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RESUMEN

Introduccion: El cancer cérvicouterino es la segunda causa de muerte por cancer en
mujeres mexicanas, constituyendo un problema de salud publica. Generalmente es
detectado en etapas localmente avanzadas, por lo que el estudio de los factores que puedan
intervenir en su establecimiento, desarrollo y prevencion es de suma importancia. El
entorno cervicovaginal es un habitat compuesto por una gran cantidad de simbiontes
humanos, la mayoria de los cuales son bacterias. Estudios previos han encontrado que el
papel de estas bacterias es trascendental para conservar la salud cervicovaginal, sin
embargo, el estudio de la composicion de la microbiota de cérvix en pacientes con cancer
cérvicouterino localmente avanzado y sometidas a tratamiento antineoplasico es un tema
que actualmente no se ha abordado. El objetivo del presente trabajo fue comparar la
microbiota de cérvix de mujeres con cancer cervicouterino localmente avanzado respecto a
la microbiota de cérvix de mujeres sin cancer cervicouterino y detectar cambios en ella
durante el tratamiento antineoplasico.

Material y métodos: Se realiz6 un estudio descriptivo, longitudinal, prospectivo y
comparativo. Se incluyeron mujeres con céncer cervicouterino localmente avanzado de
reciente diagnostico, con un plan de tratamiento basado en quimioterapia, radioterapia de
haz externo y braquiterapia y mujeres con citologia cervical negativa. Se tomaron muestras
de fluido cervicovaginal mediante hisopado. Se aislaron cepas bacterianas a las que se les
realizé extraccion de ADN, amplificacion del gen 16S rRNA mediante PCR v tipificacion
mediante RFLP, a partir de cuyos resultados se eligieron cepas representativas para
secuenciacion. Se recopilaron secuencias consenso y Sse compararon con secuencias
depositadas en el GenBank del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI)
utilizando BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), asi como la base de datos publica
de EzTaxon.

Resultados: Las bacterias identificadas pertenecen a 3 phyla: firmicutes, proteobacteria y
actinobacteria. Se encontraron 14 géneros y 33 especies bacterianas, distribuidas en
distintas proporciones a lo largo de las etapas evaluadas.

Conclusiones: Se detectaron cambios en la microbiota de ceérvix de mujeres con cancer

cervicouterino localmente avanzado respecto a la microbiota de cérvix de mujeres sin



cancer cervicouterino y esta también cambid durante y después de los tratamientos

antineoplasicos.



1. ANTECEDENTES

1.1 Microbiota y microbioma

Los microorganismos son posiblemente los primeros seres que habitaron el planeta tierra.
Actualmente suponen una cifra que oscila entre 300,000 y 1,000,000 de especies y son
fundamentales en la autorregulacién del planeta’. En la actualidad sélo una pequefia
fraccion de todas las bacterias se ha aislado y caracterizado, sin embargo, con la aplicacion
de técnicas de biologia molecular se puede explorar la diversidad microbiana y analizar la
estructura de las comunidades microscépicas. Con esta base, se han establecido dos

conceptos importantes: microbiota y microbiomaZ.

Se denomina microbiota normal (antiguamente flora normal), nativa, indigena o autoctona
a aquellos microorganismos que habitan normalmente en la mayoria de los seres humanos
sanos. Dentro de sus acciones benéficas se ha reportado la produccion de sustancias
bactericidas que impiden el sobrecrecimiento de otras bacterias®, la saturacion de receptores
en las mucosas que evita el ingreso de gérmenes exdgenos” y la sintesis de vitaminas que

ayudan a convertir pigmentos y sales biliares en el intestino®.

En cuanto a sus efectos nocivos, esta establecido que la presencia de una gran cantidad de
bacterias en ciertos nichos ecoldgicos predispone a que, en algunas circunstancias, las
bacterias puedan salir de su héabitat e ingresar en otros nichos con la consiguiente

produccién de patologias denominadas infecciones endégenas®®.

Es posible clasificar a la microbiota normal en dos tipos:

1. Invariable o residente, formada por ejemplares relativamente fijos de microorganismos
que, si por alguna causa desaparecen, vuelven inmediatamente al eliminar dicho factor®.

2. Transitoria, constituida por gérmenes que ocasionalmente llegan al huésped,
provenientes del medio ambiente y s6lo permanecen en las mucosas o piel durante algunas

horas o dias®.



Hasta hace algunos afios, el concepto de microbiota era un paradigma dominante en la
medicina, considerando a los microorganismos como “extranjeros” y que llevo a la opinion
imperiosa de que la eliminacion de los patdgenos sobresalientes resultaria en la mejora de
la enfermedad. Sin embargo, este punto de vista estd cambiando ya que los resultados de
algunas observaciones coinciden en que los humanos sirven como sede de los
microorganismos y que viven siendo una comunidad en perfecta armonia y en co-
evolucion. De esta nueva forma de abordar la relacion microorganismo-humano ha surgido

el concepto de microbioma®.

La definicién de microbioma fue sugerida por primera vez por Joshua Lederberg’ en el afio
2001, quien acufid el término para nombrar a la comunidad ecoldgica, comensal y
simbidtica de microorganismos que comparten el espacio corporal del ser humano. Esta
comunidad influye en la fisiologfa a través de procesos relacionados con el desarrollo,® la

nutricion,’ la inmunidad,” y la resistencia a los patégenos™ ™.

Con este concepto como antecedente, fue creado el Proyecto del Microbioma Humano o
HMP (del inglés Human Microbiome Project)*?, que se inicié para investigar la naturaleza
y el alcance de las comunidades microbianas que viven en y sobre el cuerpo humano para
poder comprender mejor su papel en la salud y enfermedad. Dicho proyecto tuvo dos

objetivos principales:

1. Demostrar la viabilidad de caracterizar dicha comunidad lo suficientemente bien como
para permitir un estudio posterior de la variacion de acuerdo con la poblacion, el
genotipo, la enfermedad, la edad, la nutricion, la medicacion, el medio ambiente y su

influencia sobre la enfermedad™.
2. Proporcionar recursos y desarrollos tecnoldgicos que permitan este tipo de estudios,
creando amplias oportunidades para mejorar la salud humana a través del monitoreo o

manipulacion del microbioma humano™.

Para la identificacion de especies, las principales técnicas utilizada en el HMP, han sido:



a) Secuenciacion del gen 16S rRNA, amplificado por PCR*3,

b) Huellas moleculares®.

e DGGE (del inglés: “Denaturing Gradient Gel Electrophoresis).

e TGGE (del inglés Temperature Gradient Gel Eletrophoresis).

c¢) Marcadores moleculares multilocus®.

e RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism).

e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism).

d) Técnicas libres de hibridacion basadas en sondas de oligonucle6tidos como la

Hibridacion Fluorescente in situ (FISH).

La mayoria de los estudios realizados acerca del microbioma humano se han centrado en
una region especifica o sistema de 6rganos del cuerpo humano. El estudio mas grande hasta
la fecha, realizado por el HMP, tomd en cuenta cinco regiones corporales de adultos sanos:

vias respiratorias, piel, cavidad oral, tracto gastrointestinal y vagina™.

Con lo ello, se demostrd que el cuerpo humano alberga microorganismos que habitan las
superficies y cavidades expuestas o conectadas con el medio ambiente externo, que cada
sitio del cuerpo incluye comunidades ecoldgicas de especies microbianas que existen en
relacion mutua con el anfitrién y que los tipos de organismos presentes son altamente
dependientes de las condiciones ambientales reinantes y de los factores del huésped

variando de un sitio a otro®®.

1.2. Microbiota bacteriana cervicovaginal

La microbiota cervicovaginal parece ser de suma importancia en la prevencion de una serie

de enfermedades urogenitales, como la vaginosis bacteriana (VB)', infecciones por

8 |19, 20

hongos,'® infecciones de transmisién sexua e infecciones del tracto urinario®’. Los
métodos de cultivo y de microscopia aplicados al estudio de la microbiota vaginal lo
atribuyen a las bacterias productoras de acido lactico, principalmente Lactobacillus spp.,

gue cominmente habitan en la vagina.



Estas especies pueden jugar un papel clave de proteccién mediante la reduccion del pH del
medio ambiente, a través de la produccion de acido lactico, que mantiene un ambiente
inhdspito para muchas bacterias y que se correlaciona negativamente con VB, y con la
produccion de diversos compuestos como el perdxido de hidrégeno (H,0,), antibidticos

radicales toxicos, bacteriocinas y a través de la exclusién competitiva.® 2224,

Hasta antes del advenimiento del uso de técnicas de base molecular, los Lactobacillus
solamente podian ser identificados a nivel de género. En 1892, Ddderlein® publicé una
monografia en la que afirmaba que los organismos obtenidos de la vagina humana eran una
fuente de acido lactico que podria inibir el crecimiento de patdgenos in vitro e in vivo. En
1928, Thomas® identifico el bacilo de Doderlein como Lactobacillus acidophilus,
afiadiendo que era o bien un grupo caracteristico de especies relacionadas, 0 una especie

que se sometid a una notable transformacion.

Para 1980, de acuerdo con la observacion de Thomas, los organismos previamente
conocidos como L .acidophilus demostraron ser un grupo que posteriormente fue dividido
en seis especies de acuerdo a su DNA: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus gallinarum, Lactobacillus gasseri y Lactobacillus
johnsoni. Todas ellas, especies homofermentativas obligadas que pertenecen al grupo
L. acidophilus. Asi mismo, L. jensenii pertenece al mismo grupo filogenético y se ha

afadido recientemente L. iners.?’

En la actualidad las especies estrechamente relacionadas dentro del grupo de Lactobacillus
acidophilus siguen siendo dificiles de diferenciar por métodos fenotipicos, subestimando la
diversidad de la microbiota vaginal. Es por ello y debido a su importante papel en la salud y
la enfermedad, que se ha centrado considerable atencion a la identificacion de los

Lactobacillus utilizando medios genotipicos.?®

1.2.1. Microbiota bacteriana cervicovaginal saludable
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Maés de 120 especies de Lactobacillus han sido identificadas, y méas de 20 especies se han
detectado en la vagina, no obstante, s6lo uno o dos de ellos, de una serie de tres o cuatro
especies, principalmente: L.crispatus y L. iners, L. jensenii y L. gasseri, son dominantes,

mientras que otras especies son raras y tienden a ser filotipos nuevos®* %

Al respecto, en un estudio realizado en el 2011, donde se analizaron muestras vaginales de
396 mujeres, asintomaticas, sexualmente activas que equitativamente representaron cuatro
grupos étnicos: blanco (n=98), negro (n=104), asiatico (n=97), e hispano (n=97), Ravel y
col.** demostraron que la microbiota vaginal saludable se puede dividir en cinco grandes
grupos microbianos, designados: I, II, I1l, IV y V. De acuerdo con los resultados de este
estudio, las comunidades microbianas pertenecientes al grupo | fueron dominadas por L.
crispatus, las del grupo Il por L. gasseri, las del grupo 111 por L. iners y el grupo V por L.
jensenii. Las comunidades méas diversas fueron las del grupo IV, caracterizado por
presentar bacterias anaerobias, incluyendo Prevotella spp., Dialister spp., Atopobium spp.,

Gardnerella spp., Megasphaera spp., y Peptoniphilus spp.*.

En cuanto a la evaluacién de la relacion entre el origen étnico y la composicion de la
comunidad bacteriana vaginal los resultados mostraron que los perfiles microbianos
vaginales de las mujeres asiaticas corresponden al grupo I, las mujeres blancas al grupo I,
y tanto las mujeres hispanas como las mujeres de raza negra al grupo IV. El grupo V estuvo
representado con porcentajes menores al 10% en todos los grupos étnicos®. Las razones de
estas diferencias son desconocidas, pero se puede especular que la composicion de especies
de las comunidades vaginales podria regirse por diferencias determinadas por los

hospedadores y su medio ambiente.

Asi mismo, en un estudio realizado en mujeres suecas sanas, fue demostrado que 18 de 23
muestras estudiadas tuvieron microbiota vaginal dominada por una Unica especie de
lactobacilos y sélo cinco mujeres tenian dos diferentes especies. Las Unicas especies
detectadas fueron L. cripsatus, L. gasseri, L. iners, y L. jensenii. En un estudio de
seguimiento s6lo una mujer fue colonizada por mas de dos especies, cuatro fueron

colonizados por dos especies diferentes y 17 fueron colonizados por una sola especie®*.
11



Una gran variedad de publicaciones han demostrado que una proporcion significativa de
entre el 7 y el 33% de mujeres sanas carecen de numeros apreciables de especies de
Lactobacillus en la vagina y que estos pueden ser sustituidos por otras bacterias
productoras de acido lactico como Atopobium vaginae, Megasphaera y Leptotrichia spp.*
% Por lo tanto, aunque la estructura de las comunidades puede diferir entre las poblaciones,
la salud se puede mantener siempre y cuando siga existiendo la produccion de acido lactico.
La ausencia de Lactobacillus spp. o la presencia de ciertos organismos tales como
G.vaginalis, o especies de Peptostreptococcus, Prevotella, Pseudomonas y Streptococcus,
podria no constituir un estado anormal®’.

En 2011, Smith y col®®. realizaron una comparacion de la microbiota cervical mediante 3
diferentes métodos de secuenciacion. Amplificaron las regiones V6 y V6-V9 del gen
16SrRNA derivado de muestras cervicales, obtenidas mediante hisopos de dacron, de 10
mujeres a las que se les tomaron muestras sucesivas durante un periodo de 5-7 afios. La
secuenciacion fue llevada a cabo utilizando tres plataformas diferentes: Sanger, Roche 454,
e lllumina HiSeq 2000. El estudio concluy6 que la microbiota cervical parecia tener relativa
estabilidad durante largos periodos de tiempo, (5-7 afios), con solo algunas fluctuaciones

entre un pequefio nimero de comunidades definidas.

Este aspecto de la microbiota vaginal atn no esta claro porque los estudios generalmente no
abordan si alguna proporcion de mujeres catalogadas como sanas son pacientes en
transicion hacia o desde alguna patologia cerviocovaginal o si tienen dicha patologia de
forma asintomatica. Por ejemplo, un estudio molecular reciente muestra que G. vaginalis,
anaerobio relacionado con la presencia de vaginosis bacteriana, puede producir dominancia
transitoria en mujeres sanas como consecuencia de perturbaciones tales como aumento de

pH durante la menstruacion, sin que ello signifique la presencia de enfermedad®.

1.2.2. Microbiota bacteriana cervicovaginal no saludable
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En comparacion con la microbiota cervicovaginal sana dominada por Lactobacillus, una
microbiota vaginal anormal o no saludable, se asocia comunmente con un aumento de la

40,41

diversidad de las especies, en su mayoria patogenas™ . La presencia de microbiota

cervicovaginal anormal puede ocurrir debido a varios factores como:

a) El establecimiento de infecciones de transmision sexual (ITS).
b) Colonizacion de un organismo que no es parte de la comunidad normal.
c) Crecimiento excesivo o aumento de la virulencia de un organismo que es parte

constitutiva de la microbiota normal.

Sin embargo, es preciso tener en cuenta que las alteraciones en la microbiota no implican
necesariamente enfermedad o produccion de sintomas. La enfermedad resulta de la
interaccion entre la virulencia microbiana, una dominacién numérica, y la respuesta inmune

innata y adaptativa del hospedador®.

Ling y col.® estudiaron en 2011 la relacién entre las comunidades microbianas
cervicovaginales y la incidencia de infecciones del tracto genital en mujeres, mediante la
secuenciacion del gen 16S rRNA. Analizaron 100 muestras vaginales y ectocervicales
obtenidas mediante hisopos. La diversidad y la riqueza de la microbiota cervicovaginal
fueron definidas mediante PCR, DGGE y PCR cuantitativa (qQPCR). Los resultados
identificaron 11 microorganismos que se asocian con las infecciones del tracto genital

1.** indicaron que la comunidad bacteriana

femenino. De igual forma, en 2013, Yeoman y co
y la diversidad de bacterias estrictamente anaerobias se incrementaron en mujeres con VB y

fueron capaces de delinear claramente la diferencia entre VB-positiva y VB-negativa.

