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RESUMEN

La presente investigacion tuvo por objetivo determinar las caracteristicas moleculares de las
células madre de cancer de cuello uterino en poblacion arequipefia, asi como evaluar mediante
secuenciamiento masivo (RNA-seq) y analisis bioinformatico, la sobreexpresion de genes y
mutaciones en células madre de cancer de cuello uterino. La metodologia del estudio fue
correlacional, observacional, transversal y explicativo, donde se tuvo como muestra a 3
pacientes con (CCU), el RNA total fue aislado de las biopsias de cirugias a pacientes, las
mismas que fueron sometidas a secuenciacion masiva mediante RNA-Seq, asi mismo se
recolectaron datos clinicos fenotipicos y epidemioldgicos. En los resultados se identificaron los
dos tipos mas comunes de cancer de cuello uterino 2 con CCU células escamosas y 1 con
adenocarcinoma. Asimismo, los genes altamente expresados en cancer de cuello uterino de los
pacientes, presentaron medias iguales con una significancia igual a 2,9508E-12 < 0.05; los
genes medianamente expresados se encontraron que las medias son diferentes. (2,7751E-17 <
0.05). Por ultimo, los genes pobremente expresados presentaron medias diferentes, analizados
mediante la prueba F y el andlisis de varianza. Se concluyé que, mediante la tecnologia RNA-
seq de las muestras analizadas, un perfil de expresion estandar, ademas se encontrd mutaciones
en el gen Proteina Tumoral p53 Reparacion del ADN. Supresor tumoral 1 y reparacion del
ADN. Supresor tumoral 2, las mismas que son descritas en este estudio.

Palabras clave: Genes, Cancer de Cuello Uterino, perfil de expresion génica, mutaciones,
andlisis bioinformatico, NGS, RNA-Seq.
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ABSTRACT

The aim of this research was to determine the molecular characteristics of cervical cancer stem
cells in the population of Arequipa, as well as to evaluate, through massive sequencing (RNA-
seq) and bioinformatic analysis, the overexpression of genes and mutations in cervical cancer
stem cells. Methodology, the study was correlational, observational, cross-sectional and
explanatory, where 3 patients with (CCU) were sampled, the total RNA was isolated from
biopsies of patient surgeries, which were subjected to massive sequencing by RNA-Seq, as well
as phenotypic and epidemiological clinical data were collected. The results identified the two
most common types of cervical cancer, 2 with squamous cell UCC and 1 with adenocarcinoma.
Likewise, the highly expressed genes in cervical cancer of the patients presented equal means
with a significance equal to 2.9508E-12 < 0.05; the medium expressed genes were found to
have different means (2.7751E-17 < 0.05). Finally, the poorly expressed genes presented
different means, analyzed by F-test and analysis of variance. Concluding, by RNA-seq
technology of the samples analyzed presented a standard expression profile, in addition
mutations were found in the gene Tumor Protein p53 DNA Repair. Tumor suppressor 1 and
DNA repair. Tumor suppressor 2, the same that are described in this study.

Keywords: Genes, Cervical Cancer, gene expression profiling, mutations, bioinformatics
analysis, NGS, RNA-Seq.
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LISTA DE ABREVIATURAS

BRC1: Este gen produce una fosfoproteina nuclear de 190 kD que participa en la
preservacion de la estabilidad genémica y funciona como supresor de tumores.
BCR2: Se considera un gen supresor de tumores al igual que BRCA, es un gen codificador
de proteinas

TP53: Este gen es responsable de codificar una proteina supresora de tumores que incluye
dominios para la activacion transcripcional, oligomerizacion y union al ADN. La
proteina producida por este gen reacciona a diferentes formas de estrés celular para
modular la expresién de genes diana, lo que a su vez desencadena procesos como la
detencion del ciclo celular, la senescencia, la apoptosis, la reparacion del ADN o
alteraciones en el metabolismo.

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

NGS: Next Generation Sequencing (Secuenciamiento de Préxima Generacion)

RNA-seq: RNA Sequencing

SAM: Séquense Alignment Map (Mapa del alineamiento de la secuencia)

CaCu: Cancer de Cuello Uterino

TCGA: The Céncer Genoma Atlas

RPS29: Proteina ribosomal S2
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INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino (CCU), se trata de una enfermedad de prevalencia mundial, en
Per(, una mujer con cancer cervical muere cada 5 horas. Esta clase de cancer es el mas
reportada entre las mujeres (24.1% de casos) y dentro de la poblacion en general (14.9% de
todos los casos de cancer); a su vez, es el tercer motivo de mortalidad por cancer en féminas.
La evidencia cientifica ha demostrado y descrito detalladamente que este cancer se da como
consecuencia a largo plazo por una infeccién de transmision sexual (ITS) no tratada,
originado por determinados genotipos del VPH (4).

Numerosas investigaciones han explorado la estructura, los mecanismos de accion y el
potencial oncogénico de varias clases de VPH. Es importante reconocer que un solo
componente por si no contiene una célula normal en una cancerosa de crecimiento ilimitado.
Hay abundante evidencia que sugiere que para que se produzca la transformacion maligna,
deben ocurrir entre 3 y 7 eventos mutacionales independientes dentro de una célula. Si bien
la infeccion por VPH es contemplada como la "causa esencial” del CCU, no se ha reconocido
suficientemente el papel de otros elementos de peligro relacionados con el desarrollo de
tumores en esta area, especialmente si se considera que solo un pequefio nimero de féminas
con VPH tienen lesiones intraepiteliales de grado alto y carcinoma in situ. En consecuencia,
una comprension completa de bases moleculares de estos factores de riesgo es crucial para
obtener conocimientos méas profundos sobre la enfermedad (2).

Existiendo este vinculo causal del VPH ya ampliamente estudiado es importante ahondar
ahora sobre la parte molecular y genética es decir las probables alteraciones en los genes y
la sobreexpresion de proteinas como la P53 y otras muy relacionadas con este cancer, las
mismas que serdn ampliamente estudiadas mediante secuenciamiento, para determinar las
mutaciones, translocaciones y demas alteraciones genéticas involucradas con el desarrollo
del CCU, siendo ello lo que se investiga en la actual investigacién (13).

El cancer de cervicouterino (CCU), afecta a grandes proporciones poblacionales,
convirtiéndose en un problema que afecta la salud pablica por la elevada incidencia de
enfermedad en cuanto a su morbimortalidad, que son mucho més frecuentes en las personas
mayores. En la oncogénesis de la enfermedad debemos de ver las mutaciones genéticas,
dentro del desarrollo de células madre de cancer cervicouterino, asi como la sobreexpresion
de proteinas como la P53, la secuenciacion de estas células madre, asi como su perfil de
expresion nos ayudaran a determinar los genes sobre expresados, las probables fallas y

mutaciones involucradas durante el transcurso del desarrollo de este tipo de cancer (12).
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La ejecucion de este analisis investigativo se justifica por las siguientes razones: Es un
asunto crucial, ya que este cancer constituye una patologia comdn con un potencial peligro
para la vida, sobre todo en mujeres en edad reproductiva y que cuenta con una mortalidad
muy elevada. Su actualidad reside en que el cancer cervicouterino se da mayormente en
pacientes féminas en edades jovenes y que es una enfermedad muy silenciosa que esta
avanzando de manera importante, convirtiéndose en una enfermedad con implicancia
publica (3).

Posee relevancia humana, en razon de que las féminas en edad fértil son una poblacion en
estado de vulnerabilidad, lo que causa preocupacion al Ministerio de Salud, al Estado y a los
profesionales sanitarios, que procuran que los niveles de incidencia y prevalencia de este
cancer disminuyan.

La preponderancia cientifica de este estudio radica en que la data recopilada ser til para
potenciar investigaciones y estudios posteriores.

La motivacion de indole personal se encuentra basada en torno a la labor realizada a diario
en mi rol de Medico Ginecélogo asistencial, labor que prima en las actividades diarias con

la finalidad de disminuir las cifras actuales de mujeres con cancer cervicouterino.
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HIPOTESIS

“Dado que los cultivos de células madre representan una buena alternativa de estudio
molecular para alteraciones genéticas y que el andlisis de estos mediante técnicas de
secuenciacion molecular identifica mutaciones y sobreexpresion de proteinas.

Es probable que estas células madres muestren evidencia sobre mutaciones, translocaciones

y sobre expresion de genes que causarian el CCU.”

OBJETIVOS

Objetivo General
Determinar las caracteristicas moleculares de las células madre de cancer de cuellouterino,
asi como evaluar mediante secuenciamiento masivo (RNA-seq) y analisis bioinformaético, la

sobreexpresion de genes y mutaciones en células madre de cancer de cuello uterino.

Objetivos especificos
1. Realizar el secuenciamiento masivo (RNA-seq) de muestras de células madre de
cancer de cuello uterino.
2. Realizar el analisis bioinformatico del transcriptoma obtenido por secuenciamiento
de células de cancer de cuello uterino.
3. Establecer las diferencias o variaciones entre los niveles de expresion génica de las
muestras de células de cancer de cuello uterino.

4. Describir las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas del cancer de cuello uterino
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1. Marco teorico

1.1.Epidemiologia

El CCU constituye una de las preocupaciones en materia de salud mas significativa a nivel
global, dado que se establece en el segundo lugar entre los canceres mas frecuentes en
féminas en todo el mundo, con cerca de 660,278 nuevos casos a lo largo del 2022. Ademas,
el 85.5% de casos se registraron en naciones en desarrollo (3).

La frecuencia de esta enfermedad varia significativamente de un lugar a otro y estd
estrechamente ligada al grado de progreso de una comunidad.

Alrededor del 83 % de los casos tienen lugar en naciones en desarrollo, especialmente en
Africa, Sudamérica y Asia, en los cuales este cancer constituye un 15 % de los tipos de
cancer en las mujeres. En naciones desarrolladas, este cancer constituye aproximadamente
el 3,6% del total de casos de cancer recién diagnosticados (4).

Incidencia y mortalidad del CCU por 100.000 mujeres, adaptado WHO2018

El programa GLOBOCAN, llevado a cabo por la “Organizacion Mundial de la Salud”
(OMS) y la “Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer” (IARC), han
recopilado informacién de diversas naciones con el fin de analizar la mortalidad e incidencia
por cancer (Globocan, 2022). El indice sin procesar de incidencia de CCU prevalente en
Per0 es de 31.3 por cada 100,000 personas y la tasa ajustada con relacion a la edad es de
34.5 por cada 100,000 personas. Segun las estadisticas presentadas por Globocan 2012, por
lo menos 4,636 de féminas son diagnosticadas con cancer cervical anualmente,

convirtiéndose en la clase de cancer mas comun entre las peruanas (5).

