizar una banda de 450 pb que corresponde al fragmento de genoma viral (Figura
N°15).

Tabla N° 4 Programa de ciclado VPH screening

Paso | Temperatura °C Tiempo Ciclo
1 95°C Pausa
2 95°C 9 min 1
94°C 1 min 42
3 52°C 1 min 30 seg
72°C 2 min
4 72°C 10 min '
5 4°C Storage

b. Identificacion de VPH alto riesgo

En el estudio la identificacion VPH alto riesgo (VPH -AR) se realizd en aquellas
participantes que fueron positivas para la deteccion de VPH-screening, mediante el uso de
kit (SACACE), que detecta en una sola identificacion a los 13 oncotipos de alto riesgo (16,
18, 31, 33, 35, 45, 52, 53, 56, 58, 59, 66 y 70), a la vez. El kit refiere como se debe

preparar el mix para proceder al ciclado segun la siguiente tabla:
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Tabla N° 5 Preparacion de MIX PCR VPH - AR

_ Cantidad en
Reactivo
uL
Mix 1 5
Buffer 10
Taq — pol 0,5
TOTAL 15,5

En nuestro caso realizamos la validacion del kit mediante uso de controles internos con los
que contaba la unidad, ademas de evaluar los controles provenientes del kit en si, una vez
que todos los controles se validaron se procedié a realizar la amplificacion de las muestras

de las pacientes que presentaban reactividad positiva para VPH screening.

Tabla N°6 Temperatura, tiempos y numero de ciclos PCR , VPH-AR / VPH 16 y18

Paso Temperatura Tiempo Ciclo
G

1 95°C Pausa

2 95°C 15 min 1
95°C 30 seg 42

3 63°C 40 seg
72°C 40 seg

4 72°C 1 min '

5 10°C Storage

Realizamos la interpretacion de los resultados segun los criterios ya establecidos en el kit

teniendo la siguiente tabla de interpretacion:
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Tabla N° 7 Interpretacion de resultados PCR VPH-AR, VPH 16/18

Banda especifica
Banda de control MLz »
Muestra nterno 723ob (230pb) Interpretacion
INterno f22p VPH- 16/18
(325/425 pb)
Control negativo NO NO Resultado valido
Control positivo NO Sl Resultado valido
Control interno Sl NO Resultado valido
Muestra positiva Sl Sl Resultado positivo
Muestra negativa Sl NO Resultado negativo

c. ldentificacién de VPH 16/18

En el estudio la identificacion VPH 16 y VPH 18, se realiz6 a todas las participantes que
fueron positivas para la deteccion de VPH-AR, mediante el uso de kit (SACACE), el cual
identifica (genotipifica) cada oncotipo por separado. De esta manera identificamos que
oncotipo es el mas frecuente en nuestra poblacion en estudio. El kit refiere como se debe
preparar el mix (Tabla N°8), el proceso de revelado (visulizacion de las bandas) se observa

en la figura N° 16.

Tabla N° 8 Preparacion de MIX PCR VPH - 16/18

) Cantidad en
Reactivo
uL
Mix 1 10
Mix 2 Contenido en
el tubo
Muestra 10
TOTAL 20

Para fines de entendimiento/practicidad se procedié agrupar a las participantes en tres
grupos: VPH-AR POSITIVAS (participantes positivas para la deteccion alguno de los 13
genotipos de alto riesgo oncogenico), VPH-BR POSITIVAS (participantes positivas para
deteccion de VPH screening) y VPH-AR/BR NEGATIVAS.
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Control Interno
723 pb

VPH 18
425pb |

Figura N° 16 Revelado PCR VPH 16/18

2. Toma de muestra sanguinea, determinacién de Retinol y Hierro

Para el estudio se realiz6 la toma de muestra de sangre capilar (diminutos vasos sanguineos
que se encuentran cerca de la superficie de la piel, muestra que se obtiene punzando la piel
en un dedo, talon u otras areas), mediante puncion con lanceta, de la yema del dedo anular,

previa desinfeccion del area (algodén embebido en alcohol yodado).

La técnica que se utilizo es denominada DBS (dotblott), que se basa en la recoleccién de
muestras capilares obtenidas mediante pinchazo con lanceta (BD Microtainer) del dedo
anular, la recoleccion de la muestra se realizé en papel Whatman 903, posteriormente se
procedié al secado del papel a temperatura ambiente, para que luego realizaramos la
perforacion de 6mm del area donde tenemos la muestras, posteriormente se procedid a
realizar una elucion de este papel con PBS celular, dejando eluir el papel toda una noche,
para que al dia siguiente realizaramos la deteccion de los biomarcadores. Esta técnica nos

permitié la recoleccion, almacenamiento y transporte facil de las muestras de sangre.

a. Niveles de Retinol

Una vez que ya contamos con el eluido procedimos a realizar la deteccion de Retinol
mediante ensayo inmunoenzimatico (ELISA), utilizando el kit (R&D) el cual se basa en la

deteccion de Retinol mediante la técnica de inmunoensayo enzimatico sandwich
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cuantitativo, que consiste en la deteccion del micronutriente a través de dos anticuerpos

especificos, uno que tapiza el pozo (captura) y el otro anticuerpo que detecta al nutriente.

b. Niveles de Hierro

En el estudio se realizd la deteccion de Hierro a través de dos marcadores: Ferritina y
Transferrina mediante ELISA, en el caso de la Ferritina se usoé kit (MONOBIND), y para
Transferrina se empled también kit (CYGNUS), el tipo de ELISA empleado en estos dos
analitos es de tipo sdndwich, (Figura N°17), que realiza la deteccion de los dos marcadores

de modo similar al acapite anterior (niveles de Retinol).

Figura N°17 Ensayo inmunoenzimatico tipo sandwich deteccion de Ferritina

G. Andlisis de datos

El analisis de datos fue realizado mediante aplicacion de tablas de contingencia y la
asociacion entre las variables a traves del estadistico Chi cuadrado, con un nivel de
confianza del 95%, donde se determina p < 0.05 para considerar si es estadisticamente

significativo. Teniendo las siguientes hipoétesis:

Ha: niveles de biomarcadores alterados con respecto al valor normal

Ho: niveles de biomarcadores dentro del valor normal
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VI. RESULTADOS

A. ASPECTOS TECNICOS DE LABORATORIO

1. Implementacion de ensayos para la deteccidn de los biomarcadores
1.1 Técnica DBS para la determinacion de biomarcadores

La técnica DBS se ha utilizado durante mas de 50 afios 2, para detectar enfermedades
metabdlicas congénitas en recién nacidos y puede llegar a medirse por esta técnica
alrededor de 50 metabolitos. La técnica estandar nos indica el tipo de papel (Whatman 903,
MP Biotechnologies), y lanceta (BD technologies) que se debe emplear para obtener los
mismos parametros de validacion y de relacion con el plasma, como establece la técnica
estandar. Para tal cometido la perforacion que se realiz6 fue de un diametro de 6mm segun
parametros establecidos en 2002 ©®. Posteriormente se procedié a realizar la elucion del
papel en tampon fosfato dejando eluir la muestra durante una noche, por necesidades
practicas se realizaron diferentes tipos de elucion, para beneficiar el trabajo de laboratorio
(Tabla N° 9).