En 2014, Shiozaki y col.* realizaron un estudio para determinar las diferencias en la
microbiota intestinal y vaginal de mujeres con parto prematuro y en mujeres sin trabajo de
parto prematuro. Se amplificé el gen 16S rRNA a partir de muestras de ADN fecal y
vaginal, se utiliz6 PCR y RFLP. Esta publicacion concluyé que la disbiosis, durante el
embarazo puede causar reacciones inflamatorias en el Utero que conduciria a parto

prematuro.
13



Asi mismo, Gao y col.*®

en 2013, realizaron el primer estudio acerca de la asociacion entre
la infeccion por VPH y la microbiota vaginal, donde fueron analizadas 70 muestras
vaginales tomadas con hisopos utilizando PCR y DGGE, concluyeron que la diversidad
bacteriana y la composicién microbiana en mujeres VPH positivas eran mas complejas que

en mujeres VPH negativas.

1.2.2.1. Microbiota bacteriana cervicovaginal y virus del papiloma humano

El cancer cervicouterino es el tercer tipo de cancer mas comdn en las mujeres en todo el
mundo y el Virus del Papiloma Humano (VPH) es considerado el agente causal mas
importante de la neoplasia intraepitelial cervical (NIC) y el adenocarcinoma cervical. La
infeccion por VPH clinica y subclinica es la enfermedad de transmision sexual (ETS) mas

comun actualmente.*’

La infeccion asintomatica del cuello uterino por VPH se detecta en el 5 al 40% de las
mujeres en edad reproductiva. La infeccion por VPH es un fendmeno transitorio o
intermitente, s6lo a una pequefia proporcion de mujeres positivas para un determinado tipo

de VVPH se le encuentra el mismo en evaluaciones posteriores®.

Los virus papiloma son un género de virus agrupados juntos por su tumorigenicidad y
homogeneidad de DNA* >, La International Agency for Research on Cancer (IARC) de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica como “carcinogénicos” a los tipos 16 y
18, “probablemente carcinogénicos” a los tipos 31 y 33, y “posiblemente carcinogénicos” a

otros tipos de VVPH excepto 6 y 11°%2,

Se ha encontrado que la edad, el estado menopausico y la terapia hormonal se asocian con
el desarrollo y la persistencia de la infeccion por VPH, sin embargo, otros factores
asociados son poco conocidos como la microbiota vaginal, la inmunidad de la mucosa y el

nivel de estrégeno®.
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De acuerdo con Guo y col.**, la presencia de vaginosis bacteriana predispone a las mujeres
a la infeccion por el virus del papiloma humano. En comparacion con las mujeres sin VB,
aquellas positivas a esta patologia tienen una menor eliminacién de VPH. Dols y col.*® en
el afio 2012, documentaron que, en las mujeres con infeccion por VPH, la prevalencia de L.
crispatus se redujo significativamente y se produjo un cambio en la composicion de

lactobacilos.

Ademas, se ha reportado que la diversidad bacteriana en mujeres VPH positivas es méas
compleja que en mujeres VPH negativas. Gardnerella vaginalis y L. gasseri se han
detectado con una frecuencia significativamente mayor en mujeres VPH positivas. De esta
forma, la microbiota vaginal anormal podria actuar como un cofactor para la adquisicion de

VPH y por ende para la generacion de cancer cervicouterino®.

1.3. Cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu) es uno de los principales problemas de salud publica en el
mundo. Se define como una alteracion celular que se origina en el epitelio del cuello del
Utero y que se manifiesta inicialmente a través de lesiones precursoras, de lenta y

progresiva evolucion, que se suceden en etapas de displasia leve, moderada y severa®’.

Entre los factores de riesgo documentados se encuentran: multiples compafieros sexuales,
multiparidad, presencia de virus de papiloma humano (VPH), tabaquismo y un estrato
socioeconémico bajo.>® Las variedades més frecuentes son: carcinoma epidermoide o de
células escamosas con un porcentaje de entre el 70% y el 75%; adenocarcinoma con

porcentajes de entre el 20% y el 25% y adenoescamoso con un 5%°°,

La historia natural de esta enfermedad implica la progresion gradual por etapas
intraepiteliales preinvasoras Ilamadas neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) en
estadios I, Il y Il o carcinoma in situ (CIS), de acuerdo con la proporcion del grosor del

epitelio cervical comprometido®" .
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), clasifica el cancer cervicouterino de acuerdo

con su histologia como sigue (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién histoldgica de los tumores de cérvix uterino, OMS

Tumores epiteliales Tumores mesenquimatosos y Tumores Tumores
similares mesenguimato-sos
y epiteliales mixtos
- Tumores escamosos y precursores  Carcinoma adenoideo- - Leiomiosarcoma - Carcinosarcoma
- Carcinoma de células escamosas quistico - Sarcoma del estroma endometrial de bajo - Aenosarcoma
de patrén no especifico - Carcinoma adenoideo grado - Tumor de Willm
- Carcinoma de células escamosas basal - Sarcoma endocervical indiferenciado - Adenofibroma
de invasién temprana - Tumores neuroendocrinos - Sarcoma botroides - Adenomioma
(microinvasor) - Tumores miscelaneos - Sarcoma alveolar de partes blandas
- Tumores glandulares y - Tumores de células de - Angiosarcoma
precursores tipo germinal - Tumor maligno periférico de la vaina
-Adenocarcinoma - Tumores de saco de Yolk  nerviosa
-Tumores melanociticos - Quistico dermoide - Leiomioma
-Adenocarcinoma de invasion - Teratoma quistico - Rabdomioma genital
temprana maduro - Nédulo posterior de células espinosas
- Otros tumores epiteliales - Hematopoyéticos y linfoides

- Carcinoma adenoescamoso
- Carcinoma variedad de células
vitreas

La asignacion de estadios se basa en datos clinicos. Las reglas de estadificacion clinica se
basan en exploraciones ginecoldgicas realizadas por un experto. La etapa clinica
inicialmente asignada debe mantenerse y permanecer inalterada, a pesar de los
descubrimientos posteriores, incluso en casos de recurrencia®. El sistema de estadificacion
utilizado actualmente es el que fue adoptado por la Federacién Internacional de
Ginecologia y Obstetricia (FIGO). El sistema de estadificacion es util sélo para fines
comparativos y no debe ser tomado como una indicacion del tratamiento. Cada caso clinico
debe ser individualizado, considerado y apoyado por métodos de imagenologia antes de
proponer el mejor plan de tratamiento. En 2009, la FIGO reviso la estadificacion de cancer

cervicouterino y estableci6 lo siguiente (Tabla 2)°®.

Tabla 2. Estadificacion del cancer cervicouterino FIGO 2009.

Etapa Descripcion

I Tumor confinado al cuello uterino

1A Cancer invasor identificado a través de un examen microscopico Unicamente. La invasion se limita
a la invasion del estroma medida con un méaximo de 5 mm de profundidad y 7 mm de extensién
horizontal.

1AL Invasion estromal menor o igual a 3mm y extensién horizontal menor o igual a 7mm.

1A2 Invasion estromal mayor de 3mm pero menor de 5mm y extension horizontal menor o igual a 7 mm

IB Las lesiones clinicas se limitan al cérvix, o las lesiones preclinicas son mayores que en el estadio

IA. Toda lesién macroscépicamente visible incluso con una invasion superficial es un cancer de
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IB1
1B2
I

HA
1AL
11A2
11B
i

A
1B
v

IVA
VB

estadio IB.

Lesiones clinicas de tamafio méximo de 4 cm

Lesiones clinicas de tamafio superior a 4 cm.

Se extiende més alla del cérvix, pero sin alcanzar las paredes pelvianas. Afecta la vagina, pero no
mas alla de sus dos tercios superiores.

Tumor que invade fondo de saco, Ninguna afeccion parametrial evidente

Menor de 4cm

Mayor de 4 cm

Tumor con invasion paremetrial sin llegar a invasion pelvica.

Se extiende hacia la pared pelviana. En el examen rectal, todas la zonas estan invadidas por el
cancer entre el tumor y la pared pelviana. EI tumor afecta el tercio inferior de la vagina. Todos los
canceres con una hidronefrosis o una disfuncion renal son cénceres de estadio Ill.

Ninguna extension en la pared pelviana, pero afeccién del tercio inferior de la vagina.

Extension a la pared pelviana, hidronefrosis o disfuncion renal.

Se extiende mas alla de la pelvis verdadera o invade la mucosa de la vejiga y/o del recto.

Extension del tumor a los érganos pelvianos cercanos.

Extension a los 6rganos distantes..

1.3.1. Pautas de tratamiento del cancer cervicouterino

La correcta evaluacion de cada una de las fases o estadios del cancer es fundamental para

determinar si la paciente se beneficiard con un tratamiento quirdrgico o con quimio-

radioterapia concomitante. La cirugia se reserva para aquellos tumores menores o iguales al

estadio IlA. Las mujeres con enfermedad en etapa temprana pueden someterse a una

histerectomia radical, a una quimio-radioterapia concomitante o a ambas®. Por el contrario,

aquellas pacientes que se encuentran en enfermedad avanzada con afectacion parametrial

solo pueden ser tratadas con quimio-radioterapia concomitante (Tabla 3)

59, 61-63

Tabla 3. Pautas de tratamiento del cancer cervicouterino

Estadio Cirugia Quimio/radioterapia
Histerectomia tipo Piver Quimioterapia con radioterapia (45-
1B<2cm linfadenectomia Pélvica y peritoneal. 50GY)
Con contraindicacién quirdrgica Radioterapia (80-85GY)
Histerectomia tipo Piver Qumioterapia con radioterapia (45-
Il <2cm linfadenectomia 17élvica y peritoneal. 50GY)
Con contraindicacién quirurgica Radioterapia (80-85GY)
Estadios IB2, 1A Con contraindicacion quirdrgica Quimio-Radioterapia concomitante y
>4cm, 1B, IHIA, 111B, braquiterapia
IVA
Estadio IVB Con contraindicacion quirdrgica Radioterapia y/o quimioterapia
paliativos
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Desafortunadamente, en aproximadamente la mitad de los casos, las pacientes con cancer
cervicouterino en Meéxico son diagnosticadas en un estadio clinico localmente

avanzado®>®*,

La razén de esto, de acuerdo con el Instituto Nacional de Cancerologia de
Meéxico estd probablemente relacionada con la falta de cobertura de las pruebas de
Papanicolaou y con el hecho de que las mujeres tienden a buscar atencion médica mucho

después de la aparicion de los primeros sintomas.

Es por ello que el tratamiento quirdrgico, cuyo pronostico es bastante favorable, sélo puede
ser ofrecido a un pequefio porcentaje de pacientes, ya que a partir de la etapa clinica IB2, el
tratamiento debe incluir preferiblemente quimio-radioterapia concomitante seguida de
braquiterapia. Mediante este protocolo se ha demostrado que hay una relacion inversa entre
el tamafio del tumor y la probabilidad de controlar el cancer. Esto se debe a que el efecto de
la radiacion depende de la cantidad de oxigeno en el tejido. Un tumor grande generalmente
presenta areas de necrosis y disminucion del flujo sanguineo. Esto da como resultado el
compromiso de oxigeno lo que significa que se aplica menos dafio por oxidacion a los
tejidos malignos®”.

Diversos ensayos clinicos han demostrado a lo largo de los ultimos 20 afios que el
tratamiento estandar para pacientes con cancer cervicouterino localmente avanzado (IB2-
IVA) es la quimio-radioterapia concomitante por encima del uso exclusivo de radioterapia
o el uso exclusivo de quimioterapia. El Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos
de América publicé una declaracion sobre los beneficios de la quimiorradioterapia
concurrente (QT/RT) comparada con la radioterapia sola, cambiando asi la forma en que se

trata el cancer cervicouterino localmente avanzado®: .

Este tratamiento combinado se basa en el efecto sinergico entre ambas modalidades: la
guimioterapia actia como un agente radio-sensibilizante que aumenta la susceptibilidad del
tumor a los efectos de la radiacion inhibiendo la reparacion de las lesiones subletales y
dafiando las células en una fase radio-sensible especifica®’. Ademas, el uso combinado de
estos tratamientos hace que los efectos de la radiacion sean menos dependientes del

oxigeno.
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Se ha encontrado que el cisplatino es el mejor radiosensibilizante. Este es un compuesto de
platino de molécula pequefia. Originalmente se descubrié que inhibia el crecimiento
bacteriano, especificamente de Escherichia coli, y luego se identific6 como un agente
anticancerigeno. EI mecanismo molecular subyacente al efecto anticancerigeno mediado
por cisplatino se asocia con multiples vias que incluyen la destruccion de las células
cancerosas al dafiar el ADN, la inhibicion de la sintesis de ADN, de la mitosis, y la

68, 69

induccion de la muerte celular apoptotica La dosis establecida es de 40 mg/m? de

forma semanal durante 6 semanas®?.

La radioterapia de haz externo implica el uso de radiacion ionizante de rayos X y
aceleradores de electrones, con el objetivo de eliminar el tumor sin destruir el tejido sano
circundante. ElI mejor esquema se ha obtenido con una dosis superior a 45 Gy durante
menos de 8 semanas; por lo tanto, la dosis de radioterapia establecida es de 50,4 Gy en 28

sesiones®?.

De manera posterior al tratamiento con quimioterapia y radioterapia, el tratamiento estandar
del cancer cervicouterino localmente avanzado administra braquiterapia, un tipo de
radioterapia que utiliza isétopos radiactivos que aplican la maxima dosis de radiacion en un
area circunscrita. Los isdtopos son colocados cerca del tumor o se introducen en el mismo,
con ello se reduce la radiacion al tejido sano y se protegen las estructuras sanas adyacentes
basandose en que la dosis recibida en la proximidad de una fuente decrece muy

rapidamente al alejarse de ella®.

El radio fue el primer elemento utilizado en braquiterapia, sin embargo, actualmente se
utilizan distintos elementos dependientes de la modalidad administrada. La International
Commission on Radiation Units & Measurements (CRU) define tres modalidades

dependientes de la tasa de dosis:

1. Baja tasa de dosis (LDR). Su rango de dosis es de 0,4-2 Gy/hora, utiliza como
fuente de radiacion Cesio 137, un radioisétopo con caracteristicas similares al radio,
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excepto que tiene una vida media menor, produciendo menos exposicion

ocupacional por parte de los proveedores de atencién médica’®.

2. Media tasa de dosis o de dosis pulsada. Su rango de dosis es de 2-12 Gy/hora.
Combina las ventajas fisicas de una tasa de dosis alta y las ventajas radiobioldgicas
de una tasa de dosis baja. Entrega pulsos de radiacién en intervalos de tiempo

preestablecidos, utilizando como fuente de radiacién Iridio 1927,

3. Alta tasa de dosis. Administra una dosis superior a 12 Gy/hora. Utiliza iridio 192
como fuente de radiacion. Entre sus ventajas, evita la exposicion excesiva del
personal encargado de la atencién al paciente, permite optimizar la dosis, tener una

mayor reproducibilidad y es un tratamiento ambulatorio’.

Varios estudios han encontrado que no hay diferencia en los resultados oncoldgicos o
toxicidad entre la dosis baja y la dosis alta. Por lo tanto, independientemente de la dosis
absoluta, la dosis bioldgica equivalente es igual para ambas modalidades’.

1.4. Microbiota bacteriana cervicovaginal y cancer cervicouterino

A finales de la década de 1970 y principios de la década de 1980, se realizaron los primeros
trabajos para determinar la microbiota bacteriana cervicovaginal asociada a la presencia de
céncer cervicouterino’ ™. Estos estudios, basados en el cultivo y en la identificacion
bacteriana por métodos biogquimicos, concluyeron que existia disminucion en el aislamiento
de lactobacilos y aumento de enterobacterias, pero no llegaron a establecer conclusiones
definitivas respecto al impacto del establecimiento de la patologia y el tipo de comunidad

bacteriana encontrada.

Con el advenimiento de la identificacion bacteriana por métodos moleculares se han
llevado a cabo algunos estudios para caracterizar la microbiota cervicovaginal en mujeres
con lesiones cervicales, donde se demuestra que la diversidad microbiana aumenta

conforme se incrementa la gravedad de la enfermedad, pero existe una considerable
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disminucion de la cantidad de Lactobacillus presentes. Los resultados de dichos estudios se

resumen en la tabla 4.

Tabla 4. Microbiota cervicovaginal y cancer cervicouterino: estudios antecedentes.