1.2.Mortalidad del cancer de cuello uterino

El CCU es responsable de 350.899 muertes a nivel global, y el 88% de estos fallecimientos
ocurren en naciones en desarrollo. Si bien esta clase de cancer se ubica como la 7ma causa
primordial de fallecimientos vinculados con el cancer en Europa, es la segunda causa
principal entre las féminas jovenes de 18 a 45 afios (4). El “Analisis de la situacion del cancer
en Perd, 20227, realizado por el Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control
de Enfermedades (antes Direccion General de Epidemiologia) — MINSA, ha sefialado al
cancer como una problemaética csalud publica nacional, lo que sirve de base de cara a las

intervenciones gque se encuentran orientadas en su prevencién.En el lapso comprendido entre
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el afio 2000 y el 2022, se pudo notar un cambio de tendencia en el indice ajustado de
mortalidad debido a este tipo de cancer, la cual disminuy6 de 7.7 muertes por cada 100,000
habitantes a 5.6 por cada 100,000 habitantes.

1.3.Factores de riesgo de cancer de cuello uterino

Virus y mutaciones

1.3.1. Virus del papiloma humano (VPH)

El VPH comprende de un virus pequeiio con ADN de doble cadena y tamafio
reducido (cerca de 8,000 pares de bases) que ha estado presente en la especie humana
por muchos afios, experimentando pocos cambios dentro de su estructura genética.
Este virus se clasifica en siete tipos segn su tropismo: cutaneo tropico, que se asocia
tipicamente con verrugas cutaneas, se presenta en individuos con epidermodisplasia
verruciforme, se manifiesta en las lesiones cutaneas en sujetos inmuno deprimidos
posteriores a un trasplante y esta vinculado con tumores epiteliales especificos. Las
clases incluyen los VPH 1, 4, 5, 8, 41, 48, 60, 63 y 65.

VPHs mucoso tropicos: Es posible identificar en las lesiones benignas y malignas
del tracto anogenital de hombres y mujeres. De vez en cuando, estos virus son
aislados en lesiones y tejidos de cavidad oral, laringe, oro faringe, y en el eséfago,
lecho ungueal y conjuntiva (VPHs 6, 11, 13, 16, 18, 26, 30,31, 32, 33, 34, 35, 39,
42,44, 45,51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 64, 66, 67,68, 69, 70y 73).

Por altimo, el grupo final de VVPHSs se encuentra aislado de manera indiscriminada en
lesiones y tejidos en la piel o mucosas “VPHs 2, 3, 7, 10, 27, 28, 29, 40, 43, 57, 61,
62 y 727, en tanto que su relacion con lesiones consideradas malignas se encuentra
menos determinada.

La mayormente conocida expresion clinica asociada a la infeccidn viral, se encuentra
constituida por las verrugas genitales o condilomas acuminados, relacionados en
casi un 90 % a infeccionespor genotipos de VPHs 6 y 11. Se llevo a cabo una
investigacion en el Reino Unido durante el 2000 que calculé que el porcentaje de
verrugas genitales era del 4,1% en féminas y 3,6% en hombres. En Espafia, mientras
tanto, la investigacion denominada AFRODITA calcula que aproximadamente el 1%

de las mujeres presenta verrugas genitales (9).
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El VPH se encarga del 5,2% de todas las clases de cancer que afectan a las personas,
contribuyendo con el 2,2 % en las naciones desarrollados y un 7,7 % en las regiones
en desarrollo (10). Los porcentajes atribuidos al VPH abarcan entre el 64% y el 91%
de los casos de cancer vaginal, entre el 84% y el 94% de los casos de cancer anal,
entre el 60% y un 90% de casos de cancer vulvar basaloide, un 35,6 % de los canceres

orofaringeos y el 23% de los canceres en la cavidad oral y laringe (11).

1.3.1.1.Prevalencia de la Infeccién VPH

El VPH constituye la mas recurrente ITS. La tasa de incidencia es alta en féminas y
varones jovenes que tienen relaciones sexuales. Durante la segunda década
correspondiente a una vida, se calcula que la prevalencia es 20 % a 25 %, sin
embargo, en ciertos circulos adolescentes o de féminas jovenes esta infeccion puede
llegar a perjudicar al 70 % de las personas (12). Durante latercera década la
prevalencia se redujo, y desde los 35 afios conserva estabilidad en valores préoximos
al 5 % (13).

En las mujeres asintomaéticas, la prevalencia infecciosa por VPH, posee variaciones
entre el 2 y 44% (L4). Se precisa que la frecuencia de VPH-AR en la poblacién en
general muestra una fuerte correlacion con los porcentajes de casos novedosos de
esta clase de cancer en todas las areas geograficas a nivel mundial (15). Los indices
ajustados por edad son mayores en las naciones con una prevalencia mas alta de este
cancer.

Los indicadores mas altos se pueden observar tanto en Africa (23,4%) como en
América (12,8%), y Per0 se situa entre el grupo de paises de frecuencia alta.
La incidencia de ADN de VPH en féminas con normal citologia, corresponde a
10,2 % total. Por otro lado, en Africa llega al 22,4 %, ,2% en Europa en América
al 13%; 8 en Asia alcanza 7,9% (16), en tanto que en Peru es del 12.43 % (17). En
Latinoamérica y Per( se ha hecho visible un segundo pico infeccioso en féminas
cercanas a la menopausia, ello podria deberse a una reactivacion de infecciones que
se encuentren ocultos, que se originan por la progresiva pérdida de inmunidad o
nuevas infecciones aparecidas durante la etapa peri menopausica (18).

En el Per( se prevé que la prevalencia en relacion con el VPH en féminas dentro de
la poblacién total, es 12.43 %, considerando grupo etario, con un porcentaje mayor

en féminas jovenes y una progresiva disminucion conforme avanza la edad hasta
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alcanzar cifras inferiores a 4% dentro de edades peri menopausicas (19). EI VPH 16

muestra mas prevalencia entre féminas con citologia normal, HSIL y LSIL (21).

1.3.1.2. Estructura del Virus del Papiloma Humano

Se precisa que los VPH se clasifican taxondmicamente dentro de la familia
Papillomaviridae. Los virus son extremadamente estables, poseen una capacidad de
infeccién prolongada y son resistentes a diversos tratamientos terapéuticos.
Constituye un virus diminuto, formado por cépside icosaédrica y genoma que
contiene doble hélice de ADN, que se compone de hasta 8.000 pares de bases.

Su genoma esta partido en 3 areas (22):

» Region temprana (E: Earl y): Corresponde al 45% del genoma. La funcion
de intervenir en la replicacion del ADN viral es llevada a cabo por las
proteinas no estructurales codificadas en hasta 8 regiones de lectura abierta
(E1- ES).

Las proteinas E1-E2 tienen la capacidad de funcionar como activadoras de
transcripcion.

E4: se refiere a maduracion y duplicacion.

E5: se refiere a la estimula la proliferacion.

E6-E7: se refiere a oncoproteinas transformantes.

» Region tardia (L: late): Tiene un 40 % de genoma y alberga dos genes
(L1 - L2) encargados de producir proteinas que se utilizan en el ensamblaje
de cubierta viral, conocida como capside.

» Region larga de control (LCR): comprende el 15 % de genoma viral y
ejerce un rol elemental en regulacion de expresion en genes E6 y E7.

Las secuencias de genes de expresion temprana (E) varian entre las diversas
clases de VPH, en cambio, los genes de expresion tardia (L) exhiben

semejanzas significativas entre estos tipos.
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Figura 1. Mapa genético del papiloma virus tipo 16

El ADN del VPH no contiene las enzimas requeridas para copiar o transcribir su ADN,
lo cual significa que depende de la division celular del huésped a fin de poder

reproducirse.

1.3.1.3.  Relacion del VPH con la patologia oncoldgica

Los VPH se clasifican conforme su riesgo oncogénico en dos grupos
(23): VPH de bajo riesgo “VPH-BR” y VPH de alto riesgo “VPH-AR”.

Tabla 1

Patologia oncoldgica

. ________________________________________________|
. o 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
Alto Riesgo Oncogenico

68, 73y 82

Posible Alto Riesgo 26, 53 y 66

6,11, 40, 42, 43, 44,54, 61,70, 72,81y
Bajo Riesgo Oncogénico CP6108

Clasificacion de VPH conforme al riesgo de células cancerosas. Un analisis exhaustivo de 85

estudios realizados antes de 2022 (24), registré 10.058 casos de CCU. Este metaanalisis fue
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actualizado posteriormente por Smith et al., (25) que incluyd mas de 14.500 estudios de casos
informados hasta enero del afio 2006. Las clases de VPH mas prevalentes, enumeradas en orden
de frecuencia, son 16, 18, 33, 45, 31, 58, 52 y 35.

Los tipos mas frecuentes son el VPH 16 y 18, que constituyen el 70% de casos de CCU.
Ademas, forman parte de los ocho tipos méas prevalentes (VPH 16, 18, 33, 45, 31, 58, 52 y 35)
que, en conjunto, representan el 89 % de casos en todo el mundo (25). Cabe destacar que el
VPH 18 presenta una mayor prevalencia relativa en el adenocarcinoma en contraste con

carcinoma de células escamosas (24).

1.3.1.4. Transmision de la infeccion VPH.
Este virus se contagia mediante los contactos sexuales, al entrar en contacto con
pequefias abrasiones en membranas mucosas y la piel. La vulnerabilidad del
cuello del dtero al contagio es especial, probablemente mediante el epitelio
metaplasico de union escamoso-cilindrica.
Se indica que los medios de transmision genitales que no implican el acto sexual
son posibles, aunque menos frecuentes. El peligro de contagio a través del
contacto oral-genital o digital-genital parece ser bajo. La transmision vertical de
la mama al neonato ha sido descrita, segun la informacion disponible, se considera
gue son situaciones poco comunes con baja probabilidad de provocar una
infeccion cronica.
1.3.1.5.Cofactores de adquisicion de la infeccion por VPH
La amenaza de adquirir el virus se vincula a la conducta sexual, como la edad en
que se tiene el primer coito, la cantidad de parejas sexuales y si se tiene relaciones
sexuales con individuos que en su vida tuvieron varias parejas sexuales.
> Edad del primer coito: El riesgo elevado de infeccion en féminas jovenes
que tienen relaciones sexuales a edad temprana puede ser ilustrado por las
caracteristicas histolégicas del area de transformacion escamocolumnar
que se encuentra en el exocérvix (26). La inmadurez cervical, la ectopia
cervical aumentada y las deficiencias en el flujo cervical protector pueden
resultar en una mayor vulnerabilidad a adquirir una infeccién por VPH.
» Numero de compafieros sexuales: Sobre el nimero de parejas sexuales,
hay correlacion constante entre cantidad de parejas y posibilidad de
descubrir ADN del VPH en la regién genital inferior. Ademas, el intervalo

entre parejas juega un papel crucial, ya que una duracién mas corta entre
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parejas eleva el riesgo de infeccidn (27).

» Otras Infecciones de transmision sexual como VIH, herpes y clamidia.
El VIH esté asociado tanto con la aparicion como con el progreso de las
infecciones por el VPH hacia lesiones neoplasicas en el canal anal y el
TGI. Los individuos VIH positivos tienen una probabilidad 17 veces
mayor de contraer el VPH y una amenaza 9 veces mayor de desarrollar
CCU. Esta mayor susceptibilidad se atribuye a alteraciones tanto de la
inmunidad sistémica como local en estas personas (28).

