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RESUMEN
El cancer cérvico-uterino (CaCu) representa una grave amenaza para la salud de
la mujer a nivel mundial. EI CaCu es el segundo tipo de cancer mas comin en
mujeres de todo el mundo y el mas comin en mujeres mexicanas. Su incidencia e
indice de mortalidad ha ido en aumento en las Gltimas dos décadas. En el afo
2008, el estado de Nayarit ocupd uno de los primeros lugares a nivel nacional. El
desarrollo de CaCu parece involucrar numerosos factores ambientales y
genéticos. Se ha comprobado que el virus del papiloma humano (VPH) es un
factor ambiental de riesgo que contribuye al desarrollo de CaCu. El objetivo del
estudio fue determinar la prevalencia de genotipos de VPH y factores de riesgo
que contribuyen con el desarrollo de CaCu en mujeres residentes del estado de
Nayarit. Se llevo a cabo un estudio de prevalencia en mujeres con CaCu
residentes del estado de Nayarit. A las pacientes que aceptaron participar en el
estudio se les tomo una biopsia de cérvix en la cual se realizé la genotipificacion
del VPH y mediante un cuestionario estructurado se evaluaron los posibles
factores de riesgo al desarrollo de CaCu. El 54.3% de las pacientes tuvo un
diagnostico histopatolégico de CaCu y el 456% tuvo un diagnéstico
histopatolégico de displasia grave (NIC Ill). E1 municipio que presents una mayor
prevalencia de CaCu fue Tuxpan seguido de Acaponeta, Ruiz y el Nayar, Los
genotipos de alto riesgo mas prevalentes de VPH en las pacientes con CaCu
fueron: el VPH16, VPH18, VPHS8 y VPH31. Por otro lado, el 21% las pacientes
presento obesidad y el 42% sobrepeso, asi también, se observo una correlacion
positiva entre el sobrepeso y ser portador de HPV16 6 18. Estos resultados
sugieren que el VPH es el principal responsable del desarrollo de CaCu en
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mujeres residentes del estado de Nayarit, ya que la presencia del mismo se
detecto en el 91.3 % de las muestras. Resulta importante destacar que a pesar de
las limitaciones que fuvo el presente estudio, este es el primero en el estado en el

que se evalia la prevalencia de CaCu y los genotipos de VPH y que sin duda

en la on de de stico temprano y

prevencion del CaCu por parte de las autoridades



ABSTRACT

Cenvical cancer (CC) is a serious threat to the health of women worldwide. CC is
the second most common cancer in women worldwide and the most common in
Mexican women. These incidence and mortality have been increasing in the last

two decades. In 2008, the state of Nayarit had one of the highest mortality rates of

these types of cancers in Mexico. In the CC numerous
and genetic factors are involved. The human papillomavius (HPV) is an

risks factor that to the of CC. The purpose

of this study was to determinate the prevalence of HPV genotypes and risk factors
that contribute to the development of cervical cancer in women living in the state of
Nayarit. The prevalence study was conducted in women of the state Nayarit
diagnosed with CC. The patients who agreed to participate in the study were taken
cervical biopsy. The HPV genotypes were determinate by PCR and the factors risk
to cancer was evalualed by questionnaire. The 54.3% of patients had
histopathological diagnosis of CC and 45.6% had a histopathological diagnosis of
severe dysplasia (CIN Ill). The municipality of Tuxpan had a higher prevalence of
CC followed Acaponeta, Ruiz and Nayar. The high-risk HPV (HPV 16, 18, 31 and
58) genotypes were the most prevalent in cervical cancer patients. On the other
hand, 21% of patients had obese and 42% overweight, so too, a positive
correlation was observed between overweight and HPV16 or 18. These results
suggest that HPV s responsible for the development of cervical cancer in women
living in the state of Nayarit, the presence of this was detected in 91.3% of

samples. It is important to note that despite the limitations of the present study it is
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first in the state in which we examined the prevalence of cervical cancer and HPV
genotypes. These results may be to assist in the implementation of strategies for

early diagnosis and cervical cancer prevention by the authorities.
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1. INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo y es producida por
mutaciones, multiplicacion rapida de células anormales y crecimiento tisular
aberrante que pueden invadir partes adyacentes de un 6rgano a otros 6rganos o
propagarse en todo cuerpo, proceso conacido como metastasis (OMS, 2013)

La aparicion de cancer es un proceso prolongado que generalmente empieza con
cambios genéticos en las células y continda con el crecimiento de éstas en el

transcurso del tiempo. El desarrollo de éste ocurre en tres etapas: iniciacion,

promocion y 6n (Figura 1) (Zamb goza et al., 2012).
El desarrollo de este tipo de enfermedades es por una parte, el resultado de la
interaccion entre los factores genéticos y por otra, las condiciones ambientales
(contaminacion del aire, infecciones por virus como el de la hepatitis B y C, Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) y el Virus del Papiloma Humano (VPH)) y
exposicion a ciertos xenobioticos (OMS, 2013). Dentro de los principales tipos de
cancer se encuentran el de pulmon, gastrico, heptico, colorrectal, mamario y
cérvico-uterino (CaCu). A nivel mundial, de acuerdo a la Agencia Internacional para
la Investigacion en Cancer (1ARC), el CaCu representa el tercer tumor maligno mas
frecuente entre las mujeres, en el 2008 se estimaron 529,409 casos nuevos en el
2008, de los cuales 85.5% se registr en los paises en vias de desarrollo y 274,883

defunciones, de las que 35880 ocurrieron en el continente americano

dgedsalud.gob htmi)
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Figura 1. Factores relacionados con las etapas de desarrollo del cancer. Iniciacion.
Promocion y Progresion. Fuente: Pfohl-Leszkowicz, 2008

En México, la mortalidad por CaCu registra una tendencia descendente al pasar de
24,8 defunciones por 100 mil mujeres de 25 afos o mas en 1990 a 14.1 defunciones
por 100 mil mujeres en el 2009 (IARC, 2008). Este tipo de cancer afecta
primordiaimente a mujeres que residen en las entidades federativas menos
desarrolladas del pais. En el 2009, de las 4,151 muertes que causé esta enfermedad
en mujeres de 25 afios de edad o mas, el 32% ocurrié en los siete estados (Chiapas,
Durango, Guerrero, Nayarit, Oaxaca, Puebla y Veracruz) donde se ubican los 125
municipios con menor indice de desarrollo. Por entidad federativa, las tasas mas
altas de mortalidad por CaCu en mujeres de 25 y més afos se registraron en
Chiapas, Veracruz y Morelos (Figura 2)

(http:/iwww dged salud.gob. mx/contenidos/dedssircs. himi)
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Figura 2. Mortalidad por cancer cérvico-uterino en mujeres de 25 afos o mas por entidad

federaliva; México, 2009.