Los estudios realizados establecen que el porcentaje de recuperacion de la proteina de
Retinol es de casi el 100% ©* y para las protefnas que contiene o captan el hierro (Ferritina
y Transferrina) el porcentaje de recuperacion es aproximadamente el 90% V. Sin embargo
esta recuperacion depende de varios factores como el tiempo de almacenamiento y la
temperatura. Por este motivo y por la diferencia de migracion de las proteinas procedimos
a encontrar factores de recuperacion internos comparando la cuantificacion de las proteinas

en cuestion y su relacion con el suero/plasma.

La técnica estandar © establece que el periodo 6ptimo de elucién de la muestra es toda la
noche. Con la finalidad de optimizar el proceso se evaluaron diferentes tiempos de elucion,
realizando valoraciones a diferentes tiempos de elucion (Tabla N° 9). La valoracion de la

recuperacion del analito se realizd mediante ELISA competitivo para la deteccion de
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anticuerpos IgG contra Hepatitis A de muestras negativas y positivas. La lectura de los
resultados fue realizada a 450 - 630 nm para los diferentes tiempos de elucion
encontrandose resultados practicamente similares (ver Tabla N°9). Al no existir diferencias
significativas entre los diferentes tiempos de elusion y absorbancias se concluyé que se
puede trabajar con ambos tiempos: over nigth y de una hora.

TablaN°9 Evaluacion de los tiempos de elucion de la muestra

Densidad éptica (D.O.)
Tiempo 450 - 630nm

MUESTRA MUESTRA

POSITIVA | NEGATIVA
1 hora 0,072 1, 205
2 horas 0,070 1, 300
4 horas 0,075 1, 305
Over nigth 0,063 1, 306

Al no existir diferencias en los tiempos de elucidn, este procedimiento (1 hora de elucidn)
fue aplicado en el estudio para la determinacion de los niveles de los micronutrientes por
ELISA.

2. Determinacion de los factores de recuperacion internos encontrados entre DBS y el

ensayo inmunoenzimatico (EIA)

2.1 Determinacién del factor de correlacion para Retinol

El factor de correlacién, es un factor que se debe encontrar para cada analito que se desee
detectar y es Unico de cada kit/prueba, su determinacion se basa en detectar cuantas veces

se encuentra diluida la muestra del papel en relacion al suero.

Segun esto tenemos que el factor obtenido fue de 1,46 el cual se empled para correlacionar
las densidades opticas obtenidas entre los resultados del eluido y los resultados de la

muestra de suero (Tabla N°10).
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Tabla N°10 Relacion de los ensayos en suero y eluidos, determinacion de los niveles

de Retinol (Factor de correlacion)

Factor
Ensayo DO suero DO eluido _,
correlaciéon
1 0,325 0,225 1,45
2 0.246 0,168 1,46
3 0,240 0,162 1,48
PROMEDIO 0,270 0,185 1,46

DS (0.001), CV (0.001)

2.2 Determinacion del factor de correlacion para Ferritina/Transferrina

En el estudio, el factor encontrado en el caso de la Ferritina fue de 3,66 esto nos indica que
el eluido se encuentra alrededor de 4 veces mas diluido en cuanto a la muestra de suero
(Tabla N°11). En el caso de la Transferrina podemos identificar que el eluido se encuentra
2,13 veces mas diluido que la muestra de suero, por esto se usé este factor para realizar

todos los demas andlisis (Tabla N°12).

Tabla N°11 Relacién de los ensayos en suero y eluidos, determinacion de los niveles de
Ferritina (Factor de correlacion)

Ensayo DO suero DO eluido Factor
1 0,475 0,148 3,21
2 0,397 0,082 4,85
3 0,465 0,159 2,93
PROMEDIO 0,446 0,130 3,66

DS (1.040), CV (1.080)
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Tabla N° 12 Relacion de los ensayos en suero y eluidos, determinacion de los niveles

de Transferrina (Factor de correlacion)

Ensayo DO suero DO eluido Factor
1 2,676 1,431 1,87
2 2,746 1,151 2,38
3 2,662 1,250 2,13
PROMEDIO 2,695 1,277 2,13

DS (0.250), CV (0.060)

B. RESULTADOS DEL ESTUDIO

1. Caracteristicas de la poblacion en estudio

En primera instancia es importante denotar que la poblacion con la que se defini realizar el
estudio, es una poblacion abierta debido a que las participantes presentaban algun tipo de
lesiones intraepiteliales, destacando que los médicos ginecélogos las refieren al Instituto
para complementar el estudio Papanicolaou con diagnéstico de VPH, debido a que se

encuentra directamente relacién con el desarrollo de CC.

Aceptaron participar del estudio, mediante consentimiento informado, 70 participantes
quienes llenaron el cuestionario de informacioén sociodemogréfica y gineco-obstetra. El

promedio de edad de las participantes fue de 34 afios (15 — 49 afos).

Segun los datos obtenidos, el 84% de las participantes refiere no usar ningun método
anticonceptivo o usan métodos que no las protegen de contraer la infeccion (por ejemplo:
uso de pastillas anticonceptivas, ritmo y dispositivos intrauterinos). También se puede
indicar que 63% de las participantes tiene en promedio 2 hijos, es decir que la mayoria ha
tenido al menos 1 embarazo a lo largo de su vida (tabla No 12). La mayoria de las
participantes refiere no tener habitos de consumo de tabaco, ni de alcohol en una 80 y 70%,

respectivamente.
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Tabla No 13 Caracteristicas sociodemograficas de la poblacion en estudio

Caracteristica

Rango Poblacional (%0)

Rango de edad

15 — 49 afios (Promedio 34 afnos)

Estado civil Soltera 37/70 (53)

Casada 32/70 (46)
Divorciada 1/70 (1)

Sin hijos 26/70 (37)

Con hijos 44/70 (63 )
Ninguno 41/70 (59)
Barrera (conddn) 11/70 (16)
Anticonceptivos 9/70 (13)
Ritmo 6/70 (8)

Antecedentes gineco-obstetricos

Método anticonceptivo

DIU 3/70 (4)
Habito de fumar Si 14/70 (20)

No 56/70 (80)
Habito de consumo de alcohol Si 21/70 (30)

No 49/70 (70)

2. Frecuencia de infeccion por el Virus de Papiloma Humano en la poblacion en
estudio

Los resultados del diagnéstico molecular de VPH screening en las 70 muestras genitales,
mostro que el 57% (n=40/70) de las participantes fue positiva a la infeccion (Figura N°
13). Toda vez que el ensayo de screninng utiliza primer de consenso (MY09 y MY11)
dirigidos a amplificar la region conservada del genoma VPH, los resultados indican que la
poblacion en estudio presenta infeccion con una o més variedades genéticas de VPH de alto
riesgo oncogénico, de bajo riesgo oncogénico o ambos (Figura N°18). Por lo anterior, para
fines de tratamiento y/o seguimiento de la infeccion, se realiz6 una mayor caracterizacion,

identificando la poblacién que cursa infeccidn con virus de alto riesgo oncogénico.
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Figura N°18 Frecuencia de infeccién por VPH en muestras genitales

2. Frecuencia de infeccion por Virus de Papiloma Humano de alto riesgo oncogénico

Las muestras de las 40 participantes que presentaron resultado positivo para la deteccion
del VPH screnning, fueron analizadas para identificar VPH de alto riesgo oncogeénico. Se
encontré que 25/40 muestras fueron positivas. Toda vez que para esta identificacion de
VPH alto riesgo se realiza mediante el uso de un coctel de primers dirigidos contra las
regiones de VPH A6, A7 y A9 de oncovirus, el resultado nos indica que el 63% de la
poblacion presenta reactividad para algun oncotipo de VPH (16, 18, 31, 33, 35, 45, 52, 53,
56, 58, 59, 66 y/o 70.) (Figura N°19).