» La circuncision masculina sirve como una defensa contra la infeccion,
estd vinculado con una reduccién en la amenaza de adquirir VPH y con
infimo peligro de transmision y progreso hacia el CCU en parejas sexuales.
(29).

> El uso del preservativo a lo largo del acto sexual, el uso de condén
actlia como un obstaculo que reduce la posibilidad de contagio, empero,

no evita completamente la propagacion del VPH. (30).

1.3.1.6.Practicas de sexuales de riesgo.Interaccion virus-huésped

Por lo general, las particulas virales presentes en el epitelio cervical o enel T.G.I.
se eliminan mediante el desprendimiento natural del epitelio estratificado o por
agentes inmunitarios no especificos como macrofagos.

Para que se reconozca como una infeccion verdadera, el VPH, que es un patégeno
intracelular obligado, debe ser internalizado en la célula huésped.

La replicacién de células basales ocurre en la parte inferior del epitelio, donde los
VPH utilizaran su maquinaria para propagarse. La comunicacion se beneficia de los
pequerios traumatismos y en propiedades del epitelio, como metaplasia escamosa y
ectopia. Por tanto, los agentes del sistema inmune no especifico, los procesos
inflamatorios y los anticuerpos naturales pueden destruir las particulas virales que
se estan en el epitelio.

Cuando las células basales se infectan, los VPH activan secuencialmente su
secuencia genética, comenzando por genes de expresion temprana (E1-E7) con
ubicacion en capas basales. Se indica que las proteinas producidas por estos genes,
conocidas como E6-E7, actiian como proteinas oncogénicas al obstruir las proteinas
reguladoras celulares e inhibir la apoptosis. En capas superiores, en la cual el

epitelio se distingue, los genes de proteinas estructurales (L1 y L2) comienzan a
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expresarse, lo que posibilita el ensamblaje viral (31).

1.3.1.7.0ncogénesis y biologia molecular en el cancer de cuello uterino
La base biologica de la transformacidn tumoral de la célula radica en la incapacidad
para corregir los errores a lo largo de la replicacion de ADN, dado el bloqueo de
proteinas del ciclo celular por VPH de elevado peligro.
La existencia de secuencias genomicas de VPHs en el ADN de la célula se interpreta
por el sistema de regulacion del ciclo celular como algo imposible de corregir, lo
que lleva a la célula infectada a su destruccion mediante la apoptosis. Las proteinas
E7 y E6 del VPH-AR descomponen, en cada caso, la proteina p53 del ciclo celular
y Rb estas proteinas descompuestas impiden a la célula corregir las fallas genéticas
originadas durante su replicacion o inducir la apoptosis, lo que resulta en una
sensibilidad celular aumentada a la transformacion neoplasica.
La competencia de expresion en proteinas degradantes E6 y E7 de los VPHs,
establecera su competencia para bloguear a P53 y Rb, y esta expresion cambiara
debido a componentes como carga viral, cofactores ambientales o integracion del
genoma viral en el genoma celular.
Se comprobé que la insercion de secuencias genémicas de VPH en el ADN del
huésped no resulta ser fundamental para la transformacion celular, debido a que la
transformacion puede ocurrir sin esta integracion a través de otros mecanismos que
causan la desregulacion de la expresion de E7 y E6. Inclusive en circunstancias de
alta carga viral, la expresién basal de estas proteinas podria ser capaz de iniciar el
procedimiento de transformacion neoplésica. (61).
La activacion de los genes E7 y E6 del VVPH, que producen proteinas virales que
estan de manera constante en carcinomas de cuello uterino, resulta de la ausencia
de E2, un represor de la transcripcion viral. Esta falta se produce ya sea por
procedimientos de integracién o por la participacion de diversas vias bioldgicas.
Las proteinas E6 y E7 asociadas con el cancer actian como alteradores de la
mitosis, incrementando la posibilidad de obtener nuevas mutaciones en las células
que ayudan en el avance canceroso mientras se lleva a cabo la division celular.
También se ha sugerido que estas proteinas estan involucradas en la transicion de
epitelio al estroma y con la generacion de nuevos vasos sanguineos (62).
Las clases oncogénicas de elevado riesgo se distinguen de sus contrapartes de bajo
riesgo por su capacidad para inhibir las proteinas del ciclo celular Rp5 y 3b

mediante las proteinas E6 y E7.
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“Muchas féminas que probablemente desarrollaran CCU en las siguientes décadas
habran superado la edad sugerida para recibir la vacuna y, como resultado, no
tendran la proteccion que ofrece”, afirmé el Dr. Douglas Lowy, quien es el director
interino del Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos. EI CCU sigue siendo
una afeccion que requiere tratamientos efectivos, y el reciente analisis de TCGA
puede ayudar en la blsqueda de medicamentos encaminados a componentes
significativos de los genomas del cancer cervical, junto con los genes del VPH. Los
investigadores descubrieron patrones de mutacion notables en el gen APOBEC
entre los rasgos genéticos del CCU, junto con mutaciones recientemente
identificadas en genes SHKBP1, CASP8, HLA-ERBB3, A y TGFBR2 asociados
con esta clase de tumor. Al examinar las vias de sefializacion celular, encontraron
que mas del 70 % de tumores de cuello uterino exhibian cambios gendémicos en una
0 ambas vias moleculares relacionadas con TGFB y PI3BK/MAPK, lo que enfatiza
la importancia de estas vias en el desarrollo de posibles terapias.

Un hallazgo notable en relacion con la resistencia a las terapias fue la identificacion
de patrones de mutacion especificos vinculados a las respuestas al lapatinib, ello
puede facilitar tratamientos mas especificos para las mujeres con tumores que
poseen estas mutaciones.

Generalmente, el CCU surge de infecciones persistentes con ciertas cepas
oncogénicas del VPH. Sin embargo, en este trabajo, los investigadores descubrieron
un tipo distinto de CCU que no estd conectado con la infeccion por el VPH,
representado por mutaciones en PTEN, KRAS y ARID1, y+. “El descubrimiento de
tumores de tipo endometrial que son negativos para VPH valida que no todos los
CCU se asocian con las infecciones por VPH y precisa que una pequefia fraccion
de los tumores de cuello uterino podria asociarse Unicamente a factores genéticos o
de otro tipo”, afirma Jean Claud Zenklusen. “Esta faceta del estudio se destaca
como uno de hallazgos mas fascinantes del programa TCGA, el cual evalué mas de
30 clases de tumores en los ultimos 10 afios”.

Estudios realizados en tejidos cancerigenos han permitido detectar que una de las
mutaciones con mayor frecuencia, es en el gen TP53, la inactivacion de la via de
P53 esta estrechamente asociada con un peor prondstico de cancer de cérvix en un
22,45% en fase temprana (63). En el caso de la adenomiosis, que afecta los tejidos

endometriales y el miometrio, estudios recientes demuestran mutaciones somaticas
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de KRAS de entre 24% a 33%, las dos mutaciones somaticas de este gen
identificadas en tejido adenomiético: p. Glyl2Asp y p. Glyl2Ala se determinan
como patdgenas mas comunes en tejidos cancerosos (64).

En resumen, las investigaciones realizadas hasta el momento demuestran
claramente que los cambios en genes supresores de tumores en carcinoma de CU
se producen antes de la aparicion y el avance de los clones transformados. Parece
esencial utilizar técnicas de biologia molecular para explorar los factores genéticos
conexos con las primeras etapas del carcinoma de cuello uterino y sus conexiones

con las infecciones por VVPH.

BRCA 1 -BRCA2

Cromosoma 17 Cromosoma 13

Cancer hereditario de mamay ovario

Artwork by Jeanne Kelly. © 2004,

Figura 2. Distribucion de genes BRCAL1 y BRCAZ2 en los respectivos cromosomas

indicando su sitio y lugar.
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CAPITULO II
METODOLOGIA
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2. Metodologia

2.1.Lugar y tiempo de realizacion del estudio

Tipo: Correlacional, observacional, transversal
Nivel: Explicativa.

2.2. Materiales, equipos y reactivos:

Materiales
» Frascos de cultivo celular de 15y 75 mL
Pipetas desechables de 5y 10 mL
Tubos FALCON de 15 y 50 mL
Placa de cultivo de 6 pozos
Tubos Eppendorf
Tips estériles para micro pipetas de 1000, 200 y 20 puL
Placas de pozos para PCR
Pipeta automatica de 0.5 uL a 10 pL, 20 pL a 200 pL, 100 uL a 1000 pL

YV V V V V V VY

Equipos

Incubadora de CO2

Camara de Bioseguridad

Cabina de Seguridad PCR

Centrifuga refrigerada

Centrifuga para tubos Falcon de 15mL
Microscopio Invertido

Termociclador para PCR en tiempo real
Congelador - 20 °C, - 80 °C

Equipo para Electroforesis

YV V V VYV V V V V V V

Vortex

Reactivos

»  Suero bovino fetal (SBF)
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Buffer tris-acetato-EDTA 50x (TAE)
PBS (buffer fosfato salino)

Medio DMEM

Cebadores

Tripsina

Etanol 96° y 70°

Penicilina

Agarosa grado biologia molecular
Estreptomicina

Peptido beta-amiloide

Trizol

Agua libre de DNasas y RNasas, grado biologia molecular
Buffer Loading

Cloroformo

2.3.Técnicas:

a) Cultivo de Células:

Se procedi6 al recojo de muestras de pacientes con CCU. Una vez separada la
muestra se coloco en frasco estéril con tapa de 15 ml que contenia DMEM (Medio
Eagle Modificado de Dulbecco’s), el mismo que contenia antibidtico, bajo
camara de flujo laminarse extrae la muestra del recipiente para luego procederse
a picarla en trozos pequefios y después someterla a la accion de la enzima, los
trozos se lavan en extenso con PBS; a continuacién, la muestra es procesada a
37 °C durante treinta minutos mediante colagenasa al 0,075%., para desagregar
enzimaticamente el moco cervical (59).

Al finalizar se centrifuga a 1500 x g por 10 minutos, descartando posteriormente
el sobrenadante para asi obtener el boton celular, tras recuperar las células de la
suspension estas son cultivadas dentro de un medio adecuado en condicionesque
permitan que la proliferacién y de preferencia las células seran cultivadas sin
diferenciacion, empleando un adecuado medio de cultivo celular, a condiciones
apropiadas y a las densidades celulares, por ejemplo, DMEM, complementado
normalmente con 5-25 % (p. ej. 10 %) con un suero adecuado, como el suero fetal

bovino (SFB), puesto a incubadora a 37 °C y 5%de CO2. Una vez que las células
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se multiplican, pueden ser mantenidas en cultivo en el mismo entorno y bajo las
mismas circunstancias hasta que alcanzan la confluencia adecuada, generalmente
alrededor del 80 % de confluencia celular, con el reemplazo del medio de cultivo
celular cada 3 a 4 dias de acuerdo a necesidades (59).