1.1 Factores de riesgo asaciados al desarrollo de cncer
Entre los factores de riesgo para el desarrollo de CaCu se encuentra el bajo nivel
socioeconémico, inicio temprano de la vida sexual, miltiples parejas sexuales, edad

temprana del primer embarazo, tres o mas partos, uso de anticonceptivos

entre otros (Tirado-Gomez et al., 2005). La ilidad de

desarrollar CaCu también se incrementa con el numero de parejas sexuales aunado
al inicio de la vida sexual activa a temprana edad, ya que son un factor primario en la
infeccién porVPH. Estudios epidemiologicos muestian que hormonas tanto de origen
endégeno como exogeno hacen a la mujer més susceptible a desarrollar CaCu en
combinacion con la infeccion por VPH. El CaCu es mas comun en embarazos
precoces y multiparidad, ya que durante el embarazo se experimentan cambios
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Asi también, la 6 al embarazo un

fiesgo mayor de nuevas infecciones por VPH, debido a que en el embarazo el cuerpo
es incapaz de eliminar las infecciones existentes y es mas vulnerable a la progresion
neoplasica (Faridi et al,, 2011),

El semen humano, también se considera como la principal base biologica en el
comportamiento sexual que aumenta fa infeccion por el VPH y CaCu. La inflamacion
cronica del cérvix es debida a cambios locales celulares y moleculares que son
desencadenados por multiple exposicion al semen. El semen humano interactiia con
el revestimiento del cénvix y células epiteliales y alecta la sintesis de
citocinas/quimiocinas las cuales estan involucradas en la respuesta inmune. La
prostaglandina mas abundante en el semen es la prostaglandina PGE2 y juega un
papel comun como mediador inflamatorio y como un posible promotor de la
carcinogénesis cervical. También se ha observado que el semen de fumadores
concentran carcinogenos relacionados con el fabaco y juegan un papel en la

carcinogénesis cervical (Faridi et al , 2011)

1.2 Virus del Papiloma Humano (VPH)
A parir de la década de los 80 se ha identificado al VPH como un factor ambiental
causal de desarrollo de CaCu, ya que la presencia del VPH en muestras de CaCu es

del 99.7% en los casos (Burd, 2003)



La familia papillomaviridae consiste en virus de ADN, la cual incluye mas de 200
tipos. Los VPHs pueden infectar células del epitelio basal de la piel o revestimiento
interior de los tejidos y se categorizan de acuerdo al tipo de tejido que infectan. Los
tipos cutaneos son epidermotropicos y su 6rgano blanco son la piel de las manos y

los pies. Los tipos de VPH que infectan las mucosas tienen como 6rgano blanco el

epitelio bucal, garganta, tracto respiratorio y epitelio anogenital (Burd. 2003).
A'su vez, los VPH también se han clasificado dentro de los tipos de alto y bajo riesgo
de acuerdo a su asociacion con el desarrollo de cancer cervical y lesiones
precursoras. Dentro de los tipos de VPH de alto riesgo se encuentran, 15 (16, 18, 31,
33,35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, y 82), tres tipos se clasifican como probable
alto riesgo (26, 53, y 66); y 12 tipos se clasifican como de bajo riesgo (6, 11, 40,42,

43,44, 54,61, 70, 72, 81, y CP6108) (Muiioz et al , 2003)

1.3 Estructura del VPH

El virus del papiloma humano es un virus de doble cadena de ADN, con un genoma
de B Kb. Los VPHs son pequenias particulas icosaédricas no envueltas con un
diametro de 52 a 55 nm, a pesar de su pequena talla, su biologia molecular es muy
compleja. Tres oncogenes ES5, E6 y E7. modulan el proceso de transformacion

celular, dos proteinas reguladoras E1 y E2 modulan el proceso de transcripcion y

y dos proteinas LyL2 la capside viral. Los
marcos de lectura abiertos (ORFs) E1, E2, L1y L2 son particulammente conservados

entre todos los miembros de la familia (Tabla1) (De Villiers et al., 2004)



Tabla 1. Funcion de los genes del Virus del Papiloma Humano (VPH)

[ET —‘ Iniciacion de la replicacion del ADN viral

[E2 | Regulacion de fa transcripcion viral con un papel auxiliar en fa replicacion del
ADN
E3 | Funcion desconocida o = |
|E4 | Disruptores de las citoqueratinas
ES5 Transformacién celular (s6lo en animales) S
E6 liferacion y ta o o, Begradac da W R s e

tumores pS3

‘ €7 Proliferacion y fransformacion celular, activacion de la lranscripeion, se une a la

proteina retinoblastoma

E8 | Desconocida

[T | Protetna de Ta capeide mayor

2 |Proteina de la capside menor

“Fuente: Howley y Lowy 2001

1.4 Patogénesis del VPH

El ciclo viral del VPH difiere de otras familias de virus, la infeccion requiere de la
disponibilidad de las células epiteliales epidérmicas o de la mucosa que tienen la
capacidad de proliferar (capa de células basales) (Zur, 2002). El primer paso para la
infeccion por el VPH es el contacto de viriones intactos con las células inmaduras del

epitelio escamoso (calulas basales), después de la introduccion del virus en el
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epitelio pueden ocurrir dos clases de infecciones: latentes o productivas. En la
infeccion latente el ADN permanece en el nicleo en su forma circular libre; el virus se
mantiene en la superficie sin replicarse y no ocurren cambios morfoldgicos
identificables. Por el contrario en la infeccion productiva existe una intensa actividad
de replicacién de ADN viral con generacién de viriones, misma que se lleva a cabo
principalmente en las células escamosas diferenciadas, esto es, en las capas
intermedia y superficial con produccion de proteinas de capside y sintesis de gran
cantidad de ADN viral que inducen cambios celulares caracteristicos en las células
infectadas, entre estos efectos citopaticos se incluyen la acantosis, vacuolizacion