Frecuencia 40% .
30%
0% 1
10% +~

0% T ~ T T
YWPH AR POSITIVA YWPH AR NEGATNA
(n= 25/40) (n= 15/40)

Figura N°19 Frecuencia de infeccion por VPH de alto riesgo oncogénico
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4. Frecuencia de infeccién con oncotipos de Virus de Papiloma Humano genotipo 16,
18.

Las 25 participantes que presentaron resultado positivo de infeccion con VPH — Alto riesgo
oncogénico fueron analizadas para tipificacion de los genotipos més frecuentemente
relacionados (>70%) con la generacién de Céancer Cervical en el mundo, siendo més
agresivos el oncotipo 16 y el oncotipol8. Esta tipificacion se realizd mediante el uso de

primers que reconocen la region especifica de estos oncotipos E6 y E7 por separado.

60% +

so% +
ao%
FRECUENCIA P
30% 1
20%
0% : : : e
VPH 15 VPH 18 VPH 16/18 OTROS
(14/25) (4125) (2/25) (5/25)

Figura N°20 Tipificacion de oncotipos VPH tipo 16, 18 y otros

Como se puede observar en la Figura N°20, en el estudio determinamos que el oncotipo
con mayor frecuencia es el tipo 16 (n=14/25) el que corresponde al 56% de la poblacion,
mientras que el 16% de la poblacion presenta infeccion con el oncotipo 18 (n=4/25). Solo
el 8% de la poblacion presenta co-infeccion con ambos oncotipos 16 y 18 (n=2/25). El 20%
de las participantes fue negativa para estos oncotipos, por lo que prevé que las otras
variedades de VPH oncogénicos pueden estar presentes en esta poblacion (31, 33, 35, 45,
52, 53, 56, 58, 59, 66 y/o 70). En el estudio no se realizo la tipificacion de estos oncotipos,
sin embargo serd necesario abordar esta tipificacion en estudios posteriores, que es
importante para fines de uso de la vacuna en nuestro medio y su relacion de proteccion de

la poblacion.
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5. Andlisis de la asociacién de la infeccion por VPH y los biofactores nutricionales

5.1 Agrupacién de la poblacion de estudio segun infeccion por Virus de Papiloma

Humano

Para fines del analisis de asociacion de datos (micronutrientes - VPH) se agruparon a las 70
participantes en tres grupos: Alto riesgo positivas, bajo riesgo positivas y alto/bajo riesgo
negativas. Esta agrupacion se realizé considerando los datos obtenidos entre la deteccion de
VPH screening (poblacion no reactiva) que nos determina la poblacion que es negativa para
todos los genotipos de VPH, y VPH (reactiva) — VPH alto riesgo (no reactiva) que
determina que la poblacion es positiva para VPH bajo riesgo y finalmente VPH alto riesgo
(reactiva) que determina que las participantes son positivas para alguno de los oncotipos
(16, 18, 31, 33, 35, 45, 52, 53, 56, 58, 59, 66 y 70) (Figura N°21).

40%
35% 1
30% 7

Frecuencia

43%

POSTIVAS ALTO POSTIVASBAJO  NEGATIVAS ALTO/BAJO
RIESGO (n=25/70) RIESGO (n=15/70) RIESGO (n=30/70)

VPH
Figura N°21 Frecuencia de infeccion por VPH alto riesgo, bajo riesgo y negativas en

las muestras de estudio

En el estudio obtuvimos que el 36% (n=25/70) de la poblacion presento reactividad positiva

para algin genotipo de VPH-AR, el 21% (n=15/70) de las participantes presenta

91



reactividad positiva para VPH-BJ y el 43% (n=30/70) de la poblacion es negativa para
todos los tipos de VPH (alto/bajo riesgo).

5.2 Niveles de vitamina A, a través de la proteina fijadora de Retinol (RBP) en

poblacion con o sin infeccion por VPH

La RBP es una proteina plasmatica que une retinoides, su funcion es el transporte de los
retinoides unidos a los tejidos diana, el proceso por el cual el Retinol se incorpora a las

células diana depende de la existencia de receptores para RBP en dichas células.

En el anélisis que se realizd en las 70 muestras tenemos que los niveles de Retinol se
encuentran dentro de la normalidad en un 74% (n=52/70) y existe una disminucion en un
26% (n=18/70), de la poblacidn, observandose que estadisticamente no existe significancia
entre los niveles de Retinol y presencia de VPH alto riesgo ya que obtuvimos un valor de
chi cuadrado de 0, 232 para p < 0,05 (Tabla N°14).

Tabla N° 14 Deteccidn de los niveles de Retinol en la poblacion clasificados en los

distintos grupo de VPH (alto/ bajo riesgo positivos y negativos)

Nivel de Retinol

MARCADOR (GRUPO) Normal Disminuido TOTAL
# % # %
VPH-AR Positivo 18 72 7 28 25
VPH-BR Positivo 11 73 4 27 15
VPH-AR/BR Negativo 23 77 7 23 30

TOTAL 52 70

Dado que el Retinol modula eficientemente la respuesta inmunitaria, su determinacion en la
poblacion en estudio (70 participantes) tuvo un promedio de 16 mg/dL (rango de referencia
12,7 a 48,6 mg/dL). Para aquellas participantes VPH —AR positivas el promedio de los
niveles de Retinol fue de 14,6 mg/dL (Figura N°22).
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Para las participantes con diagnostico de VPH bajo riesgo positivas el nivel de Retinol
encontrado fue de 15,2 mg/dL, finalmente para la poblacion que fue negativa para los dos
grupos de VPH (AR/BR) el promedio del nivel de Retinol fue del 17, 2 mg/dL (Tabla
N°12), encontrandose que los niveles promedio de Retinol se encuentran dentro de los

rangos de normalidad en los tres grupos.