Para la recolecciéon de muestras sometidas a cirugia radical previo a que el Gtero
y los anexos extraidos sean llevados a patologia y antes de su inmersiénen formol
se procedio a sacar pequefias muestras de tejido de cérvix y se procedié como lo
antes mencionado y si el envio se retrasara la muestra debid ser mantenida en
nevera a 4° C (67)

b) Extraccién de DNA, procesamiento y secuenciacion por NGS

Las muestras obtenidas fueron remitidas al laboratorio biolégico molecularde la
“Escuela de Postgrado de la Universidad Catolica de Santa Maria” para el
aislamiento del DNA y su preparacion para su transporte y secuenciacion
mediante NGS) (59)

€) Protocolo de extraccién de DNA

> Se obtiene de la muestra, 5 ml. que se distribuye en forma proporcionalen 5
eppendorf lo que se centrifuga a 12500 por 10 minutos.

> Se junta el pellet y se diluye en glicerol al 20%. Dichas muestras fueron
guardadas a -20° C de esta forma hasta ser procesadas.

» Al momento de procesar, se inici6 colocando a centrifugar a unos 12500 rpm.
por 10 min.

> Aspirar el sobrenadante y luego pasarlo a un tubo eppendorf.s

» Eliminar sobrenadante y preservar pellet.

> Re suspender el pellet 700ml. de buffer de lisis de células (LOmM Tris — HCL,
10mM EDTA, 50 mM NaCl, 5% SDS, pH 7.5) + 10 uL protsa K.

» Agregar 100 uL. de perlas de vidrio y 100 de ul de micro perlas de vidrio.

» Vortexear durante 6 minutos con el fin de fomentar la lisis bacteriana y llevar
a incubacion durante 30 minutos a 60°.

» Una vez pasado el tiempo de incubacion agregar 500uL de Fenol: Cloroformo:
Alcohol — Isoamilico (25:24:1).

> Se procedié a centrifugar a 12000 rpm a lo largo de 10 minutos.

» Transferir la fase acuosa a un eppendorf nuevo (aprox. 300 - 400uL de la
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muestra) sin que se toque la interfase.

> Repetir mismo paso 2 veces mas.

» Agregar isopropanol en 1 a 2.5 volumenes de fase acuosa recuperada (ideal es
conseguir 1 mL. de mezcla de isopropanol + fase acuosa)

» Centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos.

> Eliminar el isopropanol por inversion en un papel de toalla en un solo uso y
quedarse con el pellet.

> Re suspender el pellet de DNA con 500uL de etanol a 70-75%.

» Centrifugar a 12000 rpm por 10 min.

> Eliminar el sobrenadante por inversion sobre papel toalla una sola vez y
quedarse con el pellet.

» Dejar secar durante 30 segundos aproximadamente, luego proceder a cerrar la
tapa del eppendorf.

» Agregar 15 pL de RNAsa

» Colocar incubar en termoblock a 37° a lo largo e10 min.

» Centrifugar a 12000 rpm durante 10 min.

» Resuspender el pellet de DNA con agua para inyeccion de 50 pLL a 100 pL.

> Analizar la integridad y la cantidad de DNA por espectrofotometria y
electroforesis respectivamente.

» Guardar el DNA a -20° (59).

d. Electroforesis en el gel de agar

» Colocar 3 puL de loding buffer encima de un parafilm. Luego anadir de 5 pL.
de la muestra de DNA.

» Hacer correr en el gel de agar por electroforesis.

> Realizar un lavado suave con agua de cafio.

> Ver en el transluminador.

» Secuenciacion (52).
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2.4. Campo de verificacion

2.4.1. Ubicacién espacial
» Laboratorio de Investigacion de Neurociencias de la Universidad Catdlica de

Santa Maria Pabellon H-401.
> Hospital Militar 111 DE Arequipa
» IREN Sur.

2.4.2. Ubicacion temporal

» En la primera etapa de la parte experimental del presente trabajo se
procedio con la estandarizacion en el procedimiento del manejo del
cultivo de Linea celular células madre de CCU vy su posterior

caracterizacion

2.4.3. Unidades de estudio

> Linea células Madre de cancer de cuello uterino cultivadas en medio
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's médium) completo, con hasta 10 %
de SBF(suero bovino fetal), penicilina y estreptomicina.
» Se trabajé con pacientes ingresadas al hospital Militar e IREN Sur, con
cada criterio de exclusion e inclusion;
Pacientes:
- Criterios de inclusion

» Personas con mas de 18 afios ingresados al hospital
diagnosticadas con cancerde cuello uterino detectado por biopsia

de cérvix y/o sometidos a histerectomia

- Criterios de exclusion

» Pacientes menores de edad.
» Pacientes sin consentimiento informado para trabajo de investigacién

Pacientes con historia clinica incompletas.
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FastQC: Status Checks
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20115R-01-16_569_L00
20115R-01-16_569_L00
20115R-01-17_5S62_L0OO

20115R-01-17_5S62_L00

Section Name

Created with MultiQC

Figura 3. Analisis de calidad bioinformética de los resultados con NGS.

El informe FastQC indica el estado de cada seccion, categorizando los resultados como
completamente normales (verde), muy inusuales (rojo) o ligeramente anormales (naranja).
Segun el Informe MultiQC versién 1.8 de Admera Health, un resumen de pardmetros
mencionados anteriormente reveld que los indices de calidad bioinforméatica con mayor
significancia evidenciaron valores aceptables, ello permitiéo que el procesamiento pasara un

debido control de calidad y confirmara la validez de resultados.

2.5.Estrategia de recoleccion de datos

La data recopilada fue guardada en tablas de Microsoft Excel y el procesamiento
estadistico involucro la herramienta de andlisis de datos haciendo uso de estadisticos

como media, promedio, desviacion estandar, Test F y Analisis de Varianza.
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION
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Distribuciones sociodemograficas de las caracteristicas fenotipicas de los pacientes con

cancer de cuello uterino, Arequipa 2024.

SOCIODEMOGRAFICAS CATEGORIA N %
44 1 33,3
EDAD 54 1 33,3
58 1 333
Casada
1 33,3
ESTADO CIVIL
Conviviente 2 66,7
Primaria
1 33,3
Secundaria
NIVEL EDUCATIVO 1 33,3
Superior técnico 1 33,3
Arequipa
quip: 2 66,7
PROCEDENCIA
Puno i 33,3
Empleada 1 333
OCUPACION -
Comerciante 2 66,7

Nota: Ficha de recoleccion de datos

En conformidad con la tabla 2, se observa la distribucion sociodemografica de las caracteristicas

en pacientes diagnosticados de CCU. La edad de las mujeres tomadas como muestra fueron de

44, 54y 58 afos; de las cuales 66,7% son convivientes y 33,3% son casados. En cuanto al nivel

educativo, secundaria (33,3%), primaria (33,3%) y superior técnico (33,3%); asimismo la

procedencia, fue Arequipa (66,7%) y puno (33,3%). Por altimo, tenemos la ocupacion como
empleada (33,3%) y comerciante (66,7%).
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Tabla 3

Distribuciones Gineco obstétricas de las caracteristicas fenotipicas de los pacientes con
cancer de cuello uterino, Arequipa 2024

GINECOOBSTETRICAS CATEGORIA N %
Menarquia 11 afos 1 33,3
12 afios 1 33,3
14 afios 1 333
Inicio de RR SS 15 afios 1 33,3
18 afios 1 33,3
19 afios 1 33,3
NUmero de parejas Dos 1 33,3
Tres 1 33,3
Mas de tres 1 33,3
NUmero de partos 2 1 33,3
3 1 33,3
4 1 333
Uso de anticonceptivos Si 1 66,7
No g 333
Método anticonceptivo Pastilla oral 1 33,3
Inyectable 1 33,3
No i 333
Antecedente de Papanicolau Si 1 33,3
No 2 66,7
Resultado de biopsia cérvix CA cell escamosas 2 66,7
Adenocarcinoma 1 33,3
Estadio del cancer al DX 1B 1 33,3
A 1 333
1B 1 33,3
Familiar con CCU Si 1 333
No 2 66,7
Antecedente de ITS Si 1 33,3
No 2 66,7
Fuma Si 1 333
No 2 66,7
Motivo de consulta Citologia alterada 1 33,3
Sangrado genital 1 33,3
Sangrado genital y dolor 1 33,3
Colposcopia Cambios mayores 1 33,3
Sospecha de invasion 2 66,7
Tratamiento Quirlrgico 1 333
Quirdrgico mas BT 1 33,3
Quirdrgico mas RTy QT 1 33,3

Nota: Ficha de recoleccion de datos

De acuerdo a la tabla 3, es posible observar las distribuciones ginecobstetricias de las caracteristicas
fenotipicas de pacientes con CCU, un 33,3% de la muestra indicaron que presentaron menarquia a los

11 afios, un 33,3 % a los 12 afios y un 33,3 % a los 14 afios; en cuanto al inicio de RR SS, fue a los 15,18
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y 19 afios en cada caso. Asimismo, el nimero gque parejas que tuvieron, fueron de 2, 3 y mas de 3. El
33,3% de las mujeres indicaron haber tenido 2 partos, el 33,3% 4 partos. Por uso de anticonceptivos
respondieron si (66,7%) y no (33,3%). El 33,3% de las mujeres se aplican como métodos
anticonceptivos como pastillas orales y el 33,3% que se aplican métodos inyectables. El 66,7% de la
muestra no presentaron antecedentes de Papanicolau y 33,3% si la tuvieron. A la vez, se aprecia que el
66,7% presentaron como diagnostico de resultados de biopsia cérvix como CA cell escamosa y

Adenocarcinoma (33,3%).