Autores y afio Sujetos Muestras Conclusiones

Mead y col.” Mujeres con cancer Hisopado Las pacientes tenian una menor frecuencia de aislamiento
1978. cervicouterino cervico-vaginal de lactobacilos aerobios, Staphylococcus epidermidis y

invasivo enterococos, y una mayor frecuencia de aislamiento de
Escherichia coli y especies de Bacteriodes. La
composicion de la microbiota cervico vaginal fue parecida
a la descrita en pacientes inmunodeprimidos.

Thadepalli y Mujeres con Biopsias Las bacterias anaerobias son escasas y los bacilos
col.” Displasia, cervicales gramnegativos anaerobios son raros en el carcinoma de
1982 carcinoma in situ y cuello uterino temprano.

Carcinoma invasivo
Ohy col,™ Mujeres con VPH Hisopado Se encontrd disbiosis bacteriana, caracterizada por el
2015 cervico-vaginal  predominio de A. vaginae, G. vaginalis y L. iners y una
escasez concomitante de L. crispatus. La combinacion de
disbiosis mas VPH oncogeénico puede aumentar el riesgo
de neoplasia intraepitelial cervical.

Mitray col.” Mujeres con NIC y Hisopado El aumento de la gravedad de la NIC se asoci6 con una
2015 céancer invasivo cervico-vaginal  mayor diversidad de microbiota vaginal y disminucion de

la abundancia relativa de Lactobacillus spp.

Piyathilake y Mujeres con NIC y Una condicion caracterizada por una disminucion de
col.” lesion intraepitelial Lactobacillus con un aumento concomitante de bacterias
2016 de alto grado anaerdbicas (p. Ej., Gardnerella, Prevotella y Clostridiales)

se asocié con un mayor riesgo de eliminacion tardia de la
infeccion por VPH. La comunidad mucosa cervical
dominada por L. iners y Lactobacillus spp. se asoci6 con
neoplasia intraepitelial cervical de grado mas alto en
mujeres infectadas con HR HPV

Audirac- Mujeres con NIC y Biopsias El microbioma cervical predominante en mujeres con

Chalifour y col.
78

2016

cancer
cervicouterino

citologia normal fue Lactobacillus crispatus vy
Lactobacillus iners, mientras que con lesiones
intraepiteliales escamosas fue Sneathia spp.

Existe aumento de la diversidad y una mayor abundancia
relativa de Sneathia spp., Fusobacterium spp., lo cual se
asoci6 con una mayor gravedad de la enfermedad. Las
mujeres con NIC tienen una diversidad mayor de bacterias
vaginales que los controles sanos.

Estos estudios han demostrado que la disbiosis microbiana puede ser un factor de riesgo
para el desarrollo de la infeccion por VPH y la neoplasia cervical. Ninguno de estos
estudios aborda el analisis de la microbiota cervicovaginal de mujeres con cancer
localmente avanzado ni de los efectos que podria tener el tratamiento antineoplasico a nivel

bacteriano.

1.5. Impacto de la terapia antineoplésica en la microbiota cervicovaginal.
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La cirugia, la quimioterapia y la radioterapia, han sido durante muchos afos, la terapia
estandar en el tratamiento contra el cancer, incrementando notoriamente la supervivencia en
el paciente oncoldgico. Sin embargo, pueden ocasionar un impacto negativo sobre el estado

de salud general, afectando la calidad de vida del individuo.

Reportes previos han encontrado que las complicaciones asociadas al tratamiento contra el
cancer podrian estar vinculadas con un cambio en la cantidad y tipo de microorganismos,
producto del tratamiento antineoplasico. Previo al establecimiento de la identificacion
bacteriana por métodos genéticos, se realizaron algunos estudios sobre la microbiota
bacteriana cervicovaginal en pacientes con cancer endometrial y cervicouterino tratadas con

radioterapia y braquiterapia los resultados de dichos estudios se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Efecto de tratamientos antineoplasicos sobre la microbiota cervicovaginal: estudios

antecedentes.
Autores y afio Sujetos Muestras Conclusiones
Blythe JG. Mujeres sometidas a Hisopado Los organismos cultivados fueron similares a los
1978 braquiterapia con cervicovaginal  identificados como microbiota cervical normal. La
Cesio. frecuencia de los organismos parecié independiente de la
cantidad de irradiacion
Gerstner y col. Mujeres con cancer Biopsia La media de microorganismos aumentd después del
1982 de endometrio transcervical ~ tratamiento. La administracion intrauterina Iridio192 no
tratadas con esteriliza el endocérvix o el endometrio y pueden ocurrir
braquiterapia de alta infecciones después de la radioterapia intracavitaria.
tasa
Chooy col. Mujeres con Hisopado La radiacion suprimi6 significativamente la cantidad de
1984 carcinoma invasivo  cervicovaginal  bacterias aisladas.
tratadas con
radioterapia
Gilstrap y col. Mujeres con Hisopado La radioterapia de haz externo tiene poca 0 ninguna
1986 carcinoma invasivo  cervicovaginal influencia sobre los principales patdgenos aerdbicos en el
de cérvix, vagina y cuello uterino, la vagina o el recto.

endometrio

Es importante aclarar que estos estudios estan basados Unicamente en la identificacion
bacteriana por metodos bioquimicos. Actualmente no se han encontrado investigaciones
que hayan identificado por metodos moleculares, la microbiota cervicovaginal de mujeres
con cancer cervicouterino localmente avanzado, sometidas a tratamientos con
quimioterapia, radioterapia pélvica y braquiterapia. Tampoco se ha indagado acerca de
como los tratamientos antineoplasicos pueden afectar la composicion de la microbiota

cervicovaginal de estas mujeres.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer cervicouterino (CaCu) es uno de los principales problemas de salud publica en el
mundo. Dentro de los factores asociados a su aparicion, la infeccién por el Virus del
Papiloma Humano (VVPH) es una condicién necesaria pero no suficiente para su desarrollo.
Las diferencias individuales del hospedador pueden actuar como cofactores que determinen

el establecimiento, la persistencia, el progreso y/o la curacion de la lesion cervical.

La superficie cervicovaginal estd cubierta por un epitelio de proteccion colonizado por
bacterias y otros microorganismos. De manera comun, las diversas especies de lactobacilos
se asocian con la salud cervicovaginal, pero su papel no estd aun bien definido. Con los
resultados del proyecto del microbioma humano se ha establecido un panorama general de
la microbiota que compone dicho ecosistema en estados de salud y asociada a algunas
patologias comunes, como la vaginosis bacteriana, la infeccién por VPH y la neoplasia
intraepitelial cervical, que revelan modificaciones en la composicion bacteriana, con

consecuencias hasta ahora poco claras.

Siguiendo la historia natural de la enfermedad, actualmente no se han encontrado
investigaciones que hayan identificado por métodos moleculares, la microbiota bacteriana
cervicovaginal de mujeres con cancer cervicouterino localmente avanzado, sometidas a
tratamientos con quimioterapia, radioterapia pélvica y braquiterapia. Tampoco se ha
indagado acerca de como los tratamientos antineoplasicos pueden afectar la composicion de
la microbiota bacteriana cervicovaginal de estas mujeres y las consecuencias que de ello

puedan derivar.
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Para abordar esta problematica, se ha planteado la siguiente pregunta de investigacion:
¢Existen variaciones en la microbiota de cérvix de mujeres con cancer cervicouterino
localmente avanzado respecto a la microbiota de cérvix presente en mujeres sin cancer

cervicouterino; y dicha microbiota cambia durante los tratamientos antineoplasicos?

3. JUSTIFICACION

El cancer cervicouterino es responsable de alrededor de 250 mil muertes por afio, 80% de
las cuales ocurren en paises en vias de desarrollo. Las tasas mas altas de incidencia estan
reportadas en Africa, Sudamérica y Asia®’. A nivel mundial representa el séptimo cancer

més com(n en humanos y el cuarto cancer mas comin en mujeres®.

En México, es la segunda causa de muerte en mujeres debido a que las etapas localmente
avanzadas (IB-2 a IV-A) son las que tienen mayor prevalencia®*®°. Durante el periodo
1990-2000 se reportaron un total de 48,761 defunciones por CaCu, lo que representa un

promedio de 12 mujeres fallecidas cada 24 horas, con un crecimiento anual de 0.76%°.

Diversos factores estdn ampliamente estudiados y asociados al establecimiento de la

patologfa, como la infeccion por VPH, hébitos sexuales de riesgo®®, factores

87.89.90 v tabaquismo® %. Sin embargo, otras caracteristicas menos estudiadas

reproductivos
como el tipo de microbiota bacteriana cervicovaginal o la alteracion de su diversidad,

también pueden estar implicadas en el desarrollo de este padecimiento’.

En los Gltimos afios se ha incrementado el conocimiento de la composicion bacteriana en
distintos nichos del cuerpo humano debido a la implementacion de métodos moleculares
para la identificacion microbiana. De tal forma que su uso, tiene el potencial de cambiar la
perspectiva de la diversidad microbiana y de permitir describirla, monitorearla y controlarla

para entender su relacion con el ser humano.
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El abordaje de una variable poco estudiada y el uso de métodos de biologia molecular en el
presente proyecto de investigacion permitira generar los primeros conocimientos acerca del
ecosistema bacteriano de cérvix de mujeres con cancer cervicouterino localmente avanzado
sometidas a tratamiento antineoplasico. Proporcionando con ello datos acerca de la
presencia 0 ausencia de bacterias que favorecen la salud cervical y permitira detectar el
establecimiento de patdgenos potenciales. Lo anterior puede ayudar a tener un mejor
entendimiento del papel que juega la microbiota bacteriana de cérvix asociada al cancer
cervicouterino.

4. HIPOTESIS.

Hipotesis de trabajo.

Existen variaciones en la microbiota presente en cérvix de mujeres con cancer
cervicouterino localmente avanzado respecto a la microbiota presente en cérvix de mujeres
sin céncer cervicouterino; y dicha microbiota cambia durante los tratamientos

antineoplasicos.

Hipotesis nula.

No existen variaciones en la microbiota presente en cérvix de mujeres con cancer
cervicouterino localmente avanzado respecto a la microbiota presente en cérvix de mujeres
sin cancer cervicouterino; y dicha microbiota no cambia durante los tratamientos

antineoplasicos.

25



5. OBJETIVOS.

Objetivo general.

Determinar las variaciones de la microbiota de cérvix de mujeres con cancer cervicouterino

localmente avanzado respecto a la microbiota presente en cérvix de mujeres sin cancer

cervicouterino, asi como durante y después del tratamiento antineoplasico.

Obijetivos especificos.

Recolectar muestras de exudado cervicovaginal de mujeres sin cancer cervicouterino al
momento de diagnosticar citologia cervical negativa.

Recolectar muestras de exudado cervicovaginal de mujeres con cancer cervicouterino
localmente avanzado, antes, durante y después de los tratamientos antineoplasicos.
Aislar bacterias aerobias a partir de las muestras de exudado cervicovaginal de ambos
grupos de estudio.

Extraer ADN de cepas obtenidas a partir de muestras de exudado cervicovaginal de
ambos grupos de estudio.

Realizar una tipificacion genotipica de la microbiota de cérvix presente en ambos
grupos de estudio utilizando la técnica de RFLP.

Identificar cepas representativas por analisis de secuenciacion del gen 16S rRNA.
Comparar la microbiota de cervix identificada en ambos grupos de estudio y en todas

las etapas de medicion.
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6. DISENO METODOLOGICO.
6.1 Disefio de estudio.

Observacional, descriptivo, comparativo, longitudinal, prospectivo.

6.2 Universo y muestra

Universo: mujeres con cancer cervicouterino

Poblacion: mujeres con cancer cervicouterino adscritas al Instituto Nacional de
Cancerologia de México.

Muestreo: no probabilistico, por conveniencia

Tamafio de la muestra:

Grupo no expuesto: n=68.

Grupo expuesto: n=68.

6.3 Criterios de inclusién:

Grupo no expuesto.

e Mujeres acompafantes (familiares o vecinas) de las pacientes que conforman el grupo
expuesto.

e Mujeres con citologia cervical negativa, confirmada en el Instituto Nacional de
Cancerologia.

e Mujeres mayores de 18 afios.

e Mujeres que aceptaron participar en el estudio y firmaron el consentimiento informado.
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Grupo expuesto.

e Mujeres con cancer cervicouterino localmente avanzado (IB2 a IVA), de reciente
diagnostico, confirmado histologicamente, adscritas al Instituto Nacional de
Cancerologia de México (INCAN).

e Mujeres mayores de 18 afios.

e Mujeres cuyo tratamiento antineoplasico estuvo basado en el uso de quimioterapia,
radioterapia y braquiterapia.

e Mujeres que aceptaron participar en el estudio y firmaron el consentimiento informado.

6.4. Criterios de exclusion
e Mujeres embarazadas
e Mujeres que utilizaron antimicrobianos y/o antifungicos sistémicos y/o locales en
los ultimos 30 dias.
e Mujeres que tuvieron relaciones sexuales coitales 48 horas antes de la toma de
muestra.
e Mujeres que utilizaron duchas vaginales.
e Mujeres que estuvieran menstruando durante la toma de muestras.
Eliminacion
e Mujeres que abandonaron el tratamiento.

e Mujeres que decidieron seguir el tratamiento pero no quisieron continuar en el

estudio.
6.5. Variables
Tabla 6. Operacionalizacion de variables
Variable Definicion conceptual Definicién operacional Tipo de Escala de medicion
variable
Variable dependiente
Microbiota de Conjunto de Bacterias presentes en la Cualitativa Género y especie
cérvix microorganismos que region cervicovaginal de Nominal
viven de manera natural y mujeres con cancer
sin causar dafio en la cervicouterino y sin cancer
region cervical cervicouterino
Variables independientes
Cancer Caéncer que se forma en Cancer del cuello uterinoen  Cualitativa Presencia o
cervicouterino los tejidos del cuello etapas localmente avanzadas ~ Nominal ausencia
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uterino IB2-1IVA
Quimioterapia Tratamiento médico que Administracion de cisplatino Cualitativa Presente o ausente
consiste en la aplicacion ~ como radiosensibilizante para nominal
de sustancias quimicas al el tratamiento de cancer
organismo. cervicouterino localmente
avanzado.
Radioterapia Terapia basada en Radio terapia externa a pelvis Cualitativa Presente o ausente
radiacion ionizante que total para el tratamiento de Nominal
impide el desarrollo, cancer cervicouterino
crecimiento, o localmente avanzado.
proliferacion de células
tumorales malignas.
Braquiterapia Tratamiento Braquiterapia de contacto para Cualitativa Presente o ausente
radioterapéutico donde el tratamiento de cancer nominal

isétopos radioactivos se
colocan dentro o cerca de
la zona que requiere
tratamiento.

cervicouterino localmente
avanzado

6.6. Material y método.
6.6.1. Conformacion de grupos de estudio.

Se conformaron dos grupos de estudio: grupo no expuesto y grupo expuesto (a la
enfermedad y al tratamiento antineoplasico), de acuerdo con los criterios de inclusion y
exclusion ya establecidos. A cada integrante se le explicé de manera detallada el tipo de
investigacion que se realizaria, la forma en que se llevaria a cabo y la importancia de su
participacion. Todas aquellas mujeres que aceptaron participar firmaron el consentimiento
informado correspondiente (Anexos 1y 2). Posteriormente, se aplicd un cuestionario para

evaluar variables gineco-obstétricas y socioeconémicas de importancia (Anexo 3).

6.6.2. Obtencidon de muestras.

Se tomaron muestras de exudado cervicovaginal mediante hisopado, en posicién

ginecoldgica y bajo vision directa.
Grupo no expuesto:
1.- Medicién basal: se tomd una muestra Unica al momento de diagnosticar citologia

cervical negativa.

Grupo expuesto:
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Se tomaron 4 muestras de seguimiento desde el diagndstico hasta la finalizacion del
periodo de vigilancia posterior al término del tratamiento antineoplasico de la siguiente

manera:

1. Medicion basal: Se tomo la muestra inicial al momento de establecer el diagnéstico de

presencia de cancer cervicouterino localmente avanzado.

2. Medicion post-quimioterapia radioterapia: Una vez diagnosticadas, las pacientes
esperaron 4 semanas antes de iniciar el tratamiento con quimioterapia y radioterapia.
Una vez iniciado este tratamiento, tuvo una duracién de 5 semanas y a su término, se

tomo la segunda muestra.