* *X=16mgsdL _*
> - * P
- - & * NIVELES
20 - s W - - NORMALES
* 4 * *
- ¥ -
Hivel de Retinol | o - +* " & 74%
g/l - * pa¥* ¥
12 ’-* i el +
* » -
* . ¥ * e *" NIVELES
’. *
&> * > DEFICIENTES
° 26%
a pe) 20 30 &0 50 &0 70 O
MNumero Participantes
+* VPH-AR (+) * VPH-BR(+) * VPH AR/BR (-)

Figura N°22 Asociacion Retinol y VPH en la poblacion

5.3 Niveles de Hierro, a través de la Ferritina en la poblacion en estudio

En el organismo hay un compartimento de depoésito de hierro para atenderla demanda de
células y tejidos, la molécula que cumple esta misién es la Ferritina intracelular. Bajo
condiciones fisioldgicas mas del 50% del hierro en depdsito se encuentra en la Ferritina,

bajo esta condicion se realizo su andlisis en la poblacion.

En la poblacion en estudio se encontr6é que un 77% (n=54/70) presenta niveles de Ferritina
dentro de la normalidad, mientras que en 23% (n=16/70) los niveles estan disminuidos. Asi
mismo es importante resaltar que considerando el rango de referencia para la Ferritina, toda
la poblacién con niveles normales de este biomarcador presenta valores muy por debajo del
rango medio. Estadisticamente no existe significancia entre los niveles de Ferritina y
presencia de VPH alto riesgo ya que obtuvimos un valor de chi cuadrado de 0, 716 para p <
0,05. (Tabla N°15)
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Tabla N° 15 Deteccion de los niveles de Ferritina en los distintos grupo de VPH (alto/

bajo riesgo positivos y negativos)

Nivel de Ferritina
MARCADOR Normal Disminuido | TOTAL
# % # %
VPH-AR Positivo 18 72 7 28 25
VPH-BR Positivo 11 73 4 27 15
VPH-AR/BR Negativo 25 83 5 17 30
TOTAL 54 70

En nuestra poblacion (n=70), en promedio se obtuvo que el nivel de Ferritina es de 11,6

mg/dL (rango de referencia 6 a 159 mg/dL). Para aquellas participantes VPH—AR positivas

el promedio fue de 14,6 mg/dL, para las participantes con diagnostico de VPH- BR

positivas el promedio encontrado fue de 11,1 mg/dL, mientras que para aquellas

participantes que son negativas para los dos grupos de VPH el promedio de niveles de

Ferritina fue del 9, 3 mg/dL (Figura N°23). Concluyendo que los niveles de ferritina en la

mayoria de la poblacién se encuentran dentro de los rangos normales indistintamente del

grupo al cual pertenecen (VPH -AR positivas, BR positivas y AR/BR negativas).

30
24
18

Nrvel de Fermtma
mg'dL 13

X=11,6 mgl/dL

Numero Participantes

4+ VPH.AR (+) + VPH-BR(+)

+ VPH AR/BR ()

EQ

NIVELES
NORMALES

7%

NIVELES
DEFICIENTES

23 %

Figura N°23 Asociacion Ferritinay VPH en la poblacion
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5.4 Deteccion de los niveles de Hierro a través del receptor soluble de Transferrina

El receptor de Transferrina (RTf) es una proteina trans-membranal, presente en todas las
células del organismo, a excepcién de los eritrocitos maduros. El receptor "soluble” de
Transferrina (RsTf) es un fragmento del receptor de membrana. A diferencia de la Ferritina
sérica y demas parametros, el RsT no se afecta por la respuesta de fase aguda, es por esta

razon gque se empled este marcador como evaluador de los niveles de hierro.

En la poblacion en estudio de 70 muestras sanguineas analizadas, los niveles de
Transferrina se encuentran normales en un 76% (n=53/70) y existe una disminucién de los
niveles en un 24% (n=17/70). Estadisticamente no existe significancia entre los niveles de
Transferrina y presencia de VPH alto riesgo ya que obtuvimos un valor de chi cuadrado de
0, 869 para p < 0,05 (Tabla N°16).

Tabla N° 16 Deteccidn de los niveles de Transferrina en los distintos grupo de VPH

(alto/ bajo riesgo positivos y negativos)

Nivel de Transferrina
MARCADOR Normal Disminuido | TOTAL
# % # %
VPH-AR Positivo 18 72 7 28 25
VPH-BR Positivo 11 73 4 27 15
VPH-AR/BR Negativo 24 80 6 20 30
TOTAL 53 ‘ 70

En el estudio en un total de 70 participantes, el promedio del nivel de Transferrina fue de
8,3 ng/mL (rango de referencia 5 a 26 ng/mL). Para aquellas participantes VPH —AR
positivas el promedio del nivel de RsTf fue de 7,2 ng/mL, mientras que para las
participantes con diagnostico de VPH- BR positivas encontramos un nivel de RsTf fue 7,7
ng/mLy para aquellas participantes que son negativas para los dos grupos de VPH el
promedio de niveles de RsTf fue del 10,1 ng/mL.(Figura N°24). Encontrando que estos

valores guardan relacién con los encontrados para la determinacion de Ferritina.
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Figura N° 24 Asociacion receptor soluble de Transferrinay VPH en la poblacién

6. Relacion de los factores bioldgicos con la infeccion por VPH

6.1 Relacion de la infeccion por VPH bajo/alto riesgo con el uso de métodos

anticonceptivos

El uso prolongado de anticonceptivos orales y la falta de uso de anticonceptivo o barreras
fisicas (conddén) que protejan a la poblacién de contraer VPH y otras infecciones de
transmision sexual, son factores que pueden incrementar el riesgo de desarrollar cancer
cervical, es por esta razon que se realizo el analisis de esta variable con relacién a la
presencia/ausencia de VPH (Figura N°25). De las 70 participantes, 59% (n=41/70) de ellas
reportd que no usa ningun método anticonceptivo, el 25% (n=3/70, 6/70 y 9/70,
respectivamente), usan métodos anticonceptivos que no protegen a la participante de
contraer infeccion por VPH vy solo el 16% (n=11/70) de ellas refieren usar métodos de

barrera como el uso de condon.
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Figura N° 25 Frecuencia de uso de metodos anticonceptivos en la poblacion en

estudio (VPH alto/bajo riesgo positivas y negativas)

En la tabla N°17, podemos observar la distribucion de frecuencias del uso de metodos
anticonceptivos (barrera), de las participantes que no usan métodos anticonceptivos o usan
métodos que no protegen de la infeccion (ninguno, DIU, oral y ritmo) siendo estas

significativamente diferentes §=2,65>1,95

Tabla N° 17 Relacién VPH con el uso de anticonceptivos.

Anticonceptivos Ve TOTAL
POSITIVAS NEGATIVAS

Ninguno 27 14 41
DIU 2 1 3
Ritmo 5 1 6

Oral 4 9
Barrera 4 7 11
TOTAL 43 27 70

6.2 Relacion de VPH bajo/alto riesgo segun antecedentes gineco-obstetricos

La paridad provoca en la mujer un desbalance a nivel nutricional, hormonal e inmunolégico
lo que conlleva que podria promover la persistencia del VPH y el correspondiente

desarrollo de CC. En el estudio se determin6 que de la poblacion, el 62% (n=44/70) refiere
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tener hijos teniendo una media de 2 hijos por paciente (rango de 1 a 7 hijos). La
distribucion de frecuencias segun positividad o negatividad para VPH alto/bajo riesgo se

detalla en la Figura N°26.
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Figura N° 26 Frecuencia porcentual de la concepcién en la poblacién en estudio
(VPH alto/bajo riesgo positivas y negativas)

El analisis de esta variable de nimero de hijos en la distribucion de frecuencias entre los

grupos en el estudio no es estadisticamente significativa teniendo un valor de g=0,75>1,95

Tabla N° 18 Relacién VPH con los antecedente ginecoobstetricos.