Comerciante I 66.7

Ocupacién

Empleada NN 333

Puno I 333

Procedencia

Arequipa I 66.7

Primaria N 33.3

Nivel educativo

Superior técnico NN 333

Secundaria I 333

Coviviente I 6.7

Estado civil
Casada 33.3
58 I 333
Edad 54 I 33.3

44 I 333

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0

Nota: Ficha de recoleccion de datos

Figura 4. Distribuciones sociodemograficas de las caracteristicas fenotipicas de los
pacientes con cancer de cuello uterino, Arequipa 2024. Se visualiza que en mayor porcentaje
son las mujeres que tiene como ocupacion de comerciante, y la procedencia fueron de Puno y

con estado civil de conviviente.
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Tratamiento Jirurgico mas RTy QT 33.3
Quirurgico mas BT mmmmss s 33.3

Quirurgico I 33.3

Colposcopia Sospecha de invacion I 66, 7
Cambios mayores I 33,3
i |
Motivo de consulta ngrado genital y dolor 33.3
Sangrado genital I 33.3
Citologia alterada I 333
Fuma 0 66.7
Si 333
Antecedente de ITS o 66.7
Si 333
Familiar con CCU LO 66.7
| s 33,3
|B eSS 33.3
estadio del cancer al DX
1A I 33.3
|B s 33.3
\denocarcinoma NEEEEEEEEEEEEESEESS——— 33.3

Resultado de biopsia cérvix

cell ecamosas RIS 66.7

|
Antecedente de Papanicolau anticonceptivos r; 57
| . 33.3
- - ) No . 33.3
Método anticonceptivo tnyectable 33.3
stilla oral 33.3
| .
Uso de anticonceptivos rSO %33
1 — 66.7
4 I 33.3
Numero de partos
3 I 33.3
2 I 33.3
Vs de tres IS 33.3
Ndmero de parejas
Tres IS 33.3
Dos I 333
= 9 afios IEEEEEEEEEEE—— 33,3
Inicio de RR SS 8 afios ST 33,3
5 afios 33.3
) afios M. 33.3
Menarquia afios TEEE——— 333
afios I 33.3
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0

Nota: Ficha de recoleccién de datos

Figura 5. Distribuciones ginecobstetricias de las caracteristicas fenotipicas de los
pacientes con cancer de cuello uterino, Arequipa 2024.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

- i "CATOLICA
TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA
ARHGAP15 1161.354329
SMYD3 1168.524452
CCSER1 1200.362754
CTNNA2 1234.068157
NTM 1247.67395

CNBD1 mmmmmmm 1295.296454
CNTNAP2 mmmmmmm 1307.811699
RAD51B mmmmmmm 1332.160812
WDR74 s 1334.049748
KCNIP4 mmmmmm 1344.621443
CROCC mmmmmmm 1375.624904
ANKS1B mmssmmm 1390.570145
DLG2 mwwmmmmwm  1441.492787
WWOX s 1446.462286
EXOC4 1452.028967
MTRNR2L8 1478.488982
TBC1D5 mmmmmmmm 1485.580239
PRKN s 1487.482305
IMMP2L s 1608.492872

ACTB mmmmmmm 1711.783466
GPC5 mmmmmmmmm 1728.278847
MACROD?2 mmmmmmmmm 1732.209294
COL1A1l s 1771.990305
FHIT o 1775.925512
RBFOX1 mmmmmmmmm 1811.047941
EPHB1 mssssss 1833.43919
LRMDA 2419.982248

PCBD2 mmmmmmmms s 3770.775547
MTRNR2L12 e 6406.236922

R P S 29 I 1404413689
2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000

o

Nota: Ficha de recoleccion de datos

Figura 6 (parte 1 de 3). Genes altamente expresados en los pacientes con cancer de cuello
uterino, Arequipa 2024. Se aprecia los genes altamente expresados en cancer de cérvix de los
pacientes. El gen RPS29 es la que tiene mayor nimero de presencia expresado de la muestra
15 con cancer de cérvix, seguido de MTRNR2L12 (6406,236922), en el tercer lugar ubicamos
a RBFOX1y en el puesto 30 tenemos a MAD1L1 (1082,841755).
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C9orf92 1179.710964
DCC 1186.235122
DPP6 1196.845594
SMYD3 1232.036472
CCSER1 1246.947229

FRMD4A s 1299.189297

PDE4D mmmmsssmmmmmms 1309.363888

SPAG16 I 1333.839632

CDH13 s 1344.393418
ANKS1B mmmsssssssssms 1379.801369

EXOC4 mmmmmmmmmmmmmms 1381.006482
CAMTAl I 1381.284336

CNBD1 mmmss 1421.208665
CTNNA2 s 1469.530848

DAB1 1471.556852

ASIC2 1482.232291

NTM s 1511.484542
IMMP2L s 1575.8351

AGBL4 IS 1656.195575

PRKN IS 1680.756234
TBC1D5 N 1693.607325

DLG2 s  1699.073804

WWOX I 1796.420782

PCBD2 I 1934.680798
RPS29 I 1969.989505

FHIT s 2409.579122
KCNN2 2514.37055

ASIP I 2616.831285

MTRNR2L12 . 4019.584715

LRMDA I 6197.980952

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Nota: Ficha de recoleccion de datos

Figura 7 (parte 2 de 3). Genes altamente expresados en los pacientes con cancer de cuello
uterino, Arequipa 2024. Se aprecian los genes altamente expresados en cancer de cérvix de
los pacientes. EI gen LRMDA es la que tiene mayor nimero de presencia expresado de la
muestra 16 con céncer cérvix uterino, seguido de MTRNR2L12 (4019,584715), en el tercer
lugar ubicamos a ASIP (2616,831285) y en el puesto 30 tenemos a C90rf92 (1179,710964).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

- - "CATOLICA
TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

MAD1L1 1082.841755

GPC5 1088.635617

CTNNA2 mw 1091.238692

EXOC4 1092.901305

KRT6A mmmmmmm 1129.821411

MTRNR2LS8 1147.17113

SMYD3 mmmmmmm 1147.227542
KCNIP4 mmmmsmmm 1181.66141
CAMTAl mmmmmmm 1188.220595
PACRG mmmmmmm 1196.967164
PRKN s 1198.08825
DAB1 mmmmmm 1202.330164
STX8 1249.978904
RAD51B  mmmmmm 1273.355835
WWOX mmmmmmm 1283.647703
SLC39A11 1285.242162
ANKS1B mmmmmmmm 1348.972657
FHIT s 1460.432795
MACROD2 mmmmmmms 1461.157252
FRMD4A mmmmmmm 1502.610436
TBC1D5 mmmmmm 1534.804244
CROCC mmmmmmmmm 1547.391992
TMEM167B HEs 1619.623602
IMMP2L I 2034.610752
EPHB1 mommmmnn 2137.744038
PCBD2 mmssmss 2148.061818
LRMDA mssmmms 2301.159947
RBFOX1 mmses 3281.511378
MTRNR2L12 I 4644.284035

RPS29 I 12787.0247
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Nota: Ficha de recoleccion de datos

Figura 8 (parte 3 de 3). Genes altamente expresados en cancer de cuello uterino de los
pacientes, Arequipa 2024. Se observan los genes altamente expresados en CCU en los
pacientes. EI gen RPS29 (12787,0247) es la que tiene mayor numero de presencia expresados
de la muestra 17 CCI, seguido de MTRNR2L12 (4019,584715), en el tercer lugar ubicamos a
RBFOX1 (4644,511378) y en el puesto 30 tenemos a MAD1L1 (1082,841755).
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MAGI2
DES
DCC
SOX5
ZFPM2
GMDS
GRID2
MYH9
CPQ
ASIC2
FRMDA4A
NRXN1
CDC42BPB
SPAG16
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NKAIN2
CALD1
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SGCZ
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DPP10
DHFR
NRG1
SUGCT
AGBL4
CDH13
PDE4D
DAB1
NAALADL2

912.0049008
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Nota: Ficha de recoleccion de datos

Figura 9 (parte 1 de 3). Genes medianamente expresados en cancer de cuello uterino de
los pacientes, Arequipa 2024. Se observan los genes medianamente expresados en CCU de
los pacientes. EI gen NAALADLA?2 (1153,07967) es la que tiene mayor numero de presencia
expresados de la muestra 15 de CCU, seguido de DAB1 (1129,790058), en el tercer lugar
ubicamos a PDE4D (1123,709669) y en el puesto 30 tenemos a MAGI2 (912,0049008).
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MAGI2 887.0299154
ULK4 894.4236994
PEBP4 Mo s 905.9250826
LRRC4C 927.6099278

GRID2
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Nota: Ficha de recoleccién de datos

Figura 10 (parte 2 de 3). Genes medianamente expresados en cancer de cuello uterino de
los pacientes, Arequipa 2024. Se demuestra que los genes medianamente expresados en CCU
en los pacientes. EI gen NKAIN2 (1167,76864) es la que tiene mayor numero de presencia
expresados de la muestra 16 de CCU, seguido de ZNF385D (1159,978795), en el tercer lugar
ubicamos a AC104151.1 (1142,529584) y en el puesto 30 tenemos a MAGI2 (887,029954).
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Nota: Ficha de recoleccion de datos

Figura 11 (parte 3 de 3). Genes medianamente expresados en cancer de cuello uterino de
los pacientes con cancer cuello uterino, Arequipa 2024. Se observan los genes medianamente
expresados en CCU de los pacientes. ElI gen SUGCT (1061,31671) es la que tiene mayor
numero de presencia expresados de la muestra 17 de CCU, seguido de PEBP4 (1021,601696),
en el tercer lugar ubicamos a ZNF385D (995,6631436) y en el puesto 30 tenemos a PTPRD
(758,887143).
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Nota: Ficha de recoleccion de datos

Figura 12 (parte 1 de 3). Genes pobremente expresados en cancer de cuello uterino de los
pacientes, Arequipa 2024. Se observan los genes pobremente expresados en CCU de los
pacientes. ElI gen ZNF38D (909,3757886) es la que tiene mayor numero de presencia
expresados de la muestra 15 de CCU, seguido de DMD (903,994739), en el tercer lugar
ubicamos a SND1 (899,0546787) y en el puesto 40 tenemos a HDAC9 (696,2738434).
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Nota: Ficha de recoleccién de datos

Figura 13 (parte 2 de 3). Genes pobremente expresados en cancer de cuello uterino de los
pacientes, Arequipa 2024. Se observan los genes pobremente expresados en CCU de los
pacientes. El gen NPAS3 (883,7794795) es la que tiene mayor nimero de presencia expresados
de la muestra 16 de CCU, seguido de DMD (903,994739), en el tercer lugar ubicamos a SND1
(899,0546787) y en el puesto 40 tenemos a HDAC9 (696,2738434).
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Nota: Ficha de recoleccion de datos.

Figura 14 (parte 3 de 3). Genes pobremente expresados en cancer de cuello uterino de los
pacientes, Arequipa 2024. Se observan los genes pobremente expresados en CCU de los
pacientes. El gen PRKCH (757,6213837) es la que tiene mayor nimero de presencia expresados
de la muestra 17 de CCU, seguido de COL1A1 (753,4269835), en el tercer lugar ubicamos a
CCSER1 (748,3272466) y en el puesto 40 tenemos a ROBO2 (622,249306).
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Figura 15. Genes altamente expresados muestra 15

RPS29 ribosomal protein S29 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:10419]

MTRNR2L12 | MT-RNR2 like 12 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:37169]

pterin-4 alpha-carbinolamine dehydratase 2 [Source:HGNC Symbol
PCBD2 3BAcc:HGNC:24474]

leucine rich melanocyte differentiation associated [Source:HGNC Symbol
LRMDA  |3BAcc:HGNC:23405]

EPHB1 EPH receptor B1 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:3392]
RBFOX1 |RNA binding fox-1 homolog 1 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:18222]
FHIT fragile histidine triad [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:3701]
COL1A1 | collagen type | alpha 1 chain [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:2197]
MACROD2 | MACRO domain containing 2 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:16126]
GPC5 glypican 5 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:4453]

Nota: Muestra de mujeres con CCU.