3. Medicion post-braquiterapia: Al finalizar quimioterapia y radioterapia, las pacientes
tuvieron dos semanas de descanso antes de iniciar el tratamiento con braquiterapia, el
cual duré 4 dias. Al término de este, las pacientes tuvieron 6 semanas de descanso y
posteriormente se valord la respuesta al tratamiento mediante, tomografia y citologia

cervical, en este momento se tomo la tercera muestra.

4. Medicion post-vigilancia: Si la respuesta fue persistencia de la enfermedad, las
pacientes tomaron 8 semanas de descanso antes de iniciar quimioterapia de 22 linea. Si
la respuesta al tratamiento fue curacion, las pacientes tomaron 12 semanas de descanso
como periodo de vigilancia antes de darlas de alta. Se tomo la cuarta muestra después
del periodo de descanso previo a quimioterapia de segunda linea o después del periodo

de vigilancia previo al alta, segun correspondiera.

Los hisopos fueron colocados de manera individual en un tubo con solucion salina
isotonica y llevados al Laboratorio de Microbiologia Médica y Ambiental de la Facultad de
Medicina de la UAEM en un contenedor hermético con tapa de rosca que contenia bolsas
de gelatina congelada (cadena de frio).

6.6.3. Aislamiento de bacterias cultivables
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Una vez en el laboratorio y bajo condiciones de asepsia, las muestras fueron inoculadas

mediante el siguiente protocolo:

e Se desgarraron las fibras del hisopo mediante un bisturi con hoja del n°1l y se
colocaron en un tubo Eppendorf de 1.5 ml.
e Seagregaron 1000 ul de la solucion salina contenida en el tubo con el hisopo.
e El tubo se centrifugd a 14000 rpm durante 15 minutos.
e Se descartaron 500 ul del sobrenadante.
e Los restantes 500 ul se dividieron de la siguiente forma:
e 200 pl se inocularon en una caja Petri con agar sangre.
e 200ul se inocularon en una caja Petri con agar BHI.
e 100 pl se colocaron en un criotubo junto con las fibras del hisopo, se agregaron 150
ul de glicerol al 20% y se congelaron para su conservacion a -20 °C.
e Las cajas Petri inoculadas se incubaron a 37°C durante 48 horas.
o Posteriormente se seleccionaron las colonias representativas y se purificaron para

obtener colonias aisladas.

6.6.4. Obtencion de biomasa

Para la obtencién de biomasa, los cultivos puros fueron inoculados en cajas Petri con agar
infusién cerebro corazon mediante estria masiva, se incubaron a 37°C por 48 hrs. La
recuperacion de biomasa se realiz6 mediante raspado del crecimiento bacteriano con asa
bacterioldgica, recolectada en tubos Eppendorf de 1.5 ml con solucion salina estéril al
0.85%.

Los tubos con la biomasa recolectada fueron centrifugados a 14,000 rpm durante 5 minutos.
Posteriormente se descartdé el sobrenadante y el pellet resultante fue utilizado para la

extraccion de ADN de las cepas.

6.6.5. Protocolo de extraccion de ADN de cepas.

Se utilizo el kit Promega Wizard® Genomic No. de catalogo A1120.
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Se resuspendid el pellet de células con 480uL de EDTA 0.5M

Se adicionaron 120ul de lizosima (10mg/ml) al pellet resuspendido, se mezclo
cuidadosamente.

Se incubd la muestra a 37° C por 1 hora, se centrifugé a 14 000 rpm durante 2 minutos
y se removio el sobrenadante.

Posteriormente se agregaron 600ul de solucion de lisis nuclear del paquete de
purificacion de ADN “Promega Wizard® Genomic” mezclando cuidadosamente.

La muestra se incubd a 80 °C durante 5 minutos en bafio maria y se dejo enfriar a
temperatura ambiente.

Se adicionaron 3 pL de solucion de RNAsa del paquete de purificacion de ADN
“Promega Wizard® Genomic”, se mezclo por el método de inversion 3 veces.

Se incubd el tubo a 37 °C por 1 hora, se dejo enfriar a temperatura ambiente.

Se afiadieron 200upl de solucion de precipitacion de proteinas del paquete de
purificacion de ADN “Promega Wizard® Genomic” al lisado tratado con RNAsa, se
agito con el vortex vigorosamente durante 20 seg. para mezclar.

Se incubo la mezcla en hielo durante 5 min.

Posteriormente se centrifugd a 14000 rpm por 3 min y se transfirié el sobrenadante a un
tubo Eppendorf de 1.5 ml limpio y estéril conteniendo 600 pl de isopropanol.

Se mezcld suavemente hasta que se observo la formacion de hebras de ADN visibles.
Se centrifugd a 14 000 rpm durante 2 minutos.

Se drend cuidadosamente el tubo en papel absorbente, se adicionaron 600 ul de etanol
al 70% vy se invirtid el tubo varias veces delicadamente para no despegar el pellet de
ADN.

Se centrifugd a 14 000 rpm durante 2 minutos, se elimind cuidadosamente el etanol, y
se dejo secar el tubo durante 10 a 15 min.

Finalmente se agregaron 100 pl de solucién de rehidratacion del paquete de
purificacion de ADN “Promega Wizard® Genomic” y se conservo a 4° C durante 24

horas.
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6.6.6. Electroforesis para visualizacion de ADN

Para observar la presencia e integridad del ADN extraido, se realizd una electroforesis en
gel de agarosa al 1% (Conda Pronadisa, N° de catalogo: 8100.10), tefiido con bromuro de
etidio (SIGMA N° de catalogo: E7637-1G), bajo las siguientes condiciones: 120V durante
40 minutos con buffer TAE (TAE buffer 1X Invitrogen, N° de catalogo: 24710-030) y
marcador de peso molecular de ADN de 1 kb (Thermo scientific, N° de catdlogo: 5M0311).

Una vez verificada la presencia e integridad del ADN, este se utilizé para amplificar el gen

16S rRNA mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

6.6.7. Amplificacion del Gen 16S rRNA mediante PCR

La amplificacion del gen 16S rRNA mediante PCR, se realiz6 en un termociclador
MaxyGenll (Axygen®) utilizando Tag ADN Polimerasa (My taq, Bioline). Se utilizaron

las siguientes secuencias de nucleotidos, como primers universales:

27f: 5°- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’
1492r: 5°- TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3"
El protocolo utilizado fue el siguiente:

Tabla 7. Calculo para PCR del gen 16S rRNA
Volumen total de la reaccion: 25ml

Reactivos Concentracion final del reactivo Cantidad de reactivo
H,0dd - 14.3ul
Buffer PCR (10x) 1.00 2.5ul
Taqg polimerasa 5U/ml 1.00 0.2ul
Primer 8F 10mM 1.00 2.5ul
Primer 1492R 10mM 1.00 2.5ul
ADN - 3

Las condiciones usadas en el ciclo térmico para la amplificacion del gen fueron las

siguientes: Desnaturalizacion inicial, un ciclo de 5 minutos a 94°C y 29 ciclos:
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desnaturalizacion 1 minuto a una temperatura de 94°C; alineacién 30 segundos a 59°C;

extension 1 minuto a 72°C. Extension final de 10 minutos a 72°C.

30 ciclos

940 94°C 72°C | 72°C

5 min 1 min 59°C 1 min | 10 min 4°C

30°C

Los fragmentos amplificados fueron observados mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 1% (TAE buffer, 120V, 40min) tefiido con bromuro de etidio (SIGMA N° de
catadlogo: E7637-1G), bajo las siguientes condiciones: 120V durante 45 minutos con buffer
TAE (TAE buffer 1X Invitrogen, N° de catalogo: 24710-030).

Se verifico que el tamafio del producto de amplificacion fuera de aproximadamente 1500
pb, utilizando un marcador de peso molecular de ADN de 1 kb (Thermo scientific, N° de
catalogo: 5M0311). Los amplicones resultantes fueron utilizados para la ribotipificacion

mediante Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP).

6.6.8. Ribotipificacion mediante PCR-RFLP (Polimorfismos de Longitud de
Fragmentos de Restriccion) de 16S rRNA

El producto de PCR fue sometido a un analisis de restriccion enzimatica con el fin de
tipificar genéticamente las cepas mediante RFLP. Para ello, se utilizaron las enzimas: MSPI
(Promega, No. de catalogo: R6401) y RSAI (Promega, No. de catadlogo: R6371), cuyas
secuencias especificas de corte son C/CGG y GT/AC, respectivamente.

En un tubo Eppendorf estéril, se digirieron 10 pl de los amplicones del gen 16S rRNA con
la enzima MSPI (Promega, N° de catalogo: R6401). La mezcla de reaccion consistio en 7.6
pl de agua libre de nucleasas (Merck Millipore, N° de catalogo: LSKNF0500), 2 pl de
Buffer B 10X Buffer (Promega, N° de catalogo: R0O02A), 0.2 pl de Albumina sérica bovina
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acetilada (Promega, N° de catadlogo: R396D) y 0.2 ul de la enzima de restriccion. El
volumen final de la reaccion fue de 20 pl. Se realiz6 el mismo procedimiento con la enzima
RSAI (Promega, N° de catalogo: R6371).

Para ambas enzimas la reaccion de restriccion se llevo a cabo durante 1 hora a 37°C y se
inactivo la enzima por calentamiento 15 minutos a 72°C. Los productos de restriccion
fueron observados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (Conda Pronadisa, N°
de catalogo: 8100.10), tefiido con bromuro de etidio (SIGMA N° de catdlogo: E7637-1G),
bajo las siguientes condiciones: 120V durante 80 minutos con buffer TAE (TAE buffer 1X
Invitrogen, N° de catdlogo: 24710-030) y marcador de peso molecular de ADN de 1 kb
(Thermo scientific, N° de catdlogo: 5M0311).

Los patrones de restriccion generados se analizaron de acuerdo con el nimero de bandas y
tamano respecto al marcador de peso molecular utilizado. Para el analisis de agrupamiento
se incluyeron los perfiles que presentaron al menos 2 bandas. Se defini6 como “ribotipo” a

aquel grupo de cepas con perfiles de restriccion enzimatica idénticos.

La seleccion de cepas para identificacion genética se realiz6 tomando en cuenta los
ribotipos establecidos. A partir de los ribotipos con mas de 50 cepas, se eligieron e
identificaron el 10% de ellas y para los ribotipos formados con menos de 50 cepas, se
eligieron e identificaron

entre el 50% y el 20% de ellas. Para aquellos ribotipos formados por cepas Unicas, se

identificd el 100% de las mismas.

6.6.9. Secuenciacion e identificacion bacteriana

Con el ADN de cada cepa elegida se realizé una segunda amplificacion del gen 16S rRNA
mediante PCR, siguiendo la metodologia ya descrita. Los productos de esta amplificacion
fueron purificados con el kit Amicon Ultra filter® (Millipore, N° de cat. UFC500308)
siguiendo las instrucciones del fabricante y enviados al servicio de secuenciacion de

Macrogen USA (Macrogen Sequenciation Service, Maryland, USA).
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Las secuencias obtenidas fueron analizadas y corregidas con los programas: ChromasPro
version 2.6.4 y BioEdit version 5.0.9. Se construyeron secuencias consenso, las cuales
fueron comparadas con secuencias depositadas en el GenBank del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (NCBI) por medio del programa BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool), asi como en la base de datos publica EzTaxon.

6.7. Andlisis de datos.

e Captura de datos en el paquete computacional Stata version 21.

e Andlisis descriptivo de la poblaciéon estudiada: caracteristicas sociodemograficas,
caracteristicas clinicas, antecedentes gineco-obstétricos, y caracteristicas propias de la
enfermedad.

e Andlisis de diferencia de medias y de diferencia de proporciones para datos
sociodemograficos, clinicos, gineco-obstétricos y de la enfermedad.

e Regresion logistica binaria para el analisis de factores de riesgo para la adquisicion de
cancer cervicouterino.

e Analisis descriptivo y comparativo de las especies bacterianas identificadas en ambos

grupos de estudio.

6.8. Aspecto ético

La presente investigacion cumplié con los lineamientos de la declaracion de Helsinky y del
reglamento de la ley general de salud en materia de investigacion para la salud, ya que, de
acuerdo con lo establecido en el Titulo segundo, capitulo 1, articulo 13, toda investigacion
en la que el ser humano sea objeto de estudio debera prevalecer el criterio del respeto a su

dignidad y la proteccion de sus derechos.
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Tanto el protocolo de investigacion como los consentimientos informados y el cuestionario
aplicado, fueron aprobados por los comités de investigacion y ética del Instituto Nacional
de Cancerologia de México, con clave 016/011/ICl y CEI/1016 respectivamente (Anexos 4
y 5). Toda la informacion obtenida fue manejada con absoluta confidencialidad.

7. RESULTADOS.

7.1 Capitulo de libro aceptado

7.1.1. Titulo del capitulo de libro enviado y aceptado

Caracteristicas sociodemograficas y clinicas de mujeres con cancer cervicouterino
localmente avanzado y mujeres sin la enfermedad

7.1.2. Pagina frontal del manuscrito
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7.1.4. Resumen

Introduccion: En México, el cancer cervicouterino representa un grave problema de salud ya que las etapas

avanzadas son las mas frecuentes. Ademas de la infeccién por VPH, existen otras caracteristicas que podrian
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influir en su aparicién, curacién o progreso. Objetivo: Determinar las caracteristicas sociodemograficas y
clinicas de mujeres mexicanas con y sin cancer cervicouterino localmente avanzado. Metodologia: Se realizé
un estudio descriptivo, comparativo. Como fuentes para la obtencion de datos se utilizd un cuestionario
avalado por los consejos de ética e investigacion del Instituto Nacional de Cancerologia, asi como las
historias clinicas de las pacientes. Se eligieron mujeres pertenecientes a una cohorte de estudio sobre
cancer cervicouterino que se llevd a cabo de febrero de 2016 a febrero de 2018. Se obtuvieron
caracteristicas sociodemograficas y clinicas (gineco-obstétricas, sexuales, habitos y de la enfermedad). Se
obtuvieron diferencias de medias y de proporciones de los datos obtenidos. El analisis estadistico se realizo
en el programa stata version 15. Resultados: Hubo diferencias estadisticamente significativas al comparar
las caracteristicas presentes en ambos grupos de estudio. Conclusiones: La mayoria de las mujeres
pertenecientes al grupo con cancer cervicouterino presentaron caracteristicas reportadas como factores de
riesgo para la adquisicion de la enfermedad. Estos resultados pueden ser Utiles para formular estrategias
dirigidas a controlar las caracteristicas de alto riesgo para la adquisicion de cdncer cervicouterino que

presentan las mujeres mexicanas.

7.1.5. Apartados del capitulo de libro

Introduccion

El cancer cervicouterino (CaCu) se encuentra entre los 10 tipos de cancer con mayor incidencia, prevalencia
y mortalidad a nivel mundial’. Segun lo reportado por la Organizacién mundial de la Salud (OMS), el cancer
cervicouterino es el cuarto cancer mas frecuente en mujeres en el mundo®. En los paises desarrollados se
han logrado disminuir las tasas de incidencia de esta enfermedad gracias a los programas de tamizaje y de
tratamiento’. En paises subdesarrollados, el impacto del CaCu es muy alto ya que en ellos se reporta mas del

85% de las defunciones por esta patologia2’3.

En México, el Instituto Nacional de Geografia e Informatica (INEGI), mostré que, en el grupo poblacional
femenino de 30 a 59 afios de edad, el cancer de drganos genitales femeninos (cérvicouterino y ovario) se
ubica como la segunda causa de muerte por neoplasias malignas. Para el afio 2016, tres de cada 10 decesos

. . . . ) e 4
femeninos por cancer se debieron a esta entidad patoldgica especifica™.

La causa principal por la que en México representa un grave problema de salud, es la deteccidn tardia, ya
que en la mayoria de los casos se diagnostica en estadios localmente avanzados (IIB-IVA). De acuerdo con el
Instituto Nacional de Cancerologia (INCan), a pesar de las campafias de tamizaje, el diagndstico frecuente en

. 5
etapas avanzadas ocurre en un alto porcentaje’.
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A pesar de que actualmente se ha establecido que la infeccion por Virus del Papiloma Humano (VPH) cumple
un papel causal en el cancer de cuello uterino®’, aun no se comprenden por completo los factores que
pueden determinar si una infeccidn por este virus se resolverd o progresara a lesiones de alto grado y en
ultima instancia a cdncer cervicouterino en sus distintas etapas. Entender las causas de la alta carga de
cancer de cuello uterino es dificil debido a una compleja interaccion de muchos factores bioldgicos,

organizativos, econdmicos y socioculturales, es por ello que la prevencion es clave.