, atipia nuclear y (Alonso et al., 2005)

La replicacion viral puede ser dividida en etapas temprana y tardia. La etapa

temprana ocurre en las células basales, la primera etapa es la union del VPH al

receptor de los basales, el virion es al
niicleo y el ADN del VPH es desenvuelto (Figura 3). En la etapa tardia empieza la
expresion de genes, produccion de proteinas de la capside, replicacion del ADN viral
vegetativo, ensamble del virus y Ia liberacion del mismo. En esla etapa se expresan
los genes tardios L1y L2 (Estudio Internacional de Biologia de Cancer Cervical,
2003). Las proteinas del VPH E6 y E7 estan involucradas en la carcinogénesis
cervical por su potencial para inactivar los productos de los genes supresores de
tumores (Hougardy et al., 2005). Tanto E6 como E7 modulan la apoptosis en células
infectadas con VPH para evadir respuestas inmunologicas durante la etapa de

progresion. Uno de los mecanismos descritos por los cuales E6 y E7 pueden modular



progresion. Uno de los mecanismos descritos por los cuales E6 y E7 pueden modular
a apoptosis es via alteracion de la expresion de genes como el factor nuclear de
transcripcion-kB (NF-kB) cuya expresin y actividad es mayor como resultado de la
expresion de E6 y E7. El incremento de NF-kB puede activar la transcripcin de
inhibidores de la apoptosis (IAP) y potencialmente participar en el desarrollo de

cancer en humanos (Yuan et al., 2005)
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Figura 3. Ciclo viral del Virus del Papiloma Humano (VPH). Fuente: Moody et al., 2010.

En la Figura 4 se muestrade forma esquemética algunos de los principales
componentes de la transicion de la infeccion por VPH al desarrollo de CaCu.
Mientras que las infecciones transitorias son en su mayor parte subclinicas, su

esta ala del ADN viral. Este

proceso se acompana frecuentemente con la disrupcion viral en las regiones E1/E2 y
8



la integracién dentro del ADN celular. La disrupcion de E2 libera los promotores
virales de E6 y E7 e incrementa la expresion de estos genes transformantes. Las
proteinas virales 6 y E7 son capaces de degradar selectivamente ps3 y los
productos del gen de retinoblastoma (RB), respectivamente, lo que conduce a la

inactivacion de dichas proteinas reguladoras negativas (Bosch et al., 2002).

Inmunidad
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s cantdades
e E6y E7 Defoctos en la
prosentacion
de antigenos
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Figura 4. Mecanismos de la carcinogénesis del Virus del Papiloma Humano (VPH). HSIL,
lesion intraepitelial escamosa de alto grado; LSIL, lesion intraepitelial escamosa de bajo

grado; RB, gen del retinoblastoma. Fuente: Bosch et al., 2002.



2. JUSTIFICACION

E1 CaCu es una de las primeras causas de muerte en mujeres en México. En el afo
2006, el estado de Nayarit ocupé uno de los primeros lugares a nivel nacional de
este tipo de patologia. EI desarrollo del CaCu parece involucrar numerosos factores
ambientales y genéticos. Se ha comprobado que el virus del papiloma humano (VPH)

es un factor ambiental de riesgo que contribuye al desarrollo de CaCu

En Nayarit, actualmente no hay ningun estudio sobre la epidemiologia molecular del
VPH en mujeres con CaCu, por lo que en el presente proyecto se determinaron los
fipos virales presentes en la region, asi como algunos factores de riesgo
relacionados con el desarrollo de CaCu. Ya que es de vital importancia conocer cual
es la prevalencia y los tlipos de VPH presentes en las mujeres del estado de Nayarit
Los resultados que se generen de la presente investigacion, seran dtiles para
coadyuvar en la toma de medidas preventivas por parte de la Secretaria de Salud del

estado de Nayarit

3. HIPOTESIS
Los genotipos de VPH presentes en cada municipio del eslado de Nayarit son

diferentes.



4. OBJETIVO GENERAL.

Determinar la prevalencia de genotipos de VPH y factores de riesgo que cantribuyen

con el desarrollo de CaCu en mujeres residentes del estado de Nayarit

4.1 Objetivos Particulares

~

w

IS

o

Realizar la estructuracion y validacion de un cuestionario donde se evalten
diferentes factores asociados al desarrollo de cancer para su aplicacion en

pacientes con CaCu.

Realizar una revision de los expedientes clinicos de CaCu (2006-2010) del

Centro Estatal de Cancerologia de Nayarit.
Determinar la prevalencia de CaCu en las mujeres del estado de Nayarit

Determinar los genotipos de VPH en biopsias abtenidas de tcjido uterino de

mujeres residentes del estado de Nayarit

Determinar los posibles factores de riesgo que pueden contribuir con el

desarrolio de CaCu en mujeres residentes del estado de Nayarit



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Poblacion de estudio
Se llevo a cabo un estudio de prevalencia en el cual participaron 57 mujeres

residentes del estado de Nayarit con diagnéstico de cancer cérvico-uterino que
acudieron al Hospital Antonio Gonzalez Guevara de Tepic, Nayarit. Este estudio fue
aprobado por el Comité de Bioética del Hospital Civil Antonio Gonzalez Guevara. A
las pacientes que acudieron al Hospital con diagnéstico de CaCu se les invito a
participar en el estudio, se les explico sobre los objetivos del mismo, asi como los
posibles riesgos del estudio. A las pacientes que aceptaron participar se les pidio
firmar una carta de consentimiento y posteriormente, se les aplico una encuesta