Figura 16. Genes altamente expresados muestra 16

leucine rich melanocyte differentiation associated [Source:HGNC Symbol
LRMDA 3BAcc:HGNC:23405]
MTRNR2L12 | MT-RNR2 like 12 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:37169]

ASIP agouti signaling protein [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:745]
potassium calcium-activated channel subfamily N member 2 [Source:HGNC Symbol
KCNN2 3BAcc:HGNC:6291]
FHIT fragile histidine triad [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:3701]
RPS29 ribosomal protein S29 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:10419]
pterin-4 alpha-carbinolamine dehydratase 2 [Source:HGNC Symbol
PCBD2 3BAcc:HGNC:24474]

WWOX | WW domain containing oxidoreductase [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:12799]
DLG2 discs large MAGUK scaffold protein 2 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:2901]
TBC1D5 | TBC1 domain family member 5 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:19166]

Nota: Muestra de mujeres con CCU.
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Figura 17. Genes altamente expresados muestra 17

RPS29 ribosomal protein S29 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:10419]
MTRNR2L12 | MT-RNR2 like 12 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:37169]

RBFOX1 | RNA binding fox-1 homolog 1 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:18222]
leucine rich melanocyte differentiation associated [Source:HGNC Symbol
LRMDA 3BAcc:HGNC:23405]

pterin-4 alpha-carbinolamine dehydratase 2 [Source:HGNC Symbol
PCBD2 3BAcc:HGNC:24474]

EPHB1 EPH receptor B1 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:3392]
inner mitochondrial membrane peptidase subunit 2 [Source:HGNC Symbol
IMMP2L | 3BAcc:HGNC:14598]

TMEM167B | transmembrane protein 167B [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:30187]
CROCC ciliary rootlet coiled-coil 2C rootletin [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:21299]
TBC1D5 | TBC1 domain family member 5 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:19166]

Nota: Muestra de mujeres con CCU.

Figura 18. Genes altamente expresados en promedio las tres muestras

ribosomal protein S29 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:10419]
leucine rich melanocyte differentiation associated [Source:HGNC Symbol
3BAcc:HGNC:23405]

ource:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:37169]

pterin-4 alpha-carbinolamine dehydratase 2 [Source:HGNC Symbol
3BAcc:HGNC:24474]

RNA binding fox-1 homolog 1 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:18222]
EPH receptor B1 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:3392]

fragile histidine triad [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:3701]

TBC1 domain family member 5 [Source:HGNC Symbol 3BAcc:HGNC:19166]

Nota: Muestra de mujeres con CCU.
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Tabla 4

Estadigrafos para evaluar genes altamente expresados en cancer de cuello uterino de

los pacientes, Arequipa 2024.

Muestra Media Moda Mediana Varianza
15 2159,93178 1161,35 1465,259 6052724,28
16 1819,71909 1179,71 1476,8946 1024217,74
17 1954,95731 1082,84 1284,4449 47511944

Nota: Ficha de recoleccién de datos

En conformidad con | tabla 4, se parecia que la muestra 15 presenta mayor media entre las tres
muestras de los genes altamente expresados en CCU en pacientes, asimismo, se observa las

varianzas, donde la muestra 15 presento mayor varianza, este ultimo se evidencian que datos

tiene mayor dispersion alrededor de su media.

Tabla s

Analisis de varianza para evaluar genes altamente expresados en cancer de cuello

uterino de los pacientes, Arequipa 2024.

Origen de Valor
las Suma de Promedio de los critico para
variaciones | cuadrados | G.| cuadrados F Sig. F
Entre
grupos 1760485,8 2 880242,9209| 0,22325823 0,80036512 | 3,10129576
Dentro de
los grupos | 343015956 87 3942712,144
Total 344776442 89
Nota: Ficha de recoleccion de datos
Hipotesis:

Ho:py = plo = s

Hy:tpy # pp # pi3
Segun la tabla 5, el valor del estadistico F, de los coeficientes de los promedios de los cuadrados
entre grupos y dentro de los grupos igual a 0,22325823, con 2 'y 87 grados de libertad, resultando
con un valor de significacion superior a 0.05. Este valor permite establecer la decision a no
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rechazar la hipotesis nula, en otras palabras, que las medias de la muestra de los genes altamente
expresados en CCU de los pacientes, son iguales.

Tabla 6

Estadigrafos para evaluar genes medianamente expresados en cancer de Utero de los

pacientes, Arequipa 2024.

Muestra Media Moda Mediana Varianza
15 1020,12867 912,00 1022,9870 6035,12114
16 1021,17297 887,03 1008,7648 7077,26911
17 867,512307 758,89 856,2638 6118,93276

Nota: Ficha de recoleccion de datos

En conformidad con la tabla 6, la muestra 16 presenta mayor media (1021,17297) entre las tres
muestras de los genes medianamente expresados en CCU en pacientes, asimismo, se observa las
varianzas, donde la muestra 16 presento mayor varianza (7077,26911), es decir que datos tiene
mayor dispersion alrededor de su media.

Tabla 7

Andlisis de varianza para evaluar genes medianamente expresados en cancer de cuello

uterino.
Valor
Origen de las Suma de Promedio de critico para
variaciones cuadrados G. | los cuadrados F Probabilidad F

Entre grupos 469044,44 2 234522,22 36,584 | 2,9508E-12|3,10129576
Dentro de los
grupos 557708,37 87 6410,44
Total 1026752,81 89

Nota: Ficha de recoleccién de datos
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Hipotesis:
Hoipiy = pp = s
Hytpy # o # U3
En la tabla 7, se presenta el valor del estadistico F, de los coeficientes de los promedios de los
cuadrados entre grupos y dentro de los grupos igual a 36,584, con 2 y 87 grados de libertad,
resultando con un valor de significancia (2,9508E-12 < 0.05). Esto permite determinar la

decision del rechazo de la hip6tesis nula, en otras palabras, que las medias de la muestra de los
genes medianamente expresados en CCU de los pacientes, aunque sea uno es diferente al otro.

Tabla 8

Estadigrafos para evaluar genes pobremente expresados en cancer de cuello uterino de
los pacientes, Arequipa 2024.

Muestra Media Moda Mediana Varianza
15 788,949038 696,27 777,3764 4146,23955
16 786,87059 714,84 788,2581 2505,86034
17 681,897087 622,25 677,9047 1714,3845

Nota: Ficha de recoleccion de datos

La tabla 8, se muestra que la muestra 15 presenta mayor media (788,949038) entre las tres
muestras de los genes pobremente expresados en CCU en las pacientes, asimismo, se observa
las varianzas, donde la muestra 15 presento mayor varianza (4146,23955), es decir que datos
tiene mayor dispersion alrededor de su media.

Tabla 9

Analisis para evaluar genes pobremente expresados en cancer de cuello uterino de los

pacientes, Arequipa 2024.
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Valor
Origende las | Suma de Promedio de los critico
variaciones cuadrados G. | cuadrados F Probabilidad| para F
Entre grupos 299785,02 2 149892,5099 | 53,7474892| 2,7751E-17|3,0737629
Dentro de los
grupos 326292,89 117 2788,828131
Total 626077,91 119
Nota: Ficha de recoleccién de datos
Samp| Admera Custo | Sampl | Sam | Admera Admera
le# | Health mer e Type| ple | Health Health RIN | DV200
Sample ID | Sample Volu | Concentrati Total (%)
ID me | on (ng/ul) Quantity
(ul) (ng)
15 20115R-01- | 15JC1 | RNA |50 68.60 3430.0 25 4721
15
16 20115R-01- | 16JC2 | RNA |50 119.80 9900.0 3.4 |58.16
16
17 20115R-01- | 17JC3 | RNA |50 466.00 23300.0 2.5 |48.78
17
18 20115R-01- | 18JC4 | RNA |50 80.60 4030.0 2.2 | 33.27
18

Conforme con latabla 9, se indica el valor del estadistico F, de los coeficientes de los promedios

de los cuadrados entre grupos y dentro de los grupos igual a 53,7474892, con 2 y 87 grados de

libertad, resultando con un valor de significaciéon (2,7751E-17 < 0.05). Este valor posibilita

decidirse a rechazar la hipétesis nula, en otras palabras, que las medias de la muestra de los

genes pobremente expresados en CCU de los pacientes, aunque sea uno es diferente de los

demas.
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Tabla 10

Tabla de identificacion de muestra y resultados de control de calidad

Nota: Muestra de mujeres con cancer de cuello uterino.

En la tabla 10 se observa la calidad de las muestras en general, debiendo resaltar la
disponibilidad de las muestras de células de cancer de cuello uterino con una concentracion y
volumen promedio. Asi como el nimero de integridad de RNA.

Filename: 20115-01-1QC-TS-15-16-17- 11302020.RNA

Tnel A0 (L) A B1 C1 D1 E1 F1 G1 H1

OO0 —
SO0 —
200 .,
23— o —— 4 —

e

Muestras de calidad de células de cancer de cuello uterino

Sample Info
285/18S Conc. _ X
Well RIN® Sample Description \Ale Observations|
(Area) [ng/ni] rt
G1 198 2011-01-15
H1 114 20115-01-17
Cc1 232 2015-01-16
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MultioC

Una herramienta modular para agregar resultados de anélisis bicinformaticos de muchas muestras en un solo informe.

Informe generado el 2021-03-19, 15:16 basado en datos en: /fast-data/MiSeqQutput/RUO_fastq/1-Analysis/20115-61-01262021-analysis/20115-01- 2nd-batch-analysis/trin/gc/e

Estadisticas Generales

SCopiartala  H Confguar columnas | i Trama  Mostrando 12 flas y 1 columnas,

Nombre de muestra~ % Alineado M alineado % Duplicados hGC M Seqs
20115R-01-15_2p nr A8

20115R-01-15_865_L001_R1_001 3% 49% 310
20115R-01-15_865_L001_R2_001 7% 49% 310
20115R-01-18_2p 8.3% 262

20115R-01-16_869_L001_R1_001 26% 43% R4
20115R-01-16_869_L001_R2 001 109% 4% 324
2015R01-17 2p T84% 0%

20115R-01-17_862_L001_R1_001 265% 15% 309
20115R-01-17_862_L001_R2 001 10.5% 19% 309

Nota: Muestra de mujeres con CCU.

Figura 19. Andlisis bioinformatico de los genes
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i 16 - X
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) el . aet177,19 .
Total count: 6 S i
7.676.120 bp e 7.676.160 bp 75676180 by 1 0tal count: 9 676,200 bp 7.676.220 bp
| | | | la-o | | |
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“ n( o, 3,3 C:2(22%, 1+, 1-)
Uterus_Aligned sortedByCoord o1 | P~ G:0 @
.bam Coverage T D I T:T(TS%,4+,3-) I
N0 N0
Uterus_Aligned sortedByCoord.o1
bam
v
Sequence mp | CAGGGGECTGGETECAGGGGCCGCCGETETAGGAGCTGCTGETGCAGGGGCCACGGGGGGAGCACGCCTCTGECATTCTGGGAGETTCATCTGGACCTGGGTCTTCAGTGAACCATTGTTCAATATCGTCCGEEE | A
E P AP AR A A PLT P o fw PP A l&|EJP MR P& E|D PG
Gene
- )
v
tracks Ioated \E k177 578 179 I [IBsan o7 1 273

Nota: Muestra de mujeres con CCU.