En una busqueda de factores no relacionados con el VPH, este estudio tuvo como objetivo determinar las
caracteristicas sociodemograficas y clinicas de mujeres con cancer cervicouterino localmente avanzado y de

mujeres sin la enfermedad.

Metodologia
Se realizd un estudio transversal, descriptivo, comparativo, a partir de la informacion recabada de una
cohorte de mujeres con cancer cervicouterino del INCan, sometidas a tratamiento antineoplasico. Se

conformaron dos grupos de estudio:

1. Grupo de mujeres con cancer cervicouterino: este grupo estuvo constituido por pacientes adscritas al
Instituto Nacional de Cancerologia, que presentaron cancer cervicouterino localmente avanzado
incidente (IB2 a IVA), diagnosticadas mediante citologia cervical positiva y confirmado histolégicamente
(n=68).

2. Grupo de mujeres sin cancer cervicouterino: este grupo estuvo conformado por acompafiantes o
familiares de las pacientes con la enfermedad y mujeres asistentes a citas de tamizaje, todas ellas con

citologia cervical negativa (n=60).

Para ambos grupos, se excluyeron mujeres menores de edad, que estuvieran embarazadas y que no
cumplieran con requisitos propios de la toma de muestra del estudio principal (uso de antibiéticos, duchas

vaginales, relaciones sexuales previas y presencia de menstruacién).

A partir de un cuestionario aprobado por los comités de ética e investigacién del INCan, con previa firma del
consentimiento informado y aplicado por el médico tratante, se obtuvieron las siguientes caracteristicas
sociodemograficas: edad, escolaridad, ocupacidn, estado civil, lugar de origen y lugar de residencia.

Dentro de las caracteristicas clinicas se obtuvieron las siguientes:

a) Caracteristicas gineco-obstétricas y sexuales: menarca, inicio de vida sexual activa, nimero de parejas
sexuales, embarazos, parto vaginal, cesarea, aborto, flujo vaginal anormal, metrorragia, dispareunia,

hemorragia postcoital, ciclos menstruales, menopausia y uso de método anticonceptivo.
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b) Caracteristicas de habitos: consumo de tabaco y consumo de alcohol.
c) Caracteristicas de la enfermedad (recolectadas mediante las historias clinicas): tamafio del tumor, etapa

clinica de la enfermedad y tipo histoldgico del tumor.

Toda la informacion fue recabada en una hoja de célculo de Excel y analizada mediante el programa
estadistico STATA versién 15 (Statistical Software: Release 15. 2017, College Station, TX). Las variables
continuas se informaron como media, desviacion estdndar, maximo y minimo. Se aplicé la prueba t de
student para el analisis de diferencia de medias. Las variables categdricas se informaron como proporciones
y porcentajes. Se aplicaron pruebas de chi’ y prueba exacta de Fisher para diferencia de proporciones. Se

tomé un valor de p £0.05 como estadisticamente significativo y un indice de confianza del 95%.

Resultados

Caracteristicas sociodemograficas

La media de edad tanto de las mujeres que padecen cancer como de las mujeres libres de la enfermedad fue
de 45 afios, con edades maximas entre 63 y 65 afios y edades minimas entre 25 y 30 afios respectivamente.
El grupo de mujeres con CaCu tuvo como nivel escolar mas frecuente la primaria (39%), mientras que el 46%
de las mujeres sin la enfermedad estudiaron hasta la secundaria. Esta diferencia fue estadisticamente

significativa (Tabla I).

Las mujeres con CaCu se dedicaban en su mayoria al hogar (79%) y en una mayor proporcidn eran solteras
(33%). Las mujeres sin CaCu fueron mayormente empleadas fuera de sus casas (60%) y la mayoria eran

casadas (55%), diferencias que fueron significativas entre ambos grupos de estudio (Tabla I).

La distribucion proporcional por entidad federativa de procedencia mostré que el grupo de mujeres con
CaCu provenia en su mayoria del Estado de México (32%) y de la Ciudad de México (22%) y tenian como
residencia la misma entidad. El grupo de mujeres libres de la enfermedad procedian en su mayoria de la

Ciudad de México (50%) y generalmente tuvieron el mismo lugar de residencia (Tabla I).

Tabla I. Caracteristicas sociodemograficas de mujeres con cancer cérvicouterino localmente avanzado y mujeres
sin la enfermedad

Mujeres con cancer cervicouterino Mujeres sin cancer cervicouterino
n=68 n=60

Variable Media D.E. Max Min  Media D.E. Max Min p

42



Edad 45.53 9.460184 68 25 45.08 8.931551 65 30 0.6168
Frecuencia % Frecuencia %
Escolaridad
Ninguna 12 17.65 3 5.00 0.003"
Primaria 27 39.71 11 18.33
Secundaria 19 27.94 28 46.67
Preparatoria 8 11.76 14 23.33
Licenciatura 2 2.94 3 5.00
Posgrado 0 0 1 1.67
Ocupacion
Hogar 54 79.41 36 60 0.016
Fuera del hogar 14 20.59 24 40
Estado civil
Soltera 23 33.82 12 20 0.031"
Unidn libre 17 25.00 12 20
Casada 22 32.35 33 55
Divorciada 2 2.94 3 5
Viuda 4 5.88 0 0
Lugar de origen
Cd. de México 15 22.06 30 50.00 <0.01"
Estado de México 22 32.35 22 36.67
Hidalgo 4 5.88 1 1.67
Oaxaca 3 441 2 3.33
Puebla 7 10.29 1 1.67
Tlaxcala 4 5.88 0 0
Veracruz 9 13.24 1 1.67
Chiapas 3 4.41 0 0
Morelos 1 1.47 1 1.67
Guerrero 0 0 2 3.33
Lugar de residencia
Cd. de México 20 29.41 34 56.67 0.021"
Estado de México 33 48.53 21 35.00
Hidalgo 2 2.94 1 1.67
Oaxaca 0 0 0 0
Puebla 2 2.94 1 1.67
Tlaxcala 1 1.47 0 0
Veracruz 7 10.29 1 1.67
Chiapas 1 1.47 0 0
Morelos 2 2.94 1 1.67
Guerrero 0 0 1 1.67

D.E: Desviacion Estandar. Max.: Maximo. Min.: Minimo
p<0.05 *Prueba t para diferencia de medias. **Prueba exacta de Fisher para diferencia de proporciones
***pryeba de chi’ para diferencia de proporciones.

Caracteristicas clinicas

a) Caracteristicas gineco-obstétricas y sexuales

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la menarca, el nimero de parejas sexuales,

aborto, dispareunia, ciclos menstruales ni menopausia (Tabla Il).
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El grupo de mujeres con cancer cervicouterino presentod un inicio de vida sexual activa por debajo de los 18
afios. El grupo de mujeres libres de enfermedad tuvo inicio de vida sexual activa posterior a los 19 afios, esta

diferencia fue estadisticamente significativa (Tabla Il).

Las mujeres con cancer cervicouterino tuvieron en promedio 3 embarazos, la mayoria con partos por via
vaginal y las mujeres sin cancer tuvieron 2 embarazos y una mayor cantidad de cesareas. Estas diferencias

fueron estadisticamente significativas (Tabla Il).

Una alta proporcidn de mujeres con cancer cervicouterino presentd flujo vaginal anormal (76%), metrorragia
(83%) y hemorragia postcoital (42%). Al ser comparados estos resultados, se obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas respecto al resultado observado en mujeres sin cancer (Tabla Il).

Para ambos grupos de estudio, se observé que la mayoria no utilizaban métodos anticonceptivos (51%
mujeres con CaCu, 46% mujeres sin CaCu). Se encontraron diferencias en cuanto a las mujeres que si
utilizaban algin método anticonceptivo. Las mujeres con CaCu utilizaron en su mayoria (20%) métodos
anticonceptivos hormonales, mientras que las mujeres libres de la enfermedad usaban mayoritariamente

métodos anticonceptivos de barrera (25%). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (Tabla Il).

Tabla Il. Caracteristicas clinicas de mujeres con cancer cérvicouterino localmente avanzado y mujeres sin la

enfermedad
Caracteristicas gineco-obstétricas y sexuales

Variable Media D.E. Max Min Media D.E. Max Min P
Menarca 12.64 1.37 16 9 12.36 1.63 7 16 0.294°
Inicio de vida sexual 17.5 3.03 29 12 19.95 3.17 30 15 <0.01°
activa

Ndmero de parejas ~ 2.20 111 5 1 2.25 145 8 1 0.846
sexuales
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Embarazos 3.64 2.04 11 0 2.25 1.31 7 0 <0.01°
Parto vaginal 2.89 2.17 11 0 1.43 1.39 6 0 <0.01"
Cesarea 0.38 0.79 3 0 0.71 0.86 3 0 0.024°
Aborto 0.30 0.67 3 0 0.23 0.76 4 0 0.554
Frecuencia % Frecuencia % P
Flujo vaginal anormal
Si 52 76.47 6 10.00 <0.01""
No 16 23.53 54 90.00
Metrorragia
Si 57 83.82 0 0 <0.01""
No 11 16.18 60 100
Dispareunia
Si 12 17.65 18 30 0.100
No 56 82.35 42 70
Hemorragia postcoital
Si 29 42.65 4 6.67 <0.01"
No 39 57.35 56 93.33
Ciclos menstruales
Regulares 54 79.41 44 73.33 0.418
Irregulares 14 20.59 16 26.67
Menopausia
Si 30 44.12 20 33.33 0212
No 38 55.88 40 66.67
Uso de método anticonceptivo
No usa 35 51.47 28 46.67 0.045
De barrera 7 10.29 15 25.00
(preservativo)
Hormonal oral 14 20.59 5 8.33
Dispositivo 9 13.24 5 8.33
intrauterino
Obliteracion 3 4.41 7 11.67
tubarica
Habitos
Tabaquismo
Si 14 20.59 15 25.00 0.552
No 54 79.41 45 75.00
Alcoholismo
Si 9 13.24 21 35.00 0.004"
No 59 86.76 39 65.00

D.E: Desviacion Estandar. Max.: Maximo. Min.: Minimo
p<0.05 *: Prueba t para diferencia de medias. ** Prueba exacta de Fisher para diferencia de proporciones
***pryeba de chi’ para diferencia de proporciones.

b) Caracteristicas de habitos

El habito de consumir tabaco fue mas frecuente en mujeres sin cancer cervicouterino, sin embargo, esta

diferencia no fue estadisticamente significativa. Por otro lado, se encontré que hay mas mujeres que beben

alcohol (35%) en el grupo sin enfermedad respecto al grupo con céncer cervicouterino (13%), resultado

estadisticamente significativo (Tabla Il).
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c) Caracteristicas de la enfermedad

La media del tamafio del tumor encontrado en las mujeres con CaCu fue de 5cms, el estadio mas frecuente
fue el 1IB (51%) y el tipo histoldgico mas frecuente fue carcinoma epidermoide al presentarse en el 89.71%

de los casos (Tabla Ill).

Tabla lil. Caracteristicas clinicas de mujeres con cancer cérvicouterino localmente avanzado

Caracteristicas de la enfermedad

Variable Media D.E. Max Min
Tamaiio del tumor (cms) 5.11 1.33 10 2
Frecuencia Porcentaje

Etapa clinica de la enfermedad

IB2 11 16.18
A 5 7.35
1B 35 51.47
A 3 4.41
1133 9 13.24
IVA 5 7.35
Tipo histoldgico del tumor
Carcinoma epidermoide 61 89.71
Adenocarcinoma 7 10.29

Discusion

Este estudio proporciona informacidn importante sobre las caracteristicas sociodemograficas y clinicas que
pueden diferenciar a las mujeres con cancer cérvicouterino localmente avanzado respecto a mujeres

representativas de la poblacién sin enfermedad en México.

El grupo de mujeres con cancer cervicouterino se caracterizd por tener una edad promedio de 45 afios, la
escolaridad mas frecuente fue la primaria, cuyo bajo nivel esta reportado como un factor de riesgo para este
.. 8-10 . . . . .

padecimiento” . Se dedicaban a labores del hogar, lo que puede influir, de acuerdo con estudios previos,

con un menor alcance monetario que podria impactar en el acceso a la deteccion oportuna de la
. 8-10

enfermedad o al tratamiento™ .

Eran solteras en su mayoria, coincidiendo con reportes anteriores acerca de que existe un mayor riesgo de

padecer neoplasia intraepitelial cervical en mujeres sin pareja fija . El lugar de origen y de residencia de la

mayoria fue el centro del pais, aunque no sabemos a ciencia cierta si pertenecian o vivian en un medio rural

o urbano, lo que podria ayudar a evaluar si esta caracteristica podria tomarse en cuenta para analizarla

. . . . . 12,13
como un posible factor de riesgo de acuerdo con lo que sugieren estudios previos
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El perfil clinico de este grupo de estudio se puede describir como mujeres con una media de menarca de 12
afios, lo cual coincide con el grupo sin enfermedad no considerdndose un posible factor de riesgo. Sin
embargo, el inicio de vida sexual activa a temprana edad, menor a los 18 afios, que se diferencia del grupo

14-15
. Este

sin cancer, si esta reportado frecuentemente como un factor de riesgo para la adquisicion de CaCu
hecho puede explicarse al tomar en cuenta que la zona de transformacion del epitelio cervical es mas
proliferativa a temprana edad (adolescencia y pubertad), por lo que es susceptible a alteraciones producidas

por la infeccién por VPH',

Este grupo tuvo un bajo nimero de parejas sexuales. Un alto nimero de embarazos, con mayor frecuencia
de partos por via vaginal, estas caracteristicas estan reportadas como factores de riesgo. El aumento de los
niveles de estrégeno y progesterona durante el embarazo son probablemente responsables de las
alteraciones en la zona de transformacién, induciendo una respuesta inmune reducida a la infecciéon por

. . . . . .. 17-19
VPH e influenciando el riesgo de persistencia o progresion

A este grupo pertenecieron mujeres que en su mayoria presentaron flujo vaginal anormal, metrorragia y
hemorragia postcoital, estas caracteristicas pueden ser hallazgos relevantes en mujeres en las que se
sospeche que tienen alto riesgo de padecer la enfermad?’. Con ciclos menstruales regulares, menos de la
mitad de ellas habian comenzado la menopausia y generalmente no utilizaban métodos anticonceptivos. Sin
datos de alto consumo de tabaco o alcohol. Tanto el consumo de métodos anticonceptivos hormonales
como de alcohol y tabaco son considerados factores de riesgo reportados por la literatura, en este estudio
no se encontraron datos que coincidieran con ello, posiblemente porque sélo se evalto la utilizacion o no de

ellos, sin determinar el tiempo de uso o la cantidad.

Respecto a la enfermedad, las mujeres de este grupo presentaban carcinoma de tipo epidermoide, con un
tamafio de tumor de entre 2 y 10cms, la mayoria diagnosticadas en la etapa clinica 1IB en la que la
enfermedad se ha propagado a los tejidos adyacentes al cuello uterino (el parametrio) pero no se ha

propagado a sitios distantes, resultados coincidentes con reportes anteriores.

Por otro lado, el grupo de mujeres sin enfermedad fue una poblacién con edad media de 45 afios, un nivel
educativo superior al grupo con CaCu, ya que prevalecieron los estudios de secundaria y preparatoria, con
una representante a nivel posgrado. La mayoria de estas mujeres trabajaban fuera del hogar lo que puede
representar un ingreso econémico mas alto que el percibido por el grupo de mujeres con CaCu. La mayoria
estaban casadas, procedentes y residentes en un medio urbano, lo que puede aumentar la posibilidad de un

mayor acceso a servicios de salud especializados. Reportes previos describen estas caracteristicas (mayor
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ingreso econdémico, residencia urbana y mayor nivel educativo) como posibles factores protectores para la

e ey 8-10
adquisicion de la enfermedad. ~ .