Antecedentes VPH
) _ TOTAL
ginecoobstetricos | POSITIVAS NEGATIVAS
Con hijos 27 17 44
Sin hijos 16 10 26
TOTAL 43 27 70

6.3 Relacion del estado civil y el VPH bajo/alto riesgo en la poblacion

El estado civil de la poblacion puede estar relacionado con la exposicion al riesgo de
contraer infeccion por VPH y otras enfermedades de transmision sexual. Los estudios

epidemioldgicos reportan que el nimero de parejas sexuales es un factor de riesgo para la
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infeccion con VPH. En el estudio de la poblacion total (n=70) el 53% de participantes

refiri6 estar soltera, el 46% se encuentran casadas y solo 1% de la poblacion son

divorciadas (Figura N°27).
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Figura N° 27 Frecuencia del estado civil en la poblacion en estudio (VPH alto/bajo

riesgo positivas y negativas)

La distribucion de frecuencia entre los grupos no es estadisticamente significativa teniendo

un valor de £=0,75>1,95

Tabla N° 19 Relacién VPH alto/bajo riesgo con el estado civil de las participantes

VPH
Estado civil TOTAL
POSITIVAS NEGATIVAS
Soltera 21 16 37
Casada 21 11 32
Divorciada 1 0 1
TOTAL 43 27 70

6.4 EI VPH bajo/alto riesgo y su relacion con el habito de consumo de tabaco

El consumo de tabaco se encuentra directamente relacionado con el desarrollo de cancer

cervical debido a que los metabolitos de los cigarrillos dafiarfan la mucosa genital ¢ ). En

nuestra poblacion en estudio, el 20% de las participantes (n=14/70) refiere consumir tabaco
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y el 80% no consume, no tiene este habito. Llama la atencidn que aquellas participantes que

son VPH positivas tienen una mayor frecuencia porcentual de consumo de tabaco con
respecto a los otros grupos 50% (n=7/14) (Tabla N°20).

Tabla N° 20 Relacion VPH alto/bajo riesgo con el consumo de tabaco

VPH
TOTAL
CONSUMO DE
POSITIVA | NEGATIVA
TABACO
# | %
# % # %
sI 10 7 10 | 14 | 20
NO 3 | 51 20 | 29 | 56 | 80
TOTAL 43 | 61 27 | 39 | 70 |100

6.5 EI VPH bajo/alto riesgo y la relacion con el habito de consumo de alcohol

Del total de la poblacion en estudio (n=21/70) el 30% de esta refiere consumir alcohol en

eventos sociales (bebedoras ocasionales) y el 70% (n= 49/70) refiere que no realiza este

consumo. En cuanto a la deteccion de VPH alto riesgo, en bebedores ocasionales el 33%

(n=7/21), observandose un descenso al 16% (n=3/1) del consumo en aquellas participantes

con VPH bajo riesgo positivas, finalmente las participantes que son VPH alto/bajo riesgo

negativas tienen una mayor frecuencia porcentual de consumo del 52% (n=11/21).

Tabla N° 21 Relacion de los casos de VPH alto/bajo riesgo con el consumo de alcohol

VPH
TOTAL
CONSUMO DE
POSITIVA | NEGATIVA
ALCOHOL
# | %
# % # %
sl 10 | 14 [ 11 | 16 | 21 | 30
NO 33 | 47 | 16 | 23 | 49 | 70
TOTAL 43 | 61 | 27 | 39 | 70 |100
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VII. DISCUSION

El cancer cervical representa un problema grave de salud que conlleva la muerte de miles
de mujeres a nivel mundial ®. El CC es el segundo céncer mas frecuente dentro de este
género, después del cancer de mama; aunque en nuestro pais, los datos epidemioldgicos
indican que el CC es la causa més frecuente de muerte de nuestra poblacion femenina,

donde se reporta que aproximadamente al dia mueren 5 mujeres por esta causa .

En este tiempo es conocido que uno de los factores principales del CC es la infeccion
persistente con genotipos oncogénicos del Virus de Papiloma Humano, sin embargo los
estudios de este virus en nuestro medio son limitados y escasos. A esto, podemos sumarle
el problema de desnutricién en Bolivia que es critico, la prevalencia de desnutricion de
mujeres en edad fértil es del 37% (FAO 2014); debido a la pobreza que aln nos aqueja y
considerando que hoy en dia vamos adoptando cada vez mas héabitos de alimentacion no
naturales, como el consumo de alimentos transgénicos y de comida chatarra. La
desnutricion puede promover un estado a la persistencia del VPH debido a un status

inmunitario deficiente por la deficiencia de micronutrientes.

En este contexto, el presente estudio se realizo con el propdsito de caracterizar los factores
involucrados en el desarrollo de CC en nuestra poblacion y asi contribuir al conocimiento

de esta patologia, su manejo clinico y de laboratorio.

En este marco en el trabajo estudiamos una poblacion de 70 voluntarias con diagndstico de
diferentes grados de lesion intraepitelial, en la que se determiné la presencia de infeccion
por VPH, la frecuencia de infeccion por VPH de alto riesgo oncogénico, la prevalencia de
genotipos oncogénicos 16 y 18 en la poblacidn, asi como los niveles de Retinol, Ferritina y
Transferrina como marcadores bioldgicos involucrados en la eficiencia de la respuesta
inmune antiviral. Asi mismo se analizé la importancia de factores socioculturales en la

infeccion por VPH.

Inicialmente varios componentes de laboratorio fueron puestos a punto o revisados para ser

aplicados al presente trabajo:
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A. Ensayo molecular in house para la deteccién de VPH

La deteccién de VPH se realiz6 mediante ensayo molecular (reaccién en cadena de la
polimerasa) in house, este ensayo fue estandarizado, optimizado y validado
consistentemente en nuestro laboratorio, por varios estudios (S. Mancilla y cols., R. Salinas
y cols., W. Machaca y cols., M. Patzi y cols). El ensayo molecular se realizd6 mediante el
uso de primers de consenso MY09 y MY 11 dirigidos a amplificar la regién conservada del
genoma VPH, y de este modo detectar en una sola corrida si una muestra presenta infeccion
con cualquier genotipo de VPH (sea de alto o bajo riesgo oncogénico). Este ensayo incluye
primers que son utilizados mundialmente, y cuya secuencia se comparé con diversos
programas informaticos de alineamiento de secuencias de ADN. La inclusién de esta
estrategia en el estudio de diagnostico de VPH nos permitié discriminar a las personas que
no cursan infeccién (aproximadamente 30% de la poblacién) y por consiguiente una
disminucion de gastos que podria incurrirse con el empleo directo de técnicas que
identifican VPH oncogénicos (aproximadamente 70% de la poblacién) y que son de mayor

costo.
B. Implementacion de la técnica DBS

Con la finalidad de mejorar la participacion de voluntarias en el estudio, asi como aplicar
procedimientos menos invasivos en el trabajo, se adoptd la técnica DBS que nos permite
realizar la coleccion de muestras de sangre en papel filtro, lo que a su vez facilita la

manipulacion de este tipo de muestra biologica.