Figura 20. Mutacion puntual TP53 Cromosoma 17: 7,676,199 C > T en el Cancer de

cuello uterino.
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Nota: Muestra de mujeres con CCU.

Figura 21. Mutacion puntual BRCAL1 Cromosoma 17: 43,093,927 C > T en el

Cancer de cuello uterino.
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Nota: Muestra de mujeres con CCU.

Figura 22. Mutacién puntual BRCA2 Cromosoma 13: 132,363946 C > T en el
Cancer en el cancer de cuello uterino.
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Nota: National Human Genome Research Institute.

Figura 23. Codigo Genético;aminoacidos correspondientes a cada secuencia de bases

nitrogenadas presentes en el ARN. (Tripletes=codones)
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DISCUSION Y COMENTARIOS

Numerosos estudios se han realizado con el fin de conocer el mecanismo de accion y el poder
oncogénico de los diversos tipos de VPH. No es un solo factor que cambiaria la célula normal
en una que se reproduce sin restricciones, se ha visto que en muchos casos tiene que ocurrir
muchos eventos mutacionales independientes.

Ademas, cabe recalcar el CCU, afecta a grandes proporciones de la poblacién y,se convirtio en
una problematica de salud publica por la alta incidencia de enfermedad en cuanto a su
morbimortalidad, que son mucho mas frecuentes en las personas mayores. En la enfermedad
existe una fuerte evidencia de asociacion causal con la presencia del VPH, pero la oncogénesis
de la enfermedad, asi como las mutaciones genéticas, en el desarrollo de las células madre de
CCU es de mucha importancia, asi como la sobreexpresion de proteinas como la P53 entre
otras, la secuenciacion de estas células madre, asi como su perfil de expresion nos ayudaran a
determinar los genes sobre expresados, las probables fallas y mutaciones involucradas en el
desarrollo del CCU.

La actual investigacion se efectué con objetivo de conocer las caracteristicas moleculares de
las células madre de CCU, al igual que la evaluacion mediante secuenciacion genética (RNA-
seq) el andlisis bioinformatico y la expresion de genes, esto debido a que este Cancer es uno
de mas mortalidad a nivel mundial y en el Peru.

Una de las estrategias para disminuir la prevalencia de esta afeccion seria la caracterizacion
molecular de los pacientes, a fin del diagnostico y tratamiento, dicha informacion podria ser
realizada por la técnica de RNA seq como lo manifiesta los antecedentes de estudios
justificando de esta manera la ejecucion del actual estudio en beneficio de la poblacién
arequipefia.

Para realizar este estudio se recolectd cuatro muestras de pacientes con CCU previo
consentimiento informado, las mismas que fueron trasladadas al laboratorio de biologia
molecular de la Universidad Catolica Santa Maria, donde se procesaron y luego enviadas a su
secuenciacion.

En los resultados emanados en la actual investigacion, de acuerdo con la distribucién geografica
sobre los pacientes diagnosticados con CCU, en la tabla 2 se indica la edad de las mujeres
tomadas como muestra fueron de 44, 54 y 58 afios; de las cuales 66,7% son convivientes y
33,3% son casados. En cuanto al nivel educativo, secundaria (33,3%), primaria (33,3%) vy
superior técnico (33,3%); asimismo, la procedencia fue Arequipa (66,7%) y puno (33,3%). Por

altimo, tenemos la ocupacion como empleada (33,3%) y comerciante (66,7%).
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Segun el informe, el cancer de cérvix es responsable de 227.899 muertes a nivel global, y el
88% de esos fallecimientos ocurren en naciones en desarrollo (3). En Europa, se ubica como
la séptima causa principal de muertes relacionadas con el cancer, pero es la segunda causa
principal entre las féminas jovenes de 18 a 45 afos (4). El “Analisis de la situacion del cancer
en el Pert, 20137, que se realizd por el Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y
Control de Enfermedades (antes conocido como Direccion General de Epidemiologia) —
MINSA, ha identificado al cancer como una problematica de salud publica importante en la
nacion, sirviendo como base para intervenciones enfocadas en la prevencion. Entre 2000 y
2011, la tasa de mortalidad ajustada por CCU mostr6 una disminucion de 7,7 fallecimientos
por 100.000 personas a 5,6 por 100.000 habitantes.

En términos de reportes datos geograficos, el VPH representa el 5,2% de tumores en humanos,
con un 2,2% en naciones desarrolladas y un 7,7% en naciones en desarrollo (10). Se indican
que las fracciones atribuibles precisan que el VPH es responsable del 64-91% del cancer
vaginal, del 84-94% del cancer anal, del 60-90% del cancer vulvar basaloide, del 35,6% del
cancer orofaringeo y del 23% de los canceres en la cavidad oral y laringe (11).

Ademas, podemos mencionar que en la actualidad radica en que el CCU tiene mayor frecuencia
en pacientes mujeres en edades jovenes y que es una enfermedad muy silenciosa que esta
avanzando de manera importante convirtiéndose en una enfermedad de salud publica.

El Estado, los profesionales sanitarios y el Ministerio estan preocupados por la poblacion
vulnerable, ya que su objetivo es disminuir la incidencia y la prevalencia del CCU. En la
poblacion femenina, la prevalencia del VPH se situa en torno al 12,43% en cada grupo de edad,
con una tasa mas alta entre las mujeres mas jovenes y una disminucion gradual con el avance
de la edad, hasta llegar a menos del 4% durante los afios peri menopausicos (19). Entre las
mujeres con citologia normal, HSIL y LSIL, el VPH 16 se identifica como la cepa mas comdn
(22).

Por el contrario, durante la segunda década de la vida, la prevalencia estimada oscila entre el
20 y el 25%, con ciertos grupos de adolescentes 0 mujeres jovenes que presentan tasas de
infeccién de hasta el 70% (12). La prevalencia reducida en la tercera década y se estabiliza en
torno al 5% desde los 35 afios (13).

Los porcentajes mas altos se encuentran en Africa con 23,4% y América con 12,8%, siendo
Pert uno de las naciones con mayor frecuencia. En el &ambito mundial, la prevalencia de ADN
del VPH en féminas con citologia normal esta en 10,2%, mientras que en Africa es de 22,4%,
en América de 13%, en Europa de 8,2% y en Asia de 7,9% (16). Especificamente, en Peru la
prevalencia es de 12,43% (17).
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Demostrando los hallazgos en la tabla 3, sobre las caracteristicas ginecobstetricias de los
pacientes con CCU, un 33,3 % de la muestra indicaron que presentaron menarquia a los 11
afnos, el 33,3% a los 12 afios y el 33,3% a los 14 afios; en cuanto al inicio de RR SS, fue a los
15,18 y 19 afios en cada caso. Asimismo, el nUmero que parejas que tuvieron, fueron de 2, 3y
maés de 3. El 33,3% de las mujeres indicaron haber tenido 2 partos, el 33,3% 4 partos. Por uso
de anticonceptivos respondieron si (66,7%) y no (33,3%). El 33,3% de las mujeres se aplican
como métodos anticonceptivos como pastillas orales y el 33,3% que se aplican métodos
inyectables. El 66,7% de la muestra no presentaron antecedentes de Papanicolau y 33,3% si la
tuvieron. A la vez, se aprecia que el 66,7% presentaron como diagndstico de resultados de
biopsia cervix como CA cell escamosa y Adenocarcinoma (33,3%). Estos resultados se
asemejan a los reportes encontrados, donde las caracteristicas histoldgicas del area de
transformacion escamoso-columnar en el exocérvix de féminas jovenes podrian exponer el
riesgo mayor de infeccion en aquellas que comienzan la actividad sexual a una edad temprana
(26). En las mujeres adolescentes y adultas jovenes, la falta de liquido cervical protector, la
inmadurez cervical y la ectopia cervical aumentada pueden contribuir a una vulnerabilidad
mayor a la infeccion por VPH.

Los resultados obtenidos en la figura 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ,12 y 13; se obtuvieron los genes
con mayor expresion, en los genes altamente expresados con mayor nuimero de presencia
tenemos los siguientes RPS29, MTRNR2L12, RBFOX1, ASIP, LRMDA, PCBD?2; los genes
medianamente expresados con mayor frecuencia fueron, LRMDA, MTRNR2L12, ASIP,
RPS29, MTRNR2L12, RBFOX1, NAALADLA?2, DAB1, PDE4D, NKAIN2, ZNF385D,
AC104151.1, SUGCT, PEBP4; asimismo se obtuvo los genes pobremente expresados con
mayor presencia, ZNF38D, DMD, SND1, NPAS3, PRKCH, COL1A1, CCSER1; los cuales
fueron obtenidos mediante la secuencia masiva (RNA-seq) de la muestra de células madre de
CCuU.

Un analisis que abarc6 85 investigaciones publicadas antes de 2002 (24), registro un total de
10.058 casos de CCU. Este metaanalisis ha sido actualizado por Smith et al. (25), que ahora
incorpora mas de 14.500 casos de investigaciones publicadas hasta enero de 2006. Los ocho
tipos de VPH identificados con mayor frecuencia, enumerados en orden de prevalencia, son los
VPH 16, 18, 33, 45, 31, 58, 52 y 35. Cabe destacar que los VPH 16 y 18 son las Clases
predominantes, colectivamente responsables del 70% de casos de CCU a nivel mundial,
mientras que los ocho tipos mas recurrentes representan el 89% de casos a nivel global (25). A
su vez, la prevalencia del VPH 18 es notablemente mayor en el adenocarcinoma en

comparacion con el carcinoma de células escamosas (24).
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De los genes con mayor frecuencia encontrados, se detallan como orden de importancia con
ubicacion cromosémica, su denominacion, simbologia y funcidn, cabe resaltar que todos ellos
codifican proteinas y se vinculan a patologias uterinas. Todos estos genes han sido poco
descritos en la literatura, ya que todos los estudios se centran en la Genesis del CCU mediante
VPH, como lo indica el estudio de Julia Molina Y col. “alteraciones cromosdémicas en el
CCU”, el cual analiza diferentes métodos de estudio y nuevas tecnologias como la genética y
la biologia molecular, revisa alteraciones cromosémicas en CCU encontrando genes mutados,
asi como oncogenes E6 y E7 del VPH las que tienen incidencia sobre el ciclo celular
provocando inestabilidad cromosémica y por consiguiente cambios transformativos.