Clinicamente fueron mujeres con menarca a los 12 afios de edad, con un inicio de vida sexual activa

. 20 " ~ o ’ . .
reportada como de menor riesgo”, posterior a los 18 afios, un bajo numero de parejas sexuales, bajo
nimero de embarazos y generalmente sus partos fueron por via vaginal, sin embargo, hay un alto
porcentaje de estas mujeres que fueron sometidas a cesdrea. Todas estas caracteristicas difieren

considerablemente del grupo con enfermedad.

Fueron mujeres con baja incidencia de flujo vaginal anormal, nula metrorragia y baja presencia de
hemorragia postcoital, ademas refirieron tener dispareunia. Sus ciclos menstruales fueron regulares y
menos de una tercera parte de ellas estaban en la menopausia. La mayoria no utilizaba métodos
anticonceptivos, con bajo consumo de tabaco y de alcohol, aunque este ultimo fue mayor que en el grupo

con CaCu.

Conclusiones

Podemos concluir que existen diferencias entre ambos grupos en las caracteristicas analizadas. Las mujeres
incluidas en este estudio que padecian cancer cervicouterino localmente avanzado presentaron mas
caracteristicas consideradas como factores de riesgo para la adquisicion de cancer cervicouterino. El grupo
sin la enfermedad presentd caracteristicas asociadas a factores protectores o de menor riesgo para la
adquisicion de cancer cervicouterino. Estos resultados pueden ser utiles para formular estrategias dirigidas a
modificar o prevenir las caracteristicas de alto riesgo que presentan las mujeres mexicanas para evitar la

adquisicion de cancer cervicouterino o lograr su deteccién oportuna.

Referencias

1. Global Burden of Disease Cancer Colaboration, Fitzmaurice C, Dicker D, Pain A, Hamavid H, Moradi-
Lakeh M, et al.The Global Burden of Cancer 2013.JAMA oncology. 2015;1(4):505-27.
doi: 10.1001/jamaoncol.2015.0735

2. Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS). Papilomavirus humanos (PVH) y cancer cervicouterino.
Nota descriptiva [Revista en Internet] Marzo de 2015 [Acceso 13 de abril de 2018] N°380,
disponible en http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs380/es/

3. World Health Organization, Comprehensive cervical cancer control: a guide to essential practice
2nd ed; 2014 ISBN 978-92-4-154895-3

4. Instituto Nacional de Geografia e Informatica, Estadisticas a propdsito del Dia mundial contra el
cancer (4 de febrero) Datos nacionales. Comunicado de prensa [suplemento en Internet] 2018,
[Acceso 13 de abril de 2018] 61/18:1-13 disponible en
http://www.beta.inegi.org.mx/contenidos/saladeprensa/aproposito/2018/cancer2018_Nal.pdf

48


https://doi.org/10.1001/jamaoncol.2015.0735
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs380/es/
http://www.beta.inegi.org.mx/contenidos/saladeprensa/aproposito/2018/cancer2018_Nal.pdf

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Montalvo GE, Coronel-Martinez JA, Alvarado-Zermefio A., Cantl de Ledn DF, Flores-Alatriste D,
Ortega-Rojo A, Gonzdlez-Enciso A, Isla-Ortiz D, Mufioz-Gonzdlez DE, Robles-Flores JU, Solorza-Luna
G, Mota-Garcia A, Gallardo-Rincon D, Morales-Vazquez F, Lucely-Cetina M, Herrera-Gémez A.
Oncoguia, Cancerologia [Revista en Internet] 2011 [Acceso 13 de abril de 2018] 6,61 — 69,
disponible en http://incan-
mexico.org/revistainvestiga/elementos/documentosPortada/1327324533.pdf

Xu HH, Wang K, Feng XJ, Dong SS, Lin A, Zheng LZ, Yan WH. Prevalence of human papillomavirus
genotypes and relative risk of cervical cancer in China: a systematic review and meta-analysis.
Oncotarget. 2018 Jan 11;9(20):15386-15397. doi: 10.18632/oncotarget.24169. eCollection 2018
Mar 16.

Wong JPH, Vahabi M, Miholjcic J, Tan V, Owino M, Li ATW, Poon MKL Knowledge of HPV/cervical
cancer and acceptability of HPV self-sampling among women living with HIV: A scoping review. Curr
Oncol. 2018 Feb;25(1):e73-e82. doi: 10.3747/c0.25.3855. Epub 2018 Feb 28. Review.

Temkin SM, Rimel BJ, Bruegl AS, Gunderson CC, Beavis AL, Doll KM.A contemporary framework of
health equity applied to gynecologic cancer care: A Society of Gynecologic Oncology evidenced-
based review. Gynecol Oncol. 2018 Apr;149(1):70-77. doi: 10.1016/j.ygyno.2017.11.013. Review.
L.S. Downs, J.S. Smith, I. Scarinci, L. Flowers, G. Parham, The disparity of cervical cancer in diverse
populations, Gynecol. Oncol. 2008, 109 S22-530.

J. Barnholtz-Sloan, N. Patel, D. Rollison, K. Kortepeter, J. MacKinnon, A. Giuliano, Incidence trends
of invasive cervical cancer in the United States by combined race and ethnicity, Cancer Causes
Control 2009 20 1129-1138

Muwonge R, Ngo Mbus L, Ngoma T, Gombe Mbalawa C, Dolo A, da Ganda Manuel M, Nouhou H,
Nacoulma M, Mwaiselage J, Koulibaly M, Bayo S, Nsonde Malanda J, De Vuyst H, Herrero R,
Sankaranarayanan R, Keita N; IARC Multicentre Study Group on Cervical Cancer Early Detection
Socio-demographic and reproductive determinants of cervical neoplasia in seven sub-Sahara
African countries Cancer Causes Control. 2016 Dec;27(12):1437-1446. Epub 2016 Nov 7.

Zahnd W, Fogleman AJ, Jenkins WD Rural-Urban Disparities in Stage of Diagnosis Among Cancers
with Preventive Opportunities. Am J Prev Med. 2018 Mar 14. pii: S0749-3797(18)30053-9. doi:
10.1016/j.amepre.2018.01.021.

Moy E, Garcia MC, Bastian B, et al, Leading causes of death in nonmetropolitan and metropolitan
Areas—United States, 1999-2014. MMWR Surveill Summ. 2017;66:1-8 DOI:
https://doi.org/10.15585/mmwr.ss6601al

Ferrera A, Velema JP, Figueroa M, Bulnes R, Toro LA, Claros JM et al Co-factors related to the causal
relationship between human papillomavirus and invasive cervical cancer in Honduras. Int J
Epidemiol, 2000 29(5):817—-825

Franceschi S, Rajkumar T, Vaccarella S, Gajalakshmi V, Sharmila A, Snijders PJ et al Human
papillomavirus and risk factors for cervical cancer in Chennai, India: a case-control study. Int J
Cancer 2003,107(1):127-133

Munoz N, Bosch FX, Castellsague X, et al (2004). Against which human papillomavirus types shall we
vaccinate and screen? Th international perspective. Int J Cancer, 111, 278-85.

Munoz N, Franceschi S, Bosetti C, Moreno V, Herrero R, Smith JS et al Role of parity and human
papillomavirus in cervical cancer: the IARC multicentric case-control study. Lancet 359(9312):1093—-
1101

Jensen KE, Schmiedel S, Norrild B, Frederiksen K, Iftner T, Kjaer SK (2013) Parity as a cofactor for
high-grade cervical disease among women with persistent human papillomavirus infection: a 13-
year follow-up. BrJ Cancer 108(1):234-239

Sethi S, Muller M, Schneider A, Blettner M, Smith E, Turek L et al (1998) Serologic response to the
E4, E6, and E7 proteins of human papillomavirus type 16 in pregnant women. Am J Obstet Gynecol
178(2):360-364

Lazcano-ponce EC, Rojas-Martinez R, Lopez-Acufia MP, Lépez-Carrillo L, Hernandez-Avila, Factores
de riesgo reproductivo y cancer cérvico-uterino en la Ciudad de México. Salud Publica de México

49


http://incan-mexico.org/revistainvestiga/elementos/documentosPortada/1327324533.pdf
http://incan-mexico.org/revistainvestiga/elementos/documentosPortada/1327324533.pdf
https://doi.org/10.15585/mmwr.ss6601a1

[Revista en Internet] 1993 [Acceso 1 de abril de 2018] 35(1):65-73, ISSN 1606-7916. Disponible en:
<http://saludpublica.mx/index.php/spm/article/view/5633/6126>.

7.2. Primer articulo enviado
7.2.1. Titulo del primer articulo enviado

Identification of cervico-vaginal microbiota in women with locally advanced cervical
uterine cancer

7.2.2. Carta de envio del primer articulo

50



De: em.jmm.0.5a614b.1ea931b6@editorialmanager.com
<em.jmm.0.5a614b.1ea931b6@editorialmanager.com> en nombre de JMM
<em@editorialmanager.com>

Enviado: viernes, 6 de abril de 2018 03:37 p. m.

Para: Ninfa Ramirez-Durén

Asunto: Submission Confirmation for Journal of Medical Microbiology article JMM-D-18-00257 -
[EMID:198b05b1390d1713]

CC: glml20@hotmail.com, quiechc8@hotmail.com, leugimroselarom@gmail.com,
jessica9salazar@hotmail.com, patricia.bustamante@edu.uag.mx, hsandov@hotmail.com

Ms. No. JIMM-D-18-00257

Identification of cervico-vaginal microbiota in women with locally advanced cervical uterine cancer
Gauddy Lizeth Manzanares-Leal; Jaime Coronel-Martinez; Miguel Rodriguez-Morales; Jessica
Elizabeth Salazar-Campos; Lilia Patricia Bustamante-Montes; Horacio Sandoval-

Trujillo; Ninfa Ramirez-Duran

Dear Dr. Ramirez-Duran,

Your submission entitled "Identification of cervico-vaginal microbiota in women with locally
advanced cervical uterine cancer" has been received by Journal of Medical Microbiology

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to Editorial Manager as an
author. The URL is https://imm.editorialmanager.com/.

Your manuscript reference number is JMM-D-18-00257. Please use this in all correspondence
relating to this manuscript.

Thank you for submitting your work to Journal of Medical Microbiology.

Yours sincerely,

Journal of Medical Microbiology

IMPORTANT INFORMATION:

Please note that we cannot publish the accepted version of the manuscript without a completed
Licence to Publish form. In addition, for papers reporting new sequence data, papers will not be
published online until the sequence data are released in public databases.

Please make sure you check the details you have entered into the Editorial Manager site very

carefully, particularly the manuscript title, subject category and author details, as these will be used
when your accepted PDF is published online.

7.3. Segundo articulo enviado
7.3.1. Titulo del segundo articulo enviado
Changes in cervicovaginal microbiota of women with cervical cancer during antineoplastic
treatment
7.3.2. Carta de envio del segundo articulo
51



De: em.igc.0.5f4185.a3217a3c@editorialmanager.com
<em.igc.0.5f4185.a3217a3c@editorialmanager.com> en nombre de International Journal of
Gynecological Cancer <em@editorialmanager.com>

Enviado: miércoles, 14 de noviembre de 2018 01:23 p. m.

Para: Ninfa Ramirez-Duran

Asunto: IJGC Submission Confirmation

11/14/2018
Dear Dr. Ramirez-Duran,

Thank you for your submission to the International Journal of Gynecological Cancer. Your
submission entitled "Changes in cervicovaginal microbiota of women with cervical cancer
during antineoplastic treatment" has been received by the editorial office. If you have any
questions during the lifecycle of your manuscript, please do not hesitate to contact me by
email at ijgc@jjeditorial.com.

What happens next?

e Your manuscript will be reviewed to ensure that it meets the technical requirements as
explained in the Instructions for Authors. We will contact you shortly if your
manuscript requires changes prior to review.

e Your manuscript will then be assigned to an Editor and given a manuscript number, at
which point you will receive a notification via email.

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to Editorial Manager
as an author at https://igc.editorialmanager.com/.

Thank you for submitting your work to this journal.
Kind Regards,

International Journal of Gynecological Cancer

In compliance with data protection regulations, please contact the publication office if you would like to
have your personal information removed from the database.

8. RESULTADOS ADICIONALES

8.1. Patrones de restriccion de las especies bacterianas identificadas en todas las

etapas de muestreo

Los Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP) son marcadores

moleculares que muestran diferencias en las secuencias de ADN homdlogas, detectadas por
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la presencia de fragmentos de diferentes longitudes al ser digeridas por enzimas de

restriccion especificas. Debido a que el aislamiento de ADN suficiente para el analisis de

RFLP requiere mucho tiempo, a la técnica se le adiciona la amplificacion de fragmentos

especificos de ADN mediante PCR. En este estudio se amplificé el gen 16S rRNA. Con

ello se generaron patrones de restriccion o ribotipos que correspondieron a cada una de las

especies bacterianas identificadas, esto permitié tipificar las cepas en grupos bien

establecidos. Los ribotipos resultantes para cada una de las especies identificadas a lo largo

de todo el proyecto de investigacion se muestran en las figuras 1 - 6.
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e NI C e e e [ B B Figura 1. Ribotipos obtenidos

mediante RFLP de 16S rRNA.

Enzima RSAI.

A: Electroforesis en gel de

agarosa al 1.5%.

B: Diagrama de los patrones de

restriccion observados en la

figura A.
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. Escherichia coli
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. Streptococcus urinalis
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. Lactobacillus rhamnosus
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12. Corynebacterium striatum.
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Figura 2. Ribotipos
obtenidos mediante RFLP de
16S rRNA. Enzima RSAI.
A: Electroforesis en gel de
agarosa al 1.5%.

B: Diagrama de los patrones
de restriccién observados en
la figura A.

13. Staphylococcus
auricularis

14. Facklamia hominis

15. Paenibacillus urinalis

16. Staphylococcus pasteuri
17. Pseudocitrobacter
faecalis

18. Staphylococcus capitis
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Figura 3 . Ribotipos
obtenidos mediante RFLP de
16S rRNA. Enzima MSPI
A: Electroforesis en gel de

agarosa al 1.5%.

B: Diagrama de los patrones
de restriccion observados en
la figura A.
25.Corynebacterium
lipophiloflavum

26. Streptococcus
dysgalactiae subsp.
dysgalactiae

27. Streptococcus
dysgalactiae subsp.
equisimilis

28. Oligella urethralis

29. Streptococcus oralis

30. Corynebacterium coyleae
31. Streptococcus mitis

32. Micrococcus luteus

33. Corynebacterium lactis.

Figura 4. Ribotipos obtenidos
mediante RFLP de 16S rRNA.
Enzima MSPI.

A: Electroforesis en gel de

agarosa al 1.5%.

B: Diagrama de los patrones
de restriccion observados en la
figura A.

1. Staphylococcus epidermidis
2. Enterococcus faecalis 54
3. Escherichia coli

4. Corynebacterium
amycolatum

5. Corynebacterium jeikeium
6. Streptococcus agalactiae

7. Streptococcus urinalis
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Figura 5. Ribotipos obtenidos
mediante RFLP de 16S rRNA.
Enzima MSPI.

A: Electroforesis en gel de

agarosa al 1.5%.

B: Diagrama de los patrones
de restriccion observados en la
figura A.

13. Staphylococcus auricularis
14. Facklamia hominis

15. Paenibacillus urinalis

16. Staphylococcus pasteuri
17. Pseudocitrobacter faecalis
18. Staphylococcus capitis

19. Brevibacterium
massiliense

20. Klebsiella oxytoca

21. Enterococcus durans

22. Streptococcus anginosus
23. Streptococcus pneumoniae
24. Streptococcus
pasteurianus.
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Figura 6. Ribotipos obtenidos
mediante RFLP de 16S rRNA.
Enzima MSPI
A: Electroforesis en gel de

agarosa al 1.5%.

B: Diagrama de los patrones
de restriccion observados en la
figura A.

25. Corynebacterium 95
lipophiloflavum

26. Streptococcus dysgalactiae
subsp. dysgalactiae

27. Streptococcus dysgalactiae
subsp. equisimilis

28. Oligella urethralis




9. DISCUSION GENERAL

El céancer cervicouterino, es un problema de salud publica especialmente en paises
subdesarrollados. A nivel mundial genera altas tasas de mortalidad y una fuerte carga
econdmica para los sistemas de salud® ®. El estudio de los factores que pueden prevenir o
que pueden considerarse de riesgo para el establecimiento y desarrollo de la enfermedad

son primordiales para mejorar los indices de incidencia y prevalencia de este padecimiento.