(anexol) para recopilar 6n  sobre

antropométricas, grado de estudios, ocupacion, nivel socioeconomico, estilo de vida,

habitos alimenticios, habitos nocivos, antecedentes clinicos, antecedentes familiares,

g 6 y on a ciertos

Cabe mencionar que la encuesta aplicada a las pacientes fue previamente validada
La validacion del cuestionario estructurado se realizo en dos etapas: en la primera
etapa el cuestionario se aplico a un grupo de 30 personas ajenas al estudio A partic
de los resultados obtenidos, se hicieron las modificaciones pertinentes y se realizo
una segunda etapa de validacion en otro grupo de 30 personas. Ya validado el

cuestionario fue aplicado a la pacientes que aceptaron participar en el estudio.



5.2 Recoleccion y toma de muestras
Las muestras fueron colectadas durante ef periodo de junio del 2011 a mayo del
2012. Las muestras fueron tomadas por el médico colposcopista del Hospital con un
Cervex Brush del cuello uterino e inmediatamente fueron colocadas en medio de
transporte PresenvCit para su posterior analisis. Durante este periodo se lograron

colectar un total de 57 muestras

5.3 Genotipificacion del virus del papiloma humano (VPH)
Principio

La prueba Linear Array Genotyping Test (ROCHE) es una prueba cualitativa para la
deteccion del virus del papiloma humano en muestias de cérvix, detecta 37
genotipos de ADN del VPH y el gen de fa R-globina de humano. Esta prueba se basa
en la amplificacion del ADN diana mediante Ia reaccion en cadena de la polimerasa
(PCRY; 1a cual utiliza oligonucledtidos biotinilados para definir una secuencia de
nucledtidos en la region L1 polimérfica del genoma del VPH, con una longitud de
aproximadamente 450 pares de bases, un par de primers adicional se dirige al gen
de ia B-globina con una longitud de 268 pares bases para contralar la adecuacion de
las células, la extraccion y la amplificacion

Después de la amplificacion mediante PCR, se desnaturaliza el amplicon del VPH y
de la B-globina. El amplicon marcado con biotina, se pone a hibridar con alguna de
las sondas de oligonucledtidos. Una vez que se lleva a cabo la reaccion de
hibridacion se anade el conjugado de estreptavidina y peroxidasa de rébano picante.
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hibridacién se anade el conjugado de estreptavidina y peroxidasa de rabano picante.
El conjugado se une al amplicn marcado con biotina e hibridado con las sondas
oligonucledtidas y se afade a cada tira la solucién sustrato que contiene peréxido de
hidrogeno y 3,35,5-tetrametilbencidina (TMB). En presencia de peroxido de
hidrégeno, el conjugado de estreptavidina y peroxidasa de rabano picante catalizan
la oxidacién de la TMB para formar un complejo de color azul que se precipita en las
posiciones de las sondas donde tiene lugar la hibridacion(Figura 5). La tira de

VPH se lee al comparar el patrn de las lineas azules

con una guia de referencia

Peroxidasa
*"‘m/— TMB + H,0,
|~ ™8

Estroptavidina Targot

Linker = BSA

Mombrana do Nylon

Figura 5. Reaccién de hibridacion del VPH con la sonda complementaria en la membrana de

Nylon,



5.4 Extraccion de ADN
Procedimiento
Las muestras obtenidas con Cervex Brush y conservadas en solucion de lransporte

PresenvCyt se procesaron mediante el Kit de extraccion de ADN "AmpliLute Liquid

Media Extraction Kit". Se etiquetaron para cada una de las muestras en tubos

eppendorf y se les agrego 80 L de buffer de lisis de tejido (ATL) a cada tubo
Posteriormente se agito en vortex cada una de las muestras (conservadas en
PresenvCyt) y se agregaron 250 uL de la misma a los tubos que contenian ATL, asi
también se anadieron 20 pL de Proteinasa K (PK) y se mezclo por inversion
Posteriormente se afiadieron 250 L de buffer de isis de trabajo a cada tubo, se
agito por pipetec y se mezclo en vortex Los tubos se incubaron a 70°C £ 2°C
durante 15 minutos en un bloque de calor en seco con agitacion (Thermomixer
confort Eppendorf). Una vez terminada la incubacion se anadieron 300 pL de etanol
absoluto, se agitaron mediante vorlex por 15 seg y se incubaron a temperatura
ambiente durante 5 minutos. La fase fiquida se transfiiio a una columna de
membrana de silica con tubo colector, se incubd un minuto a temperatura ambiente y
se centrifugo a 12,000 rpm durante un minuto. Después de la centrifugacion se
agregaron 750 uL de buffer de lavado (AW2) a cada columna, se incubd un minuto a
temperatura ambiente y se centrifugb a 12,000 rpm duranle un minuto. Se agregaion
750 piL de etanol absoluto a cada columna, s dejo reposar a lemperatura ambiente
un minulo y se centrifugo a 12,000 rpm durante un minuto. Se reemplazé el lubo

colector y se centrifugd nuevamenle a 12,000 rpm durante tres minutos.



Se agregaron 120 L de buffer de elucion (AVE) a cada columna, se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 minutos y se centrifugo a 12,000 pm durante un
minuto (anexo 2). Una vez obtenido el ADN, se cuantificd en un espectrofotometro de.

placa (BioTek)
5.5 Amplificacion

Procedimiento
En un tubo previamente marcado, se aadieron 50 L de MMX de trabajo preparada
(MMX+ Mg?) y 50 L de cada muestra de ADN. La amplificacion se realizo en un
termociciador (GeneAmp PCR System 9700) bajo las condiciones mostradas en la
Tabla 2. Una vez finalizada la amplificacion se coloco a cada tubo de reaccion 100 pl.

de solucion DN.