Se estudio tambien las posibles mutaciones en estos genes que son muy comunes en cancer
ginecoldgico como son TP53, BRC1, BRC2. (68)

Encontrando resultados muy cercanos a nuestra investigacion, la prevalencia general de
mutaciones de TP53 se encuentra alrededor del 42% , con una prevalencia significativamente
mayor en naciones de Sudamérica sobre otras naciones, resultados cercanos a nuestra
investigacion donde el 100 % de pacientes presentaba la mutacion en gen TP53, esta alta
prevalencia podria tener relacion con la pobre poblacion del estudio, indicando que la mayoria
de investigaciones indagan esta mutacion en TP53, ello subestimara real prevalencia de esta
mutacién al no indagar otras variantes.

Lo mismo sucede con los BRC1y BCR2 la misma que se ha descrito en el estudio “Integracion
de la caracterizacion molecular y gendmica del CCU”, indicando que nuevas caracteristicas
gendmicas y protedmicas subclasifican el CCU, identificando por primera vez en CCU al gen
ERBB3. (69)

Lo que es aplicable como diana terapéutica, asi mismo se identifico amplificaciones y eventos
de fusion en CD274 Y PDCDLG2. Dos genes que codifican dianas terapéuticas-

También identificaron mutaciones del KRAS; ARID1A Y PTEN, exhibiendo alteraciones
gendmicas en una o ambas vias de sefializacién, proporcionando en conjunto informacién

sobre los subtipos moleculares de los CCU. (69).
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CONCLUSIONES

PRIMERO: La secuenciacion génica de las muestras analizadas presenta un perfil de
expresion muy congruente con lo descrito en la poca literatura que existe sobre

el tema.
SEGUNDO: Se obtuvieron mutaciones puntuales de genes TP53, BRCAL1 Y BRCA.

TERCERO: En cuanto a la variacion de los genes altamente expresados en cancer de cuello
uterino de los pacientes, se evidencia que las medias son iguales con una
significancia igual a 2,9508E-12 < 0.05; asimismo, genes medianamente
expresados se encontr6 que las medias son diferentes. (2,7751E-17 < 0.05). Por
altimo, los genes pobremente expresados presentaron medias diferentes,

analizados mediante prueba F y anélisis de varianza.

CUARTO: Las muestras recolectadas de cancer de cuello uterino analizadas tienen

caracteristicas epidemioldgicas y clinicas similares.
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RECOMENDACIONES

1. Para lograr un tratamiento individualizado del cancer es imprescindible realizar
investigaciones cientificas centradas en estudios gendémicos dirigidos a identificar
mutaciones en el ADN de las distintas neoplasias mediante técnicas de RNA-Seq. Estos
objetivos se tienen que alinear con los hallazgos relacionados con los perfiles de

expresion geénica nativos de las poblaciones.

2. Paraevaluar el prondstico y la respuesta al tratamiento de modo temprano en el manejo
de pacientes con cancer de cuello uterino en Arequipa, es esencial integrar las técnicas
de RNA-Seq en nuestro sistema de salud. El perfil de expresion génica debe utilizarse
alo largo de la evaluacion inicial y el seguimiento continuo del cancer de cuello uterino,
de manera similar a las préacticas ya establecidas en varios paises alrededor del mundo.

3. Se recomienda a los centros de salud del pais que deben de realizar campafas de

detencion y sensibilizacion sobre el cancer de cuello uterino.

4. Se recomienda que los futuros investigadores exploren el tema del cancer de cuello
uterino mas a fondo, porque existe un requerimiento significativo de estudios en
oncopatologia que se centren en utilizar las herramientas tecnoldgicas modernas mas

adecuadas para abordar nuestros problemas criticos de salud publica.
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PROPUESTA

Es necesario proponer e implementar un acuerdo de beneficios mutuos entre la Universidad
Catdlica de Santa Maria, el Ministerio de Salud, EsSalud, Sanidades de las Fuerzas Armadas
e instituciones privadas de Arequipa, para tener un mejor control de esta temible enfermedad
como es el CCU, que se lleva afio tras afio a miles de mujeres, lo que involucraria inversion
no solo en tratamiento sino también en efectuar investigacion cientifica y la utilizacion de
técnicas de RNA-Seq por parte del laboratorio de biologia molecular de nuestra Universidad

para establecer prevencion.
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ANEXO 1

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS Y SEGUIMIENTO

SECUENCIACION MOLECULAR DE CELULAS MADRE AISLADAS DE CANCER
DECUELLO UTERINO AREQUIPA 2021.

DATOS DEL PACIENTE

CODIGO DE PACIENTE ASIGNADO:

A Edad: ..o

B.- Sexo: .......... 00 ...... 0 Wt A
C.- Fecha de ingreso a hospital............c.oiiiiiiiiiii e,
D.- Motivo principal de Ingreso hospital ...............ccoooiiiiiiiiii

e Meédico N b, o0 B 8w . ... AT ...

o QuilbiEicah, :......BW . B .. SN

G.- Fecha de egreso de paciente I g/ AU
ANALISIS MOLECULAR DE LA MUESTRA

H.- Resultado Genotipificacion:

SUBTIPO
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ANEXO 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Caracterizacion Molecular de Células Madre aisladas de Cancer de Cuello
UterinoArequipa 2021.

FECHA:

DATOS DE LA INVESTIGACION:

INSTITUCION DE INVESTIGACION ESCUELA DE POST GRADO - UNIVERSIDAD CATOLICA SANTA MARIA

INVESTIGADOR PRINCIPAL MG. JUAN CARLOS TALAVERA INOFUENTE

ASESOR i PhD. JULIO CESAR BERNABE ORTIZ

COMITE DE ETICA COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION DEL HOSPITAL MILITAR
AQP

Estimado(a) Sefior(a).

Actualmente esta bajo el cuidado y tratamiento médico en el Hospital Militar de Arequipa y el IREN Sur, los cuales
tienen como mision la proteccion de su salud y también estar a la vanguardia de la innovacion por medio de
investigaciones medicas. La presente investigacion titulada Perfil de expresion genética de células madre de cancer
de cuello uterino asociado a VPH Arequipa 2020 se llevara acabo para conocer mas sobre como actla el Virus del
Papiloma Humano y su relacién con el curso de la enfermedad.

Le pedimos participar en el presente estudio debido a que usted/ su familiar se encuentra formando parte de la poblacién
de interés, ya que tiene el diagnostico de Céancer de Cuello Uterino y cumple con los criterios de inclusion en el estudio,
asi como para el seguimiento de su evolucion con fines de cuidado, diagndstico y tratamiento.

Su consentimiento es completamente gratuito y voluntario. Usted estd en la libertad de considerar su decision de
participar en el presente estudio o de pedir que la muestra de tejido no sea utilizada para el mismo. La extraccion sera
obtenida por biopsia en los servicios de consultorio de ginecologia y/o en sala de operaciones mediante cirugias. Por lo
tanto, usted decide si parte de esamuestra que ha sido extraida, pueda ser utilizado en el presente estudio. De lo contrario
usted puede indicar que la muestra extraida no sea utilizada en el presente estudio. En cualquier caso, esta investigacion
respetard el anonimato. El historial médico serd de carécter confidencial. Podré solicitar también que se retiren sus
muestras del estudio sin que ello implique ningun tipo de consecuencia, para ello le pedimos dirigirse al investigador
principal del estudio: Mg. Juan Carlos Talavera Inofuente, al correo electrénico jotace1975@hormail.com o al asesor de
dicha investigacion: PhD. Julio Cesar Bernabé Ortiz al correo electrénico: jcbernabe@hotmail.com.

El objetivo de este documento es proporcionar informacién que le permita comprender el propdésito de este estudio y el
interés que pueda representar para usted o su familiar, por lo cual no dude en solicitar mayor informacién sobre palabras
0 expresiones que no comprenda antes de firmar este documento. Puede llevar una copia del consentimiento para
revisarlo antes de firmar e incluso consultar con el resto de sus familiares, personas de confianza o su médico tratante si
asi lo desea.

Esta investigacion se llevara a cabo con el objetivo de conocer mas sobre la expresion genética de las células de cancer
de cuellouterino y su relacion con el VPH. Este estudio tiene la finalidad de poder conocer mas acerca del Virus del
Papiloma Humano enesta poblacidn especifica por ser un grupo de pacientes en edad fértil.

Esta investigacion se llevara a cabo como parte de la formacidn en el programa de Doctorado en Ciencias de la Salud de
la Escuela de Post Grado de la Universidad Catélica de Santa Maria - Arequipa.

Participaréan en la presente investigacion, todos los pacientes con diagnéstico de Cancer de Cuello Uterino y a los que
se les tenga que realizar una cirugia como parte de los procedimientos de tratamiento que se le realiza a dichos pacientes.
El periodo derecoleccion de muestras tendrd una duracion de aproximadamente 6 meses.

Finalmente, las muestras se procesarén en el laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la Escuela de Post Grado de
la Universidad Cat6lica de Santa Maria (Laboratorio F - 403). Asi mismo, la muestra que se facilite al presente estudio
solo serd utilizada para esta investigacion, cabe mencionar que no se realizara algiin método adicional a lo mencionado
en el presente documento.

Ademas, al finalizar la investigacion, se publicaran los resultados obtenidos en revistas cientificas, para el caso de estas
publicaciones de alcance global no se incluira informacién que conlleve a la identificacion de los participantes.
También usted tendra la oportunidad de estar informado de los resultados generales de la presente investigacion para

la cual fue utilizada la muestra de cancer de cuello uterino a través de los investigadores anteriormente mencionados.
Ya que los resultados de la presente investigacion seran dados a conocer a la institucion de salud de origen, mediante
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un informe detallado sobre los principales hallazgos.

Si usted considere que sus derechos son vulnerados o ante cualquier denuncia, usted puede contactarse con el Comité
de Eticadel Hospital Militar a través del siguiente teléfono: 997866424.

Si esta de acuerdo con todo lo antes mencionado en el documento y desea participar en el estudio, le pedimos que de
su consentimiento en el siguiente cuadro:

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR

YO, (NOMDBIre COMPIELO) ..ottt et st et st s enas identificada(o) con DNI, carnet de extranjeria:
........................................................................................................ en mi calidad de paciente (madre, padre, representante legal de

Doy mi consentimiento para que mi persona / mi familiar pueda participar en el estudio titulado Perfil de expresidn genética de
células madre de cancer de cuello uterino asociado a VPH Arequipa 2020, para el uso de 10 gr de muestra obtenida mediante
biopsia y/o cirugia con fines de cuidado, diagndstico y/o de tratamiento, asi como con fines de investigacidn, en las condiciones
previstas en este formulario.

No me opongo a que los resultados de la presente investigacion sean publicados en revistas cientificas, puesto que la
informacién es de caracter anénimo.
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ANEXO 3

Operacionalizacion de variables

Criterios de
i ; . _— . Escala
Variable Indicador Categorias | medicién de Tipo g
e
categorias o
medici
on
Secuenciacion | Extraccion Estudio de Categorica Nominal
DNA . i
molecular de Células madre oS
Expresion translocacio
enotipos
de genes g P nes
Categorica Nominal
, Presenci . ancer celul
Céncer de Rocia Estadiaje Sonecie y. 15
cuello uterino | malignidad escamosas
adenocarcinoma
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