En el presente estudio, se detectaron varios factores de riesgo para la adquisicion de cancer
cervicouterino, reportados anteriormente. Uno de ellos fue el nivel socioeconémico
evaluado de manera aproximada al medir la ocupacién y la escolaridad. En este rubro, el
grupo expuesto tuvo niveles mas bajos de escolaridad y dedicacion exclusiva al hogar de
manera mas frecuente que el grupo no expuesto, lo que podria indicar un nivel
socioeconémico mas bajo y por ende, representar un factor de riesgo®®. Los presentes datos
pueden proporcionar informacion para evaluar la mejora de la promocién del cribado a
mujeres que se encuentren dentro de este conjunto ocupacional y de escolaridad, y con ello

promover la deteccion temprana de la enfermedad.

Por otro lado, de acuerdo con los datos ginecobstétricos y sexuales obtenidos, se encontrd
que, el grupo expuesto inicié su vida sexual activa a menor edad y tuvieron un mayor
nimero de embarazos y partos respecto al grupo no expuesto. Diversos estudios son
coincidentes con este resultado estableciendo que la presencia de estas variables puede ser
un factor de riesgo ya que se relacionan con la infeccion temprana por VPH, con cambios
hormonales y con modificaciones epiteliales provocadas por el trauma cervical repetido

durante los mltiples embarazos y partos™’.

El nimero de parejas sexuales, el uso de métodos anticonceptivos hormonales, el habito
tabaquico y el consumo de alcohol, no se identificaron como factores de riesgo en este

estudio, a diferencia de lo reportado en estudios previos® %,
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En cuanto a la composicion de la microbiota bacteriana de cérvix, de las mujeres sin cancer
cervicouterino, esta se caracterizé por la presencia ded bacterias intestinales (Enterococcus)
y de especies poco reportadas por la literatura y que no se observaron en el grupo de

mujeres con cancer cervicouterino: Facklamia hominis'®, Paenibacillus urinalis'®,

105 y Brevibacterium masiliense'®.

Pseudocitrobacter faecalis
La presencia de estas bacterias puede deberse al papel que juegan los héabitos higiénicos,
culturales y sexuales tanto de las mujeres incluidas en el estudio como de sus parejas y que
pueden modificarse al tener una patologia como el cancer. Estos resultados arrojan el
primer reporte de la presencia de estas especies bacterianas en el medio ambiente

cervicovaginal de mujeres mexicanas sin patologia cervical.

De forma general, es posible establecer que la comunidad bacteriana de cérvix del grupo no

expuesto coincide con reportes previos® 1’

que manifiestan que entre el 20% y el 40% de
las mujeres sanas y asintomaticas presentan comunidades vaginales no dominadas por
Lactobacillus que incluyen una amplia gama de bacterias anaerobias facultativas. En
ausencia de sintomatologia, esta comunidad bacteriana puede considerarse "normal” y
"sana", aungue su composicion se asemeje a la asociada con vaginosis bacteriana

sintomatica'®®.

Por otro lado, las mujeres con cancer cervicouterino previo al tratamiento antineoplasico
mostraron una alta presencia de flujo vaginal anormal (mal olor y coloracion atipica) al
momento del diagnostico, que mejord a través del tratamiento antineoplasico y no se
presentd al finalizar la terapéutica. Esta sintomatologia puede indicar la presencia de
disbiosis cervicovaginal asociada al establecimiento del cancer. Previamente se ha
documentado que las mujeres con disbiosis vaginal tienen un alto riesgo de desarrollar
cambios preneoplasicos cervicales y de contraer el virus oncogénico del papiloma

humano’>"8,

En este grupo de estudio, la microbiota presente en la medicién basal se caracterizd por ser

mas abundante que la aislada en el grupo no expuesto e incluso durante y después de los
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tratamientos antineoplasicos. Se tratd de una comunidad bacteriana dominada por
Staphylococcus epidermidis, bacteria considerada parte de la microbiota comensal
cervicovaginal, pero que puede presentarse como un patdégeno emergente especialmente en
pacientes inmunodeprimidos ya que puede llegar a inducir perfiles de respuesta
inflamatoria similares a los observados en mujeres con vaginosis bacteriana'® *°. Sin
embargo, a pesar de que esta especie fue aislada en altas cantidades en la medicion basal
del grupo de mujeres con cancer cervicouterino, también fue encontrada con alta
predominancia en el grupo de mujeres sin cancer cervicouterino, asi como durante y
después de los tratamientos antineoplasicos, encontrandose incluso cuando ya no hubo
sintomatologia relacionada con procesos infecciosos cervicovaginales, por lo que no

podemos asumir que esté involucrada en la sintomatologia reportada.

Lo més notable en este grupo de estudio fue la dominancia de distintas especies de
Corynebacterium. Se ha reportado la presencia de este género bacteriano como microbiota

comensal vaginal®®

, sin embargo, también se ha asociado con endocarditis, bacteriemia,
sepsis, infecciones de heridas, de tracto urinario y de vias respiratorias. Su potencial
patdgeno puede deberse a la produccién de biopeliculas y a su frecuente resistencia a los
antibiéticos*** 3,

Se puede observar que, en el grupo no expuesto, asi como durante los tratamientos
antineoplasicos y de manera posterior al periodo de vigilancia, la abundancia de
Corynebacterium disminuy6 considerablemente coincidiendo con la desaparicion de la
sintomatologia relacionada con flujo cervicovaginal anormal. Es probable que la asociacion
entre la sintomatologia y este género bacteriano se deba a un desequilibrio provocado por
cambios en el medio ambiente cervicovaginal al establecerse el cancer y que promovio la

proliferacion de estas especies.

Podemos considerar que la abundante presencia de Corynebacterium en mujeres con cancer

cervicouterino, sin tratamiento antineoplasico, puede ser la causante de la sintomatologia

114, 115

coincidente con aquella presente en procesos de vaginitis aerobia y que los

tratamientos antineoplasicos actlian ya sea disminuyendo su diversidad y abundancia de
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manera directa 0 de manera indirecta cambiando el medio ambiente cervicovaginal a uno
menos apto para su proliferacion. Este es el primer reporte, a la fecha, acerca de la alta
prevalencia del genero Corynebacterium en cérvix de mujeres mexicanas con cancer
cervicouterino localmente avanzado. Sus implicaciones en la salud o en la enfermedad

cervicovaginal en mujeres con este padecimiento deberan ser estudiadas mas a fondo.

En resumen, se puede comparar la microbiota de cérvix de de mujeres con CaCu
localmente avanzado, con aquella descrita por Donders y col. en 2002, refiriéndose a la
vaginitis aerobia. Este reporte es de suma importancia ya que, las comunidades bacterianas
similares a las presentes en dicha patologia pueden estar implicadas en la progresion a
neoplasia intraepitelial cervical y cancer en mujeres con VPH de alto riesgo positivo. Esto
puede ser debido a sus caracteristicas inflamatorias que podrian influir en la respuesta
inmune o de acuerdo con Monif y col. 1999, a que los estreptococos del grupo B inhiben el

crecimiento de lactobacilos'*®.

Por otro lado, en la evaluacion de las etapas relacionadas con la aplicacion de los
tratamientos antineoplasicos, podemos observar que, de manera posterior a los tratamientos
tanto de quimioterapia y radioterapia como de braquiterapia, la microbiota de cérvix estuvo

dominada por los géneros Staphylococcus y Enterococcus.

Al respecto, algunas especies de Enterococcus se han asociado con enfermedades urinarias
y se ha visto que tiene una alta afinidad por incorporarse a biofilms producidos por
Gardnerella vaginalis*’, sin embargo, estudios previos reportan el hallazgo de
Enterococcus como microbiota bacteriana frecuente del tracto vaginal de mujeres sanas en
edad fértil, por encima de los aislados de Lactobacillus. Se ha documentado que su
presencia se relaciona con la salud del ecosistema cervicovaginal ya que son bacterias
productoras de acido lactico que pueden sustituir el papel que juegan los lactobacilos en
este medio ambiente, ademas, presentan buena capacidad para inhibir el crecimiento de

microorganismos patdgenos y tienen un buen potencial para usarse como probidticos™8 2.
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La mayor abundancia de Enterococcus se obtuvo cuando las pacientes ya se habian
sometido a los tratamientos antineoplasicos y ya no presentaban sintomatologia asociada a
vaginosis aerobia. Son necesarios mas estudios para comprender si la mejora de los
sintomas y el establecimiento de esta microbiota se debe a un cambio en el medio ambiente
cervicovaginal producido por los tratamientos y que representa un estado de recuperacion o
si este tipo de género bacteriano es menos susceptible al efecto de los tratamientos y por

eso prevalece y prolifera.

Por altimo, la medicion post-vigilancia se caracterizd por mostrar una alta presencia de los
géneros Staphylococcus, Enterococcus Yy Streptococcus. La presencia tanto de
Staphylococcus como de Enterococcus coincide con lo observado en mujeres sin cancer

cervicouterino por lo que podemos considerar esta microbiota como comensal.

Se puede observar que, a diferencia de las etapas anteriores, en esta medicion proliferaron
diversas especies de Streptococcus, representando el 40% de las especies bacterianas
aisladas en este punto. No hay presencia de sintomatologia relacionada con procesos
bacterianos patoldgicos a nivel cervicovaginal y estd documentado que la mayoria de estas
especies estan comunmente presentes como parte de la microbiota normal del tracto genital

femenino de mujeres sanas'***%,

Por lo tanto, las mujeres que terminaron el periodo de vigilancia post tratamiento
antineoplasico, presentaron una microbiota bacteriana de cérvix que podria considerarse
normal o no patdgena. En esta etapa se documenta un aumento en la diversidad de especies
bacterianas, respecto a las etapas relacionadas con el tratamiento e incluso comparada con
la medicion basal de las mujeres sin cancer cervicouterino, aunque con menos abundancia.
Este hallazgo podria significar un restablecimiento del ecosistema cervicovaginal con

condiciones mas aptas para el desarrollo de una microbiota cervicovaginal equilibrada.
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10. CONCLUSIONES GENERALES

1. La microbiota bacteriana de cérvix de mujeres con cancer cervicouterino localmente
avanzado sin tratamiento antineoplasico fue la mas abundante. Esta disminuy6 con los
tratamientos antineoplasicos y posteriormente alcanz6 numeros similares a los

encontrados en las mujeres sin cancer cervicouterino.

2. La composicién de la microbiota bacteriana de cérvix de mujeres mexicanas sin cancer
cervicouterino mostro alta presencia de Enterococcus y Staphylococcus, poca presencia
de Corynebacterium y bacterias poco comunes: Facklamia hominis, Paenibacillus
urinalis, Pseudocitrobacter faecalis y Brevibacterium masiliense. Sin presencia de
sintomatologia asociada a patologia infecciosa cervicovaginal, esta se puede considerar

como una microbiota normal.

3. La microbiota bacteriana de cérvix de mujeres mexicanas con cancer cervicouterino
localmente avanzado, de reciente diagnostico, se caracterizd por presentar
Staphylococcus y la predominancia de diversas especies de Corynebacterium, cuya
presencia puede ser la causante de la sintomatologia coincidente con vaginitis aerobia
en estas pacientes.

4. La microbiota bacteriana de cérvix de mujeres mexicanas con cancer cervicouterino
localmente avanzado posterior a los tratamientos con quimioterapia y radioterapia, asi
como, una vez finalizado el tratamiento con braquiterapia se caracterizd por presentar
una considerable disminucion de las diversas especies de Corynebacterium y aumento
en la presencia de Enterococcus faecalis coincidiendo con la ausencia de
sintomatologia relacionada con patologia infecciosa cervicovaginal representando un

posible estado de recuperacion del equilibrio bacteriano cervicovaginal.
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5. La microbiota bacteriana de cérvix de mujeres mexicanas con cancer cervicouterino
localmente avanzado al finalizar el periodo post-vigilancia se caracterizd por mostrar
una alta presencia de los géneros Staphylococcus, Enterococcus y Streptococcus. En
este periodo se documenté un aumento en la diversidad de especies bacterianas,
respecto a las etapas relacionadas con el tratamiento e incluso comparada con la
medicion basal, aunque con menos abundancia. Este hallazgo podria significar un
restablecimiento del ecosistema cervicovaginal con condiciones més aptas para el

desarrollo de una microbiota cervicovaginal sana.

6. Es posible concluir que la composicion de la microbiota de cérvix presente en mujeres
con céncer cervicouterino localmente avanzado presenta diferencias al ser comparada
con la microbiota de cérvix presente en mujeres sin este padecimiento y que dicha

microbiota cambia durante las diferentes etapas del tratamiento antineoplésico.
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12. ANEXOS

ANEXO 1: Consentimiento informado para mujeres con cancer cervicouterino
localmente avanzado incluidas en el estudio.
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INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA
CONSENTIMIENTO INFORMADO Y ACEPTACION
DE PARTICIPACION

1. Datos generales

Investigador principal.

Nombre: Jaime Alberto Coronel Martinez

Teléfono: 56280400

Cortreo electronico: quiechc8@hotmailcom

Titulo del proyecto: ESTUDIO COMPARATIVO DE LA MICROBIOTA PRESENTE EN MUJERES CON CANCER
CERVICOUTERINO ATENDIDAS EN EL INCAN Y EN MUJERES SANAS.

Version del consentimiento: 2015

Sitio donde se realizara: Instituto Nacional de Cancerologia.

2. Participacion voluntaria

Su médico le ha diagnosticado cancer cervico-uterino, por lo que le estamos invitando a participar en una investigacion para
evaluar la microbiota vaginal mediante la obtencion de una muestra de exudado vaginal Para este estudio se espera que
participen 30 personas con diagnostico similar a usted. SU PARTICIPACION ES ABSOLUTAMENTE VOLUNTARIA Y
USTED PUEDE ABANDONAR EL ESTUDIO EN EL MOMENTO QUE LO DESEE SIN AFECTAR SU ATENCION
MEDICA NI CUALQUIERA DE LOS DERECHOS QUE USTED TIENE COMO PACIENTE EN EL CASO DE QUE
USTED NO DESEE PARTICIPAR O DESEE ABANDONAR EL ESTUDIO.

3. Informacién para el paciente sobre la justificacion y objetivos del procedimiento

Le invitamos a que participe en un estudio de investigacion. para evaluar, si pacientes con el tipo de cancer que usted tiene
pudieran tener una microbiota vaginal diferente a las mujeres sanas. SU PARTICIPACION ES ABSOLUTAMENTE
VOLUNTARIA Y NO AFECTARA SU ATENCION MEDICA.

4. Datos propios del procedimiento

Si usted acepta participar y una vez que firme el consentimiento y se confirme que pueda participar en el estudio, antes de
iniciar el tratamiento, se le tomara una muestra de exudado vaginal. Una vez realizada esta prueba, usted recibira su
tratamiento. Usted sera valorado por un médico cada semana. En la consulta se le tomara una muestra de exudado vaginal al
inicio de su tratamiento. a la mitad y al final del mismo. La toma de muestra de exudado vaginal es segura, para
realizarla se le colocara en posicion ginecolégica, con la ayuda de un especulo se expondra su cuello vaginal para que
mediante un isopo especial sea tomada una muestra del exudado vaginal. El tiempo de realizacion de la toma de
muestra es de 10-15 minutos.

5. Beneficios

Si usted acepta participar no obtendra un beneficio directo de los resultados de este estudio. La informacion obtenida en
este estudio podria ayudarnos en el futuro a mejorar el control de suenfermedad para otros pacientes.

6. Riesgos

Es esperable que usted tengalas molestias propias de la toma de muestra: dolorlocal y probable sangrado.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO Y ACEPTACION
DE PARTICIPACION

7. Procedimientos Alternativos

Su participacion en este estudio es completamente voluntania, si decide no participar en el estudio sera tratado de forma
convencional.

8. Responsabilidad del paciente

Al aceptar participar en este estudio usted se compromete a asistir a sus consultas en las fechas que se le indiquen. y si usted se
muda o no regresa al Instituto, se le podra llamar o buscar y averiguar como se encuentra de salud. Asi mismo se compromete a
aceptar la realizacion de algunas preguntas sobre usted y sus habitos. vy la realizacion de pruebas incluyendo 1a toma de muestra
de exudado vaginal.