Tabla 2. Condiciones para amplificacion del VPH y fi-globina

Temperatura Tiempo Ciclos
°C min




5.6 Deteccion del genotipo

Procedimiento
Se rotuld cada tira de genotipificacion y se colocaron en una placa especial de
genotipificacion de forma que las lineas de la sonda quedaran hacia arriba en los
carriles de la placa. Se anadieron 4 mlL de buffer de hibridacion (previamente
calentado a 53 °C) en cada carril e inmediatamente se agregé todo el producto de
PCR desnaturalizado (100 L), se tapd la placa y se incubo por 30 minutos a 53 °C +
2°C en un banio de agua con agitacion (Hot Shaker) a 60 rpm. Una vez terminada la
incubacién se extrajo el buffer de hibridacion de los carriles mediante aspiracion por
vacio. Se anadieron 4 mL de buffer de lavado, se agito por balanceo cualro veces y
se aspird el buffer por vacio Se anadieron 4 mL de buffer de lavado astringente
(buffer de lavado previamente calentado a 53 °C +2 °C) y posteriormente se introdujo
la placa en un bafio de agua con agitacion constante a 60 rpm durante 15 minutos a
53 °C + 2 °C. Después de la incubacion se extrajo el buffer de lavado astringente por
vacio, se afiadieron 4 mL de conjugado de trabajo y se colocd la placa en e agitador
orbital (Barnstead Lab Line SHKE2000 Maxq 2000) a 60 rpm durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se aspir6 el conjugado de trabajo por vacio, se anadieron 4
mL de buffer de lavado, se agito por balanceo cualro veces y se retifo el buffer de
lavado por aspiracion. Se aiadieron 4 mL de buffer de lavado, se tapo y se coloco en
el agitador orbital a temperatura ambiente durante 10 minutos a 60 rpm. Una vez
terminada la incubacion se extrajo el buffer del lavado por aspiracion al vacio y se
repitio el lavado. Posteriormente se anadieron 4 mL de citrato se tapé nuevamente la
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placa y se coloco en el agitador orbital a temperatura ambiente durante 5 minutos a
60 rpm. El citrato fue retirado por aspiracion al vacio, se anadieron 4 mL de sustrato
de trabajo se tapo la placa y se coloco en el agitador orbital a temperatura ambiente
durante 5 minutos a 60 pm. Posteriormente se retiro el sustrato de trabajo por vacio,
se anadieron 4 mL de agua destilada se extrajeron las tiras de los carriles con ayuda
de unas pinzas, se colocaron sobre una superficie seca y se dejaron secar al aire
durante una hora. Finalmente se compararon las bandas de la tira de genotipificacion

con la guia de referencia

6. ANALISIS ESTADISTICO

Sobre la base de la informacion obtenida, la prevalencia se calculé mediante la
division del nimero de casos con CaCu entre el nimero de poblacion femenina por
10 000 habitantes. Los datos obtenidos de las caracteristicas sociales y gineco-
obstétricas fueron analizados con la prueba Kolmogorov-Smirnov para determinar la
normalidad de los datos, en los casos donde se encontré nomalidad se realiz una
prueba de ANOVA y Bonferroni y en caso contrario se lievé a cabo la prueba de U
Mann-Whitney y Kruskal-Wallis. Asi también se realizo una prueba de corretacion de
Pearson entre los portadores de VPH 16 6 18 y las caracteristicas sociales y gineco-
obstetricas. Los datos fueron analizados con el software STATA version 10.1 (Stata
Corp LP, College Station, TX). Se consideraron diferencias significativas cuando el

valor de p fue < 0.05.



7. RESULTADOS

G i . sficas y gi étricas de pacientes con

CaCu

El 54.4% de las pacientes tuvo un diagnéstico histopatologico de CaCu y el 45.6%

tuvo un diagnostico histopatologico de displasia grave (NIC 11l

La mayoria de las pacientes son originarias del estado de Nayarit (82.4%) y el 17.6%
de otros estados de la Repiiblica Mexicana En promedio las pacientes tenian 1.7

anos viviendo en Nayarit

En la Figura 6, se muestra la prevalencia de CaCu por municipio del estado de
Nayarit. En el municipio de Tuxpan se presento una mayor prevalencia, seguido de
Acaponeta, Ruiz y el Nayar. Si bien, en algunos municipios no se observan casos, s

porque no hubo muestras de pacientes de estos municipios.
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Figura 6.Prevalencia de casos de cancer cérvico-uterino por municipio por 10,000 habitantes.

La tabla 3 se i 4 y gineco-

obstétricas de las pacientesincluidas en este estudio, El rango de edad fue de 17 a
79 afioscon un promedio de 37 afos. El peso promedio fue de 26.5 = 4.3; de acuerdo
al los estandares del indice de masa corporal propuesto por la OMS (Organizacion

Mundial de la Salud), ef 52% de las pacientes presents pre-obesidad y obesidad

Dentro de los habitos nocivos se observo que el 23% de las pacientes tenian el

habito de fumar y el 33% el habito de ingerir bebidas embriagantes.

Tabla 3. Caraclerlsticas sociales y ginecologicas de las pacientes



Tabla 3. Caracteristicas sociales y ginecologicas de las pacientes,

No. %

Nivel de educacion

Analfabeta 8 14

Primaria incompleta 3 5

Primaria completa 10 8

Secundaria 25 43

Preparatoriabachillerato 6 1

Universidad/profesional 5 9
Ocupacion

Ama de casa 4 72

Estudiante 2 4

Empleada " 19

oto 3 5
Estado civil

Softera 9 16

Casada 19 33

Viuda 2 4

Divorciada 3 5

Union libre: 24 42
Alcoholismo

si 19 33

No 38 67
Tabaquismo

Si 13 23

No 44 77
Menarca 129143
Edad de la primera relacion sexual 16.8425
indice de masa corporal 265443
Parejas sexuales 2523
Embarazos ax3