De este modo mejoramos las condiciones de toma de muestra ya que realizamos punciones
capilares en lugar de punciones venosas. Una vez colectada la muestra se procedié a su
elucion con PBS, lo que nos permitid recuperar el Retinol en casi el 100%, la
Ferritina/Transferrina en aproximadamente el 90% segn la técnica ya establecida ©®. Sin
embargo, existen factores que deben considerarse en el DBS, el mayor inconveniente que
tenemos es el analisis de las muestras que debe ser inmediato, el tiempo de conservacion de

la muestra y la temperatura de almacenamiento.

El tiempo de conservacion de la muestra es de alrededor de 2 semanas ©, en el estudio se

evidencio este hecho ya que después de este tiempo los niveles de las proteinas se reducen
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en aproximadamente el 50%, debido a que las proteinas no permanecen estables. Shi y cols,
3 demostraron, en 1995, la posibilidad de medir retinol por esta técnica, encontrando que
este sistema abria la posibilidad de medir confiablemente esta vitamina. Posteriormente, en
1999, Craft y cols © comprobaron que en este sistema se podia analizar retinol, hierro y
zinc y que éste era comparable con el retinol sérico obtenido por puncién venosa con una
correlacion de 0.90. Estos estudios nos indican que la medicion de estos nutrientes se puede
realizar tanto en papel DBS como en sangre venosa, obteniendo resultados similares,

siempre y cuando se establezcan factores de correlacion.

Posteriormente se procedio a calcular el factor de correlacion interno comparando la
cuantificacion de la proteina en cuestion en sangre entera con el eluido. Se encontré los
siguientes factores: 1.46 para el Retinol, 3.66 para Ferritina y 2.13 para Transferrina, estos
factores permiten corregir las densidades dpticas de los eluidos con respecto a la muestra
real (suero/plasma), y son establecidos para cada ensayo, ademas de ser Unicos para cada
kit. Por lo cual, los diferentes estudios realizados solo reportan el porcentaje de

recuperacion como el de Bertaso y cols.
C. Alta frecuencia de infeccion por Virus de Papiloma Humano

La deteccion de VPH se realiz6 a través de la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa, la cual es una herramienta altamente sensible y especifica que detecta el

genoma viral del VPH.

En él trabajé se realizo la deteccién de VPH en muestras genitales de 70 participantes
obteniendo que el 57% de ellas (n=40/70) fueron positivas para VPH (incluye todos los
genotipos del virus), lo que contrasta con anteriores hallazgos del Laboratorio en los que se
identifico en poblacion colposcépica el 45% (Mancilla y cols), mientras que en poblacion
de consulta ginecoldgica externa fue del 14.5% (Salinas y cols), La alta frecuencia de
infeccion identificada en este estudio, podria deberse al hecho que las participantes
provenian de consulta ginecoldgica en la que se evidencié necesidad de confirmar

diagnostico presuntivo clinico (Alteraciones en el PAP).
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D. La infeccién con Virus Papiloma Humano de Alto riesgo oncogénico es altamente
frecuente en la poblacion estudiada, siendo el oncotipo VPH-16 el de mayor

predominancia

Los VPH de tipo oncogénicos se encuentran directamente relacionados con el desarrollo de
CC debido a que proteinas tales como E6 y E7, provocan una desregulacion del ciclo
celular evadiendo mecanismos de control mediados Rb y p53. Al momento, se han
identificado méas de 13 genotipos de VPH asociados con el desarrollo de CC. En este
contexto con la finalidad de establecer la importancia de VPH oncogénicos en la poblacion
estudiada y asi evaluar su relacién con posibles estados de desnutricién se determind la
presencia genotipos de alto riesgo utilizando un mix de 13 pares de primers para los
genotipos 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52, 53, 56, 58, 59, 66 y 70. Esta deteccion se efectud en
todas las participantes que dieron positivo para VPH screening (n=40/70) identificando que
el 63% (25/40), de ellas presentaban reactividad frente a estos oncotipos y el 56 % de estas
se deben a VPH16. Hoy en dia, en el contexto mundial (Centro de Control de
Enfermedades “CDC”) se conoce que solo el 10% de la poblacion VPH positiva alto riesgo
(incluso VPH-16) llega a desarrollar CC.

Ademas, la OMS reporta que el genotipo mas frecuente a nivel mundial es el VPH 16, el
estudio de Valdivia Yy cols, reporta que los genotipos mayormente encontrados en Chile son
el 16 y 18 en un 75%, concordante con esto, el estudio de Lizano y cols, en México nos
reporta que el genotipo 16 es el oncotipo mayormente encontrado en las lesiones
intraepiteliales de alto riesgo, nuestro trabajo concuerda con estos datos latinoamericanos y
mundiales. El identificacion de los oncotipos circulantes en nuestra poblacion coadyuvaria
a fortalecer el uso de la vacuna la cual en su composicion contiene al VPH 16 y VPH 18,
pero se recomienda realizar la genotipificacion de otros oncotipos como el 31 y 35 que
también se encuentran ampliamente distribuidos y podrian encontrarse en Bolivia segun un
estudio realizado en Tarija (dato expuesto en la feria del Sistema boliviano de
Universidades por la Universidad Juan Misael Saracho del cual no cuenta con una

publicacion)
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Si bien los resultados de laboratorio fueron remitidos a su médico, en nuestro caso seria
oportuno realizar seguimiento a estas pacientes con la finalidad de determinar el tiempo en
que llegan a realizar la depuracion del virus, para este cometido se deberia contar con un
estudio prospectivo de por lo menos de 2 afios segun otros estudio realizados. Asi mismo
en pacientes VPH-AR positivas, la genotipificacion de VPH 16 y 18 se considera
obligatorio toda vez que son los genotipos mas virulentos. Su determinacion positiva
considera medidas preventivas de seguimiento cada 6 meses con la finalidad de evidenciar
el control de la infeccion o prevenir el desarrollo de malignidad en caso de infeccion
persistente. Toda vez que la depuracion del agente depende basicamente de la capacidad
inmunitaria del huésped, el presente estudio incluyd la valoracion de pardmetros

inmunoloégicos como diagnostico complementario.