9. Confidencialidad

Solo su doctor y sus colaboradores sabran que usted esta participando en el estudio. Los registros que se hagan se haran
identificandolo solo con un codigo y no con el nombre; sin embargo personal autorizados podran revisar su expediente clinico
como parte de su actividad de supervision del estudio. Si los resultados de este estudio son publicados. usted no sera identificado
por el nombre.

10. Compensacién
Ustedno recibira remuneracion alguna por suparticipacion. Usted entiende que suparticipacion en el estudio es voluntaria.

11. Terminacién del estudio
En cualquier momento usted puede retirar su consentimiento a participar en el estudio, sin que su tratamiento médico posterior se
vea afectado. Sumédico también podra detener el estudio por razones médicas u otras razones.

12. Personas a contactar

EN CASO DE DUDAS SOBRE SU PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO, PODRA CONTACTAR AL INVESTIGADOR
PRINCIPAL, Dr. Jaime Alberto Coronel Martinez, al tel: 562800400 Ext. EN CASO DE DUDAS SOBRE SUS DERECHOS
COMO PACIENTE QUE PARTICIPA EN UN ESTUDIO CLINICO, CONTACTAR AL PRESIDENTE DEL COMITE DE
ETICA: Dra. Myma Candelaria Hemandez, al teléfono 56280400.Ext:338.

13. Firmas:

Yo he leido y comprendido la informacién anterior y

mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el
estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos, por lo que acepto participar en el estudio:” Estudio
comparativo presente en mujeres con cancer cervicouterino atendidas en el INCAN y en mujeres sanas™. Asi mismo, he
recibido una copia de este consentimiento informado.
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INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA
CONSENTIMIENTO INFORMADO Y ACEPTACION
DE PARTICIPACION

NOMBRE DEL PARTICIPANTE
Firma

Fecha Teléfono
Direccion

NOMBRE DEL TESTIGO 1
Firma

Fecha Teléfono
Direccion

Parentesco con el paciente

NOMBRE DEL TESTIGO 2
Firma

Fecha Teléfono
Direccion

Parentesco con el paciente

NOMBRE Y FIRMA DE QUIEN TOMA EL CONSENTIMIENTO

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los propositos de la investigacion: le he explicado acerca de los

riesgos y beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene
alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad cotrespondiente para realizar investigacion con seres humanos y me
apegoa ella. Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente documento.

NOMBRE Y FIRMA DEL INVESTIGADOR

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA
AVENIDA SAN FERNANDO 22, CIUDAD DE MEXICO, CP 14080 TELEFONO 362804
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ANEXO 2: Consentimiento informado para mujeres sin céncer cervicouterino
incluidas en el estudio.

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA
CONSENTIMIENTO INFORMADO Y ACEPTACION
DE PARTICIPACION

1. Datos generales

Investigadorprincipal:

Nombre: Jaime Alberto Coronel Martinez

Teléfono: 56280400 Ext

Cotreo electronico: quiechc8@hotmailcom

Titulo del proyecto: Estudio del comportamiento de la microbiota presente en cérvix de mujeres asistidas en el Instituto
Nacional de Cancerologia durante el tratamiento

Version del consentimiento: 20135

Sitio donde se realizara: Instituto Nacional de Cancerologia.

2. Participacién voluntaria

Le estamos invitando a participar en un estudio de investigacion para evaluar la microbiota vaginal mediante la obtencion de un
muestra de exudado vaginal. Para este estudio se espera que participen 50 personas sanas y 50 personas con cancer cervico
uterino. SU PARTICIPACION ES ABSOLUTAMENTE VOLUNTARIA Y USTED PUEDE ABANDONAR EL ESTUDIO E}
EL MOMENTO QUE LO DESEE SIN AFECTARSE EN EL CASO DE QUE USTED NO DESEE PARTICIPAR O DESE}
ABANDONAR EL ESTUDIO.

3. Informacion para el paciente sobre la justificacion y objetivos del procedimiento

Le invitamos a que participe en un estudio de investigacion, para evaluar, si mujeres sanas como usted tiene pudieran tener un
microbiota vaginal diferente a las mujeres con cancer cervico-uterino. SU PARTICIPACION ES ABSOLUTAMENTIE
VOLUNTARIA.

4. Datos propios del procedimiento

Si usted acepta participar y una vez que firme el consentimiento y se confirme que pueda participar en el estudio, se le tomara un;
muestra de exudado vaginal. Una vez realizada esta prueba, una vez realizada la toma de muestra usted podra realizar su
actividades cotidianas. La toma de muestra de exudado vaginal es segura, para realizarla se le colocara en posicid
ginecolégica, con la ayuda de un especulo se expondra su cuello vaginal para que mediante un hisopo especial sea tomad:
una muestra del exudado vaginal. El tiempo de realizacion de la toma de muestra esde 10-15 minutos.

5. Beneficios
Si usted acepta participar no obtendrad un beneficio directo de los resultados de este estudio. La informacion obtenida en est
estudio podria ayudamos en el futuro a mejorar el control de pacientes con Cancer Cervico-uterino.

6. Riesgos
Es esperable que usted tengalas molestias propias de la toma de muestra: dolor local y probable sangrado.
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INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA
CONSENTIMIENTO INFORMADO Y ACEPTACION
DE PARTICIPACION

7. Procedimientos Alternativos
Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. si decide no participar en el estudio no tendra ninguna repercusion.

8. Responsabilidad del paciente
Al aceptar participar en este estudio usted se compromete a aceptar la realizacion de algunas preguntas sobre usted y sus habitos,
v la realizacion de pruebasincluyendo la toma de muestra de exudado vaginal.

9. Confidencialidad

Solo su doctor y sus colaboradores sabran que usted esta participando en el estudio. Los registros que se hagan se haran
identificandolo solo con un codigo y no con el nombre: sin embargo personal autorizados podran revisar su expediente clinico
como parte de su actividad de supervision del estudio. Si los resultados de este estudio son publicados, usted no sera identificado
por el nombre.

10. Compensacion
Ustedno recibira remuneracion alguna por suparticipacion. Usted entiende que su participacion en el estudio es voluntaria.

11. Terminacién del estudio
En cualquier momento usted puede retirar suconsentimiento a participar en el estudio. sin verse afectada.

12. Personas a contactar

EN CASO DE DUDAS SOBRE SU PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO, PODRA CONTACTAR AL INVESTIGADOR
PRINCIPAL, Dr. Jaime Alberto Coronel Martinez. al tel: 562800400 Ext. EN CASO DE DUDAS SOBRE SUS DERECHOS
COMO PACIENTE QUE PARTICIPA EN UN ESTUDIO CLINICO, CONTACTAR AL PRESIDENTE DEL COMITE DE
ETICA: Dra. Myma Candelaria Hemandez, al teléfono 56280400.Ext:338.

13. Firmas

Yo he leido y comprendido la informacién anterior y
mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el

estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos, por lo que acepto participar en el estudio:” Estudio
comparativo presente en mujeres con cancer cervicouterino atendidas en el INCAN y en mujeres sanas™. Asi mismo, he
recibido una copia de este consentimiento informado.
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INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA
CONSENTIMIENTO INFORMADO Y ACEPTACION
DE PARTICIPACION

NOMBRE DEL PARTICIPANTE
Firma

Fecha Teléfono
Direccion

NOMBRE DEL TESTIGO 1
Firma

Fecha Teléfono
Direccion

Parentesco con el paciente

NOMBRE DEL TESTIGO 2

Firma

Fecha Teléfono
Direccion

Parentesco con el paciente

NOMBRE Y FIRMA DEL QUIEN TOMA EL CONSENTIMIENTO

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los propositos de la investigacion: le he explicado acerca de los

riesgos y beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene
alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me
apegoa ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas. se procedio a firmar el presente documento.

NOMBRE Y FIRMA DEL INVESTIGADOR

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA
AVENIDA SAN FERNANDO 22, CIUDAD DE MEXICO, CP 14080 TELEFONO 562804



Anexo 3. Cuestionario

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA

Cuestionario

Evaluacion de la microbiota vaginal de mujeres con cancer
cérvicouterino localmente avanzado: Estudio piloto.

Numero de Identificacion:

Edad: .Escolaridad:

Ocupacion: .Estado Civil:

Originaria: .Residencia actual:

Tabaquismo: Si_ .No__ . Frecuencia: afios. Estatus actual:
Alcoholismo: Si_____.No___ .Frecuencia:_______ afios.Estatus actual:

Infecciones previas (Maximo 3 meses).

Tratamiento utilizado:

Dosis: .Dias de tratamiento:

Flujo vaginal: Si . No: - Tiempo de aparicion:
Metrorragia: S . No: .Tiempo de aparicion:
Dispareunia: 8 .No: - Tiempo de aparicion:
Hemorragia Postcoital: S . No: - Tiempo de aparicion:

Numero de apositos o toallas utilizadas durante el dia:

Menarca: .Ciclos: IVSA:

Numero de parejas sexuales:
Gestas: .Partos: .Cesareas: . Abortos:
Nacidos vivos: .Nacidos muertos:

Complicaciones durante el embarazo:

Citologias realizadas: Si .No .Fecha:

MPF: §i . No: . Especifique: .Duracion: afios.
Numero de parejas sexuales:
Gestas: .Partos: .Cesareas: .Abortos:

Nacidos vivos: .Nacidos muertos:

Complicaciones durante el embarazo:

Citologias realizadas: Si .No .Fecha:

MPF: §i . No: . Especifique: .Duracion: afios.



ANEXO 4. Cartas de aprobacion del protocolo, consentimientos informados y
cuestionario por los comités de ética e investigacion del INCan

CE:

Dom. Av. San Fernando 2, Puerta 3

Col. Barrio del Nino Jesis,
Tizlpan, D.F. C.P. 14080

Rue '
Ottice For Muman Rescarch Protes i («

10RGODRG200
' IRBOCONT 38
FWAQOD1923)

Rel. INCAN/ Of. CEI 148/16
Ref. INCAN/ O1. C1136/16
18 Febrero 2016
CEI/1016
Dr. Jaime Alberto Coronel Martinez
Investigador Principal
Presente

A o T Y

Estimado Dr. Coronel;

Comunicamos a usted que en la Segunda Sesion Ordinaria del Comité de Etica en Investigacion, y en
la Segunda Sesion Ordinaria del Comité de Investigacion se presentd ¢l protocolo: “Evaluacion de la
microbiota vaginal de mujeres con cancer cérvicouterino localmente avanzado: Estudio de Casos ¥
Controles”. (016/011/ICI)(CE1/1016). Con los siguientes documentos:

1.-Formato Unico de Protocolo, version 3 cn espanol de fecha 0F de del 2010

2.-Consentimiento tnformado para Mujeres Con Cancer cervicoutering, version 3 en espaiol de fecha 04 de Diciembre
del 2015+

3.-Consentimiento Informado para Mujeres Sin Cancer cervicoutering, version 3 o csp
del 2015,

d.-Anexo 1: Cuestionario version 2 en espanol de fecha 01 de Octubre det 2015~

ol de tecni 04 ge

Los miembros del comité decidieron que los documentos revisados cumplen con los aspectos de caricter
¢tico, se describe el riesgo/beneficio del protocolo, asi como la garantia y biencstar de los sujetos en el
consentimiente Informado, por lo que decidicron:

“Aprobarlo”

Esta aprobacion tiene vigencia hasta el 18 de Febrero del 2017, por lo que en caso nccesario le
solicitamos atentamente someter su renovacion anual antes de esta fecha, junto con un informe de fos
resultados obtenidos. También serd necesario informar al comité cuaiquicr informacion derivada del
estudio que deba ser informada a los participantes. Asi mismo le comunicamos que al realizar este
proyecto adguicre el compremiso includible de informar a los Comités y la Direccion de Investigacion de
los avances de su proyecto, las presentaciones en congresos nacionales, asi como sus publicaciones. De
acuerdo a los lineamientos de regulacion internos, bucnas précticas clinicas y politicas de operacion del
Comité de Etica en {nvestigacion del INCan, e¢s indispensable hacer de su conccimiento que cualquier
miembro de los Comités que participa en un proyecto de investigacion NO ticne VOZ ni VOTO en las
resoluciones acerca del estudio. (Se requicre intormar los avances "Status” de eventos wdversos y
enmiendas de manera semestral).

Atentamente
Dra. Myrna G. Candelaria Hernandez Dr. Nocl Jai aneda Soto
Presidente del Comité de Etica Secretartd Técnico
ARdnEsar 0
we sl
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Instituto Nacional de Cancerologia

SALUD

CRETARIA DE SALUD

No. Ref. INCAN/CI/136/16
INCAN/CEI/148/16
Febrero 18’ 2016
Dr. Jaime A. Coronel Martfnez
Investigador Principal
Presente.

Comunicamos a usted que en la Segunda Sesi6n Ordinaria del Comité de Investigacién y en la
Segunda Sesi6n Ordinaria del Comité de Etica en Investigacién, se present6 el Formato Unico
de Protocolo: “Evaluacién de la microbiota vaginal de mujeres con cincer cérvicouterino
localmente avanzado: Estudio de casos y controles.”, (016/011/ICI) (CEI/1016/16).

Los miembros del Comité de Investigacion decidieron que los siguientes documentos
revisados cumplen con los aspectos de confirmacién de la calidad técnica y merito cientifico
del protocolo.

Se revisaron los siguientes documentos:

> Formato Unico de Protocolo, versién 3 de fecha 01 de febrero de 2016, en
espanol

» Consentimiento Informado para mujer sin cincer cervicouterino, versién 3 de
fecha 04 de diciembre del 2015, en espaiiol

» Consentimiento Informado para paciente con cincer cervicouterino, versién 3
de fecha 04 de diciembre del 2015, en espaiiol

» Anexo 1. Cuestionario, versién 2 de fecha 01 de octubre de 2015, en espanol

Los miembros de los mismos decidieron:
Aprobarlo

Esta aprobacion tiene vigencia hasta el 17 de Febrero del 2017, por lo que en caso necesario le
solicitamos atentamente someter su renovaci6n anual antes de esta fecha.

Asi mismo le comunicamos que al realizar este proyecto adquiere el compromiso ineludible
de informar a los Comités y la Direccién de Investigacion de los avances de su proyecto, las
presentaciones en congresos nacionales, asi como sus publicaciones.

h/' Atentamente 6\’/
) @}\)J\/
Dr. Luijs A. Herrera Montalvo Dr. David'F. Canti de Leén
Presidente del/Comité de Investigacién  Secretario Técnico del Comité de
Investigacién
ww‘“ AR R PR N 38 00k M b NV ke €0 1% L Mlumives, B8 IR CEE R A 09 00
S IIcamedU s Pagina 1 de 1
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SALUD

SECRETARIA DE SALUD

Instituto Nacional de Cancerologia

CEIL: Dom. Av. San Fernando 2, Puerta 1 Comité de Etica en Investigacion
Col. Barrio del Nifo Jesds, Gestién 2013-2016
Tialpan, D.F. C.P. 13080 Registrado ante COFEPRIS 12 CEI 09 014 11

Registrado ante CONBIOETICAO9CEIO1620130424
Office For Human Research Protections (OHRP)
IORG0006100
IRB00007348
FWA00019235

Ref. INCAN/ Of. CEI 148/16
Ref. INCAN/ Of.CI 136/16

18 Febrero 2016
CEI/1016
Dr. Jaime Alberto Coronel Martinez
Investigador Principal
Presente

Estimado Dr. Coronel:

Para certificar que en la Segunda Sesién Ordinaria del Comité de Etica en Investigacion, los siguientes
miembros participaron en la evaluacién de los aspectos éticos y se comprometen a guardar la
confidencialidad relacionada con el protocolo:

“Evaluacién de la microbiota vaginal de mujeres con céncer cervicouterino localmente avanzado:
Estudio de Casos y Controles”. (016/011/ICI)(CEI/1016). Asi mismo sefialaron no tener conflicto de
intereses en esta evaluacion.

Atentamente:

Dra. Myrna Gloria Candelaria Hernande: sldente: é o ;

Dr. Noel Castaieda Soto, Secretario:

7 2
T

Dra. Maria Teresa Ramirez Ugalde, Vocal:

Dra. Soledad Alejandra Velazquez Zaragoza, Vocal por parte/de la gomuniti%w&%w 28
NS /s

Dra. Alejandra Monroy Lépez; Vocal

(1
L p
Dra. Ma. del Carmen Lizeth Leén Castillo W”
=
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