Abortos

si 19 33
No 38 67
Prueba de Papanicolaoy
si 48 79
No 12 21
Anticonceptivos hormonales.
si 34 60
No 23 40

En cuanto a los habitos alimenticios, el 66% de las pacientes consumian embutidos,
16% alimentos enlatados, 78% alimentos asados y 66% consumia grasas saturadas.
De acuerdo a la historia familiar de cancer, se observo que las pacientes tuvieron
antecedentes familiares de cancer particularmente de la parte materna (12%). Cn
promedio la edad de la menarca fue de 12 anos (rango: 9-15 afios), el inicio de la
sexualidad fue de 16 afios (rango: 13-27 aios), con un promedio de parejas sexuales
de 2.5 (rango: 1 a 15 parejas) y el promedio de edad del primer embarazo fue a los
18 aros (rango: 14-29). EI 60% de las pacientes usaron anticonceptivos hormonales

y solo el 33% usé condon en sus relaciones sexuales.

En cuanto a la de la prueba def . el 79% de las pacientes se
realizaron la prueba con una frecuencia de 1.5 anos, sin embargo el 4.4% de las

pacientes se realizaron ia prueba solo una vez en 6 afos.
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Figura 7. Frecuencia de casos de CaCu en Nayarit por grupo de edad.” (p<0.05) UMann
Whitney.

De acuerdo al municipio de procedencia de las pacientes con CaGu, estos fueron

agrupados por indice de marginacion propuesto por la CONAPO(2010) para Nayarit

La 6n abarca cinco ias: indice de 6n muy alto (Huajicori,
ElNayar y La Yesca), alto (ninguno), medio (Acaponeta, Tecuala, Rosamorada, Ruiz.
Santiago, Santa Maria del Oro, Jala yAmatian de Cafias), bajo (Tuxpan, San Blas,
Compostela, Ahuacatlan y San Pedro Lagunillas) y muy bajo (Tepic, Xalisco,
Ixtiéndel Rio y Bahia de Banderas). Sobre la base de esta clasificacion los municipios
que tuvieron una mayor prevalencia de CaCu fueron los municipios que se

encuentran dentro del grupo de indice de marginacion medio (Figura 8)



Prevalencia de casos
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Figura8. Prevalencia de casos de acuerdo al indice de marginacién poblacional. Ajustado por
poblacién femenina por 10000 habitantes.

7.2 Genotipificacion del VPH.
Se detectd la presencia del VPH en el 91.3% de las muestras de las pacientes con
CaCu, de fas cuales el 82.4% fueron VPH de alto riesgoy el 8.77% de bajo riesgo. El

52.6% de las pacientes, presenté coinfecciones con dos o mas tipos virales.

En cuanto a la prevalencia viral (nimero de casos VPH/poblacion femenina por 100
000 habitantes) el tipo de virus que tuvo una mayor prevalencia fue el VPH16,
seguido del VPH58, VPH18 y VPH31; todos considerados de alto riesgo. También,

se detectaron genotipos de VPH de bajo riesgo como el VPH70 y VPHE6 (Figura 9).
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Figurad. Prevalencia de los lipos virales de VPH en muestras de pacientes con cancer
cénvico-uterino de Nayarit. Ajustado por 100, 000 habitantes.

En la Figura 10, se muestran los tipos de VPH de bajo y alto riesgo prevalentes en
las pacientes de los diferentes municipios de Nayarit, £n los municipios de Xalisco y

Santa Maria del Oro en el 50% de las muestras se detectéVPH de allo riesgo,

ademas,en los de Ixtlan del rio, y Te se detecté la

presencia de VPH de allo riesgo.
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Figura 10. Distribucién de casos por municipio de Nayarit, de acuerdo a os tipos de VPH.

En cuanto a los genotipos de VPH por region del estado de Nayarit, estos se

muestran en fa Figura 11. El municipio de Tepic, se obluvo el mayor nimero de VPH

de alto riesgo. se encontraron (16, 18, 31, 35, 39, 56,
58 y 59 ). Asi tambien, se encontraron cinco tipos de VPH de alto riesgo en el
muicipio de EI Nayar (16, 18, 31, 39 y 58) y cuatro tipos en Santiago Ixcuintla (16. 31.
33y 58 ). Por otra parte en la mayoria de fos municipios se detects la presencia del
VPH 16, a excepcion de los municipios de Rosamorada (VPH 18) e Ixtlan del rio

(VPH 35)
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Figura 11. Distribucion de VPH de alto riesgo en muestras de CaCupor municipio de Nayarit

Los tipos de VPH comunmente relacionados con el CaCu a nivel mundial, son los
tipos 16 y 18. Sobre la base de esta informacion, se realizé un andlisis en ef presente

estudio en el cual se hicieron dos grupos: el primer grupo debia portar el VPH 16



18; y el segundo ninguno de estos; lo anterior con la finalidad de establecer
diferencias entre la presencia de VPH 16 6 18 con respecto a las caracleristicas
sociales y gineco-obstétricas de las pacientes. En la Tabla 4 se muestra dicho
analisis, en el cual se encontraron diferencias significativas para el IMC (p=0.03) y el

numero de embarazos (p=0.04)

Por ofro lado, se realizé un andlisis donde se agruparon el numero de casos por

indice de 0 para ver la de las

ginecologicas y obstétricas con el indice de marginacion, en dicho andlisis solo la

edad de inicio de la sexualidad tuvo diferencia significativa (p=0.01).