E. Relacion de parametros inmunoldgico-nutricionales con la infeccién por VPH:

VPH y niveles de Retinol

Se conoce que la persistencia del VPH provoca alteraciones celulares que a lo largo del
tiempo desencadenarian el desarrollo de CC, pero este virus no actla solo, el desarrollo de
la patologia va directamente relacionado con el status del sistema inmune, ya que la
mayoria de las mujeres en alguin momento de su vida cursan por la infeccion pero la
mayoria de ellas Ilegan a depurar al virus, debido a un estado inmunitario adecuado, este
estado es optimo si se tiene una buena alimentacion, ya que se estarian brindando los
nutrientes adecuados para el 6ptimo funcionamiento del sistema inmune, para evidenciar tal
efecto, se realizd la deteccion de Retinol, ya que muchos estudios reportan como este
marcador nutricional estaria directamente relacionado con el adecuado funcionamiento de
la RI, pero existen pocos estudios realizados de la relacion de este nutriente con respecto a

la infeccion por VPH, y estos nos reportan contradicciones entre los valores encontrados
(66)

Una respuesta inmune antiviral efectiva se encuentra caracterizada en primera instancia por
la respuesta inmune innata y en nuestro caso la primera linea de defensa son las mucosas, y
las células NK. Estudios in vitro han demostrado que la vitamina A ™ >3 gjerce un

efecto inmunomodulador a través del aumento del nimero de células NK y optimiza la
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funcionalidad de las mucosas promoviendo la queratinizacion que es importante en la
eliminacién de células epiteliales infectadas. Ademas de la respuesta inmune innata, el
Retinol ha mostrado modular la respuesta inmune adaptativa, principal mediadora del
control/eliminacion del virus. Se ha confirmado que el Retinol optimiza la respuesta tipo T
ayudadora, lo cual provoca un aumento de la respuesta Thl (IFN gamma, IL-2) y una
disminucion de Th2. EI desbalance de esta relacion seria el evento central por el cual el
VPH no puede ser eliminado. Por lo tanto mantener los niveles de Retinol 6ptimos en una
infeccion activa por VPH podria contribuir al control de la infeccion, lo que esta en estudio

en varios equipos de investigacion.

En nuestro estudio, los niveles de Retinol que se obtuvieron tanto en las participantes
positivas y negativas para la infeccion con VPH estaban en parametros de normalidad en un
74% (media de 16 mg/dL) y no se establecié asociacion. Similares datos fueron
encontrados en el estudio prospectivo de Erin et.al., en Brasil que indica que no existiria
asociacion significativa entre esta proteina y el VPH, y postula que no existirian fuertes
nexos entre estos nutrientes antioxidantes y la persistencia del VPH. Sin embargo existe
mucha discrepancia entre los resultados hallados en diferentes estudios, segin Jason en un
estudio realizado en la Universidad de Pensilvania en el que evalud los niveles de Retinol y
acido retinoico en pacientes con CC encontrd niveles disminuidos de estos nutrientes, en
contradiccién a este estudio tenemos al estudio de Mc Gill y cols, que nos indica que los
niveles de acido retinoico, Retinol y carotenoides se encontraban en niveles normales en 40

participantes con alteraciones citoldgicas.

De modo similar, este marcador en nuestro estudio no seria un factor causal para que se dé
el desarrollo de CC, ademas podemos percibir que aunque nuestra poblacion no tenga
buenos habitos de alimentacién, varios alimentos que se expenden vienen reforzados de
contenido de vitamina A, VY este aporte tal vez puede ser suficiente para cubrir las
necesidades del nutriente en situaciones de infeccidn activa. Aunque no se debe descuidar
el hecho que los niveles detectados en nuestra poblacion se encuentran en el rango inferior
de normalidad. Sin embargo también esta claro que al ser un proceso crénico (infeccion
persistente por VPH) y dindmico, la carencia de este micronutriente sea evidente en

estadios mas avanzados de lesiones intraepiteliales, por lo que serd necesario evaluar los
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niveles de Retinol también en estos pacientes. Asi mismo, en el estudio determinamos 11
participantes (15%) con infeccion positiva que presentaban deficiencia de este nutriente, de
las cuales 7 ademas de tener la deficiencia también presentan reactividad frente al VPH-
alto riesgo estas participantes representarian el grupo de riesgo a las cuales se les deberia
realizar un seguimiento para determinar la necesidad de restablecer niveles 6ptimos de

Retinol y por consiguiente potencial mejora del control de la infeccion.

F. Relacion de parametros inmunologico-nutricionales con la infeccion por VPH:

VPH 'y niveles de hierro

La deteccién de Hierro se realiz6 a través de los marcadores Ferritina/receptor soluble
Transferrina, los cuales se midieron a través de los ensayos inmunoenzimaticos, esta
medicion se realizo a las 70 participantes del estudio detectando que los niveles de este
marcador se encuentran dentro de la normalidad en un 74% y 77%, respectivamente. Se
eligieron estos marcadores porque valoran los depoésitos de hierro en el organismo
(Ferritina), y la capacidad de captar al hierro (receptor soluble de Transferrina “RsTf”) sin
que se vea alterado su nivel por las infecciones que pueda estar cursando el huésped (Stella
Coy y cols). Dado que la Ferritina también es un marcador de fase aguda, se puede
encontrar elevada en las participantes por otro tipo de infecciones, es por esta razon que
para una mejor correlacion se realizé la deteccion de hierro a través RsTf que no se ve
afectado por esta situacion, en nuestro caso ambas variables se correlacionaron en el
estudio observando que no existié diferencias entre ambos marcadores; es decir, que en las
participantes que tenian déficit de hierro, ambos marcadores se encontraban disminuidos.

(Cascante, Quintana y Cols).

En el estudio estadistico no existe asociacion significativa entre los niveles de Hierro y la
presencia del VPH en las participantes, para tal entendido esto difiere con la hipétesis que
indica que el déficit de hierro altera la respuesta inmune ya que actuaria a nivel de tres
aspectos fundamentales. En primer lugar dentro la inmunidad innata ya que mecanismos
bactericidas y bacteriostaticos dependen de los depoésitos de hierro, en segundo lugar es un

elemento necesario para la proliferacion y maduracion de células inmunitarias, y en tercer
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lugar a través de proteinas como la Transferrina y lactoferrina de reducir la disponibilidad
de hierro para consumo de elementos infecciosos, es por esta razon que es importante su
medicion como elemento responsable de modular la respuesta inmune, segin varios
estudios, como el de Castillo y cols en Espafia, que nos indica que hierro participa en la
respuesta a la infeccién de tal forma que su déficit puede impedir o dificultar el desarrollo
de patdgenos y su exceso favorecer las infecciones o su gravedad. Por otro lado, el aumento
de las reservas de hierro pueden aumentar el riesgo de infeccion persistente por VPH ya
que promoveria la actividad viral y contribuye al dafio oxidativo del ADN (Chantes y cols).
este hecho no se evidencio en nuestro estudio ya que este elemento se encuentra dentro de
los niveles normales en nuestra poblacion sea VPH positiva o negativa. El hierro es un
nutriente de crecimiento para los seres humanos y se requiere para la replicacion del ADN
©8): sin embargo, también es esencial para la sobrevivencia de otros patégenos. En el
metabolismo del hierro se ha demostrado puede ser alterado por varias infecciones virales,
incluyendo el VIH, CMV vy bacterias, lo que provocaria un desbalance del nutriente y
fortaleceria la persistencia de VPH. En nuestro estudio esta variable fue monitoreada
gracias al receptor soluble de transferrina que no se ve alterado, si existe otro tipo de

infeccion o proceso inflamatorio.

Sin embargo, se sabe relativamente poco sobre como el VPH utiliza hierro celular. En
estudio de Polkaj y cols, demostré In vitro, como las concentraciones elevadas de hierro
promueven el crecimiento celular de VPH en células SiHa, aumento de la expresion de E6
| E7, y el tratamiento con quelantes de hierro inducida por la detencién del crecimiento y la
apoptosis. Nosotros no encontramos participantes con niveles elevados de este elemento,
solo identificamos la deficiencia de este elemento en un 36 y 33% de las participantes que
son VPH alto/bajo riesgo positivas y negativas, un estudio realizado por Siegel y cols,
indica que las mujeres con niveles de hierro por encima de la mediana eran mas propensas a
depurar el virus en menor tiempo, en nuestro estudio se obtuvo que la media de Ferritina es
de 11,6 mg/dL y de Transferrina fue de 8,3 ng/mL, los cuales se encuentran en el limite
inferior de normalidad, que luego se podrian observar disminuidos si la poblacion en
estudio va desarrollando diferentes tipos de alteraciones celulares, es por esta razén que es

importante realizar, en un estudio prospectivo, la determinacion de los niveles de hierro y la
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deteccion de VPH para determinar el tiempo de depuracion del virus y si los niveles de este
elementos coadyuvan a tal efecto, o si las participantes llegan a desarrollar mayores lesion

intraepiteliales y si el elemento va disminuyendo, lo que sobrellevaria al desarrollo de CC.

Es importante indicar, que en el caso de este elemento debe encontrarse dentro de la
normalidad es decir en balance casi perfecto porque una alteracion de sus niveles
(elevacion - deficiencia) provoca alteraciones en el huésped y en el patégeno lo cual se
encuentra directamente relacionado con el CC. Este resultado es apoyado por Erin y cols
que en su estudio observé que las mujeres con los niveles mas altos de Ferritina tienen
menor probabilidad de eliminar infecciones por VPH en comparacién con las mujeres con
niveles bajos de Ferritina. A su vez, en un estudio realizado por Pynaert y cols se encontrd
que los niveles disminuidos de hierro no tienen significancia en el hecho de eliminar el
VPH, en comparacién al habito de fumar que fue el factor que se relaciona directamente
con el progreso a CC. Nuestro estudio determino que el hierro no se encuentra asociado con
la infeccion por VPH en nuestra poblacién, pero es importante ampliar la poblacion en
estudio estratificindola por niveles de alteracion celular y observando si existe 0 no

depuracion viral.

G. Relacion de parametros bioldgicos (edad, antecedentes ginecoobstetricos, etc) con

la infeccion por VPH

Muchos estudios han identificado factores relacionados con la persistencia del VPH vy el
desarrollo de CC, entre ellos podemos mencionar; el uso de anticonceptivos, la

multipariedad, habitos de fumar y consumir bebidas alcohdlicas.

El no uso de anticonceptivos de proteccion como el conddn podrian incrementar el riesgo a
contraer la infeccion y en nuestro estudio el 59% de las participantes refiere no usar ningun
método anticonceptivo, y son precisamente estas participantes las que presentan reactividad
frente al VPH en un total de 13 casos, por otro lado el uso prolongado de anticonceptivos
por via oral, podria favorecer la integracion del VPH con el genoma celular, ademas esta
demostrado que el CC es hormona-dependiente, por lo que deberia considerarse con
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cuidado la utilizacion de estos medios de control de la natalidad en pacientes positivas para

VPH de alto riesgo, principalmente VPH 16 y 18.

La multiparidad es otro factor que contribuye a la persistencia del VPH, debido a que se
relaciona con las participantes que sufren traumas gineco-obstetricos repetitivos. Estos
procesos dafarian las capas de estratos epiteliales. En nuestro estudio se encontrdé una
media de 2 hijos por participante y estadisticamente no existe significancia ya que no seria
un factor de riesgo, aunque esté claro que la multiparidad esta referida a mayor nimero de

hijos.

El habito de fumar es otro factor de riesgo, ya que numerosos estudios han establecido que
dafia las mucosas y reduce el nimero de células Langerhans, por ende las funciones
inmunoldgicas resultan alteradas. En nuestro caso, el 80% de las participantes refiere no
fumar, de este modo se puede evidenciar que ninguno de los factores biologicos se
correlacionan con la presencia de VPH, a excepcion de los anticonceptivos que si tuvieron
significancia entre los diferentes grupos, ya que la mayoria de la poblacién (59/70), no usa
conddn que seria el método méas seguro para no contraer la infeccion. Segin un estudio
realizado por la Colaboracién Internacional de Estudios Epidemioldgicos del Céancer de
Cérvix (ICESCC) reporta que las mujeres fumadoras presentaban un aumento significativo
del riesgo de desarrollar CC en comparacion con las mujeres que nunca habian sido

fumadoras, en nuestro estudio este factor de riesgo resulto ser no significativo.
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VIIl. CONCLUSIONES

En nuestro estudio, el 57% de las participantes presentaba reactividad frente algun tipo de
VPH, siendo el oncotipo mas frecuente el VPH-16.

La finalidad del trabajo es brindar un diagndéstico integral de la patologia, tomando en
cuenta factores nutricionales como moduladores de una respuesta inmune eficaz, para esto
se realizd la deteccion de Retinol y Hierro como inmunomodulares, los cuales presentan

niveles normales en nuestra poblacion, por ende contribuirdn a la depuracion del VPH.

En particular existieron 7 participantes que presentaron deficiencia de hierro y Retinol a la
vez y que ademas presentaban reactividad frente al VPH-AR oncogénico, este habria de ser
un grupo de riesgo que podria llegar a desarrollar CC, para tal efecto se deberia evaluar la
depuracién del virus y los niveles de los biomarcadores en diferente tiempos,

recomendandose un periodo minimo de 6 meses durante 2 afios.

Los otros factores de riesgo como la multiparidad, habitos de fumar y consumo de alcohol
cuales no presentan asociacion con la presencia o ausencia VPH a diferencia del uso de
métodos anticonceptivos que estarian directamente relacionados con la posibilidad de

contraer la infeccion por VPH.

Finalmente el diagndstico de cancer cervical debe realizarse de manera integral tomando en
cuenta al agente patoldgico, ambiente y huésped, de esta manera se lograra realizar un
tratamiento dirigido para cada caso en particular.
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IX. RECOMENDACIONES

Segun el estudio realizado, se recomienda complementar los analisis en una poblacion
cerrada, participantes con alteraciones en la citologia cervical, que acudan a la unidad de
colposcopia, en las cuales se evidencie segun el grado de lesion cuales son los niveles de

los inmunomodulares (Retinol y Hierro).

Toda vez que la depuracion del agente depende basicamente de la capacidad inmunitaria
del huésped, y la capacidad inmunitaria depende de la nutricion se recomienda realizar un
estudio de tipo longitudinal, en cual se evidencie este hecho, determinandola carga viral de
VPH vy los niveles de estos micronutrientes en diferentes periodos, recomendéandose el

seguimiento cada 6 meses durante 2 afios.
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