Tabla 4. Caracteristicas sociales y demograficas de las pacientes con CaCu de acuerdo al
genotipo del VPH 16 0 18

VPH16018 |
VPHIB 018 | positivo [ u Mann-Whitney
Negativo N (%) | b
N (%)
[mc I T T
218 28 (50) 28 (50) ‘ p=0.03
[2o8 |
Embarazos -
| w2 28 (528) p=0.04
22(45.8) 26 (49.1) p=0.11
Abortos T 29(508) ®@N | =03
Usodecondon | 29(508) |  28(491) | p=0.19
Menstruacion 28 (50) ©28(50) E p=03
e — o |
e 29(508) 28(49.1) p=02
<1 .
Papanicolaou 29(50.8) 28 (49.) p=09
[ Edad de inicio de la
e 28 (50) 28 (50) p=03
<21 o
Tratamiento hormonal 20(508%) [ 2B49.1%) P05
Alimentos I
ol ET R T ,
Grasas saluradas | 29(508%) | 26(a8.1%) 5
[Cafeina ~ | 29(508%) | aBuET%y B
Tabaquismo 29 (50.6%) 28 (49.1%)
‘ Alcoholismo 29(50.8%) | 28(49.1%)
Ejercicio 29 (50.6%) 28 (49.1%)
ntotal= 57



8. DISCUSION

£l CaCu persiste como un problema de salud no resuelto a nivel mundial; mas def
85% de este tipo de cancer ocurre en paises en desarrollo (ARG, 2008; Ferlay et al
2010). En Latinoamérica, la poblacian femenina es considerada como una poblacian
de alto riesgo para desarrollar CaCu (Hidalgo-Martinez 2006). Asi también, se ha
descrito que el CaCu afecta predominantemente a las clases sociales bajas y el
riesgo de desarrollo de esle tipo de enfermedad es cinco veces més que en ofras
clases sociales (Escandon-Romero et al., 1992) En el presente estudio se observd
una alta prevalencia de CaCu en los municipios con un indice de marginacion medio
(Acaponeta, Tecuala, Rosamorada, Ruiz, Santiago fxcuintla, Santa Maria del Oro,
Jalay Amatian de Carias) de acuerdo a la CONAPO (2010).

La edad, también es un factor importante en el desarrollo de este tipo de palologias
En el estudio realizado en la ciudad de México por Lopez-Rivera et ai (2012) se
menciona que el grupo de mujeres jovenes (<20 afios) tuvo una alta incidencia de
infeccion por VPH. Estos resultados, concuerdan con los encontrados en el presente.
estudio, ya que el grupo de edad que tuvo una mayor frecuencia de CaCu fue el de
26 230 afios y también se observaron ¢asos en mujeres muy jovenes (17 aios).
Estudios realizados en paises de Latinoamérica han descrito como un factor de
riesgo de CaCu, al parto de manera vaginal (natural) (Tirado-Gomez et al , 2005;
Almonte et al., 2008; Orozco-Colin et al., 2010). Asi también, olros estudios han
senalado que las mujeres que han tenido de cuatro a siete partos vaginales tienen un
fiesgo a desarroflar CaCu de 24 y 2.4, respectivamente (Fernandez-Molinari et al.,
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2008 y Bosch et al., 2012). En este estudio se observo que el 38.5% de las pacientes
tuvieron mas de cuatro partos vaginales, sin embargo debido al tamario de muestra
de la poblacion y al tipo de estudio realizado, no se pudo calcular el riesgo refativo

entre el desarrolio de CaCu y el numero de partos.

Por otra parte Castellsagué y Mufioz (2003), han descrito que un alto nimero de
partos puede incrementar el riesgo de CaCu porque mantiene la zona de
transformacion cervical en el exocervix por varios aiios. Lo que facilita la exposicion
directa a VPH, ademas de los cambios hormonales que se presentan durante el
embarazo (incremento en los niveles de estrogeno y progesterona) también pueden
modular la respuesta inmune al VPH e influir en el riesgo de persistencia o
progresion de las lesiones cervicales.

En cuanto al nivel de escolaridad, en este estudio, se registro la educacion
secundaria como la escolaridad minima. La falta de educacion y la formacion familiar
que han recibido las pacientes es un factor muy importante a considerar, ya que no
les permite estimar la importancia de la revision ginecologica (Hidalgo-Martinez et al.,

2006)

La obesidad es considerada una enfermedad que esta asociada al desarrollo de
otras enfermedades. Entre las que se encuentran, enfermedades de tipo
reproductivo, asi como el aumento en los niveles de hormonas endogenas, mismas

que promueven el crecimiento tisular y tumoral de carcinomas hormona dependiente.



De acuerdo a estudios, las mujeres obesas de IMC 2 30 y con sobrepeso IMC = 25
parecen tener hasta dos veces mas riesgo de desarrollar CaCu (Key et al., 2001
Lacey et al., 2003). En este estudio, se observo que el 21% las pacientes presento

obesidad y 42% tuvo sobrepeso

Otro factor adicional relacionado con el CaCu, es el inicio de la vida sexual activa a
temprana edad (Louie et al., 2009). Para el presente estudio se encontrd que la
mayoria de las pacientes iniciaron su vida sexual activa en promedio a los 16 afios
de edad. En otros estudios, se ha demostrado que el riesgo de desarrollo de CaCu
es de hasta dos veces mas en mujeres que inician su vida sexual antes de los 15
afos (Castarieda-Ifiguez et al., 1998, Louie et al., 2009)

A partir de la década de los afios 80's se identifico al virus del papiloma humano
como un factor de riesgo para el desarrollo de CaCu (Bosch y Mufioz 2002; Tirado-
Gomez et al, 2005, Faridi et al, 2011). En el presente estudio, el 91.3% de las
pacientes presento VPH y el 45.1% de estos corresponde a VPH16. Estos resultados

son alos en el Estudio de Biologia de Cancer

Cervical en el cual se detecté al VPH en el 99.7% de los mas de 1000 casos de
CaCu invasor en 22 paises, Io que sugiere que el VPH es el principal responsable del
desarrolio de CaCu (Estudio Internacional de Biologia de Cancer Cervical, 2003)

Asi también, en este estudio se observo que el 52.6% de las pacientes presento
coinfecciones con mas de dos tipos virales. Peitsaro et al (2002) reportan que la

carga viral de VPH incrementa la probabilidad de desarrollar CaCu invasor. Estos



mismos autores, establecieron que una alta carga viral incrementa ef fiesgo de los
eventos iniciadores de displasias, coma es la integracion viral independientemente
de si se refleja la extension de la infeccion o el incremento del nimero de copias
wirales. Sobre la base de io anterior, se podria decir que las pacientes del presente
estudio que presentaron mas de dos tipos virales, podrian tener mayor probabilidad a
desarrollar cancer invasor,

Actualmente, en México, los servicios de Salud ofrecen la prueba de Papanicolacu
como un mélodo para la deteccion primaria de los cambios en células del cuello
uterino que son precursoras de cancer cervical (Othman y Otman, 2012). Sin
cembargo, el Papanicolaou es una lécnica poca sensible para detectar la presencia de
VPH, ya que sélo puede identificar correctamente 15% del total de casos ADN VPH
positivos (Schneider ot al., 1987, Hidalgo-Martinez, 2006). En México, son pocos los
estudios donde se ha utilizado una prueba sensible para fa genotipificacion del VPH
en muestras de cénix. Dentro de estos, algunos han usado oligonuciedtidos
universales para la deteccion de VPH y solo tipifican el VPH 16 y 18. En otros, se ha
utiizado la tecnica de captura de hibridos, en ta cual solo tipifica si es virus de VPH
es de alto o bajo riesgo. En este estudio se realizo la genotipificacion del VPH
mediante un método sensible mismo que detecta 37 genotipos del VPH (Tabla 5). De
acuerdo a Coutlée et al (2006) ta prueba de genotipificacion Linear Array HPV es de
gran valor para los estudios epidemiolagicos y fos ensayos clinicos para monitorear
infecciones por VPH a nivel genotipo en muestras genitales. Con esta capacidad, se

puede determinar si un resullado positivo VPH es recurrente, debido a la persistencia



de un determinado genotipo, dado que la persistencia del VPH de alto niesgo es el

predictor mas impartante de cancer de cuello uterino, ta genotipificacion del VPH

resulta Util para evaluar Ia persistencia viral (Stevens et al., 2006)

Tabla 5 Fstudios de genotipficacion del VI?H realizados en la Republica Mexicana

“Estado Tipo “VPH detectado Referencia
prueba
Cd. México PCR universal 16y 18 Carrilo el al,
primers 2004
Morelos, Capra  de 16 Trado-Gémez
Veracruzy DF  Hibridos 1/ etal. 2005
Durango PCR universal 16y 18 Sanchez-
Primers Anguiano et
al, 2006
Guanajuato y PCRRFLP 16,3118, 35,52y 33 LopezRevila
san Luis etal, 2008
Potosi
Guerrero PCRRFLP 33,16y 18 Illades-Aguiar
et al, 2009
OF PCR Screening 18y 16 Lopez-Rivera

Nayarit

Kit

Linear  Amay
HPY
genotyping test

16, 18, 31, 58, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 59, 68, 6, 11, 26, 40, 42, 53, 54,
55, 61, 62, B4, 66, 67, 69, 70, 71, 72,
73,81, 82, 83, 84,1538 y CP6108

atal. 2012

Este estudio




En México, el Programa Nacional de deteccion para CaCu, no considera el ensayo

molecular del VPH y existe mucha a su costo-benefici

cuando éste es usado como una prueba de deteccion en la poblacion mundial. Sin
embargo, Pina-Sanchez et al (2006) sugiere que este métado combinado con
intervencion clinica directa podria dar un resultado sustancial en la reduccion de

CaCu en paises en vias de desarroflo.

Actualmente, los Senvicios de Salud de Nayarit llevan a cabo la apiicacion de la
vacuna contra ef VPH (GARDASIL) en nifias a partir de los nueve aiios, dicha vacuna
s6lo protege para los tipos de VPH de alto riesgo VPH16 y VPH18 y los tipos de bajo
riesgo VPHE y VPH11. En el presente estudio, se observo una alta prevalencia del
VPH16 y VPH18; sin embargo, también se observ una alta prevalencia de [0s lipos.
VPH 58y VPH31 Algunos autores han sugerido que las diferencias geograficas en
la distribucion de VPH pueden tener un impacto en la efectividad de la vacuna contra
el VPH en diferentes poblaciones (Mammas et al., 2008; Orozco-Colin et al.. 2010)
Sobre la base de los resultados obtenidos en este estudio y a fa distribucion
heterogénea de los genotipos de VPH, es necesario seguir realizando estudios que
permitan conocer la distribucion de los genotipos de VPH en todos los estados de la
Repiblica Mexicana para que a través de la Secretaria de Salud. se implemente
medidas de intervencion; especificamente en el desarrollo de vacunas que confieran
proteccion de acuerdo al los tipos de VPH que prevalecen en cada estado, lo cual

podria reducir la incidencia del CaCu.



9. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Las limitaciones del presente estudio son: el tamario de muestra, la falta de controles
necesarios para poder realizar una evaluacion completa de factores ambientales de
riesgo y el riesgo relativo al desarrollo de CaCu. Otra limitacion es que no se puede
evaluar la validez externa del estudio debido a la falta de registios actualizados en la
entidad, asi también, que Ia poblacion de estudio solo es representativa de una de
Ias tres instituciones del Sector Salud que hay en Nayarit

Cabe también mencionar que debido a Ia falta de recursos no se pudo llevar a cabo
un estudio de casos y controles, asi como algunos de los objetivos que al inicio del

estudio fueron planteados

Finalmente, resulta importante destacar que a pesar de las limitaciones
mencionadas, este es el primer estudio en el Estado en el que se evalia la

prevalencia de CaCu y los genotipos de VPH y que sin duda coadyuvara en la

de de 6slico temprano y 6 del CaCu por

parte de las autoridades

10. CONCLUSIONES

El 21% las pacientes presento obesidad y el 42% sobrepeso, factores que

pueden promover el crecimiento tumoral,

El indice de masa corporal y el nimero de embarazos mostraron una

correlacion positiva con el genotipo de VPH 16 6 18.



« Los municipios de Tuxpan, Acaponeta, Ruiz y EI Nayar tuvieron una mayor
prevalencia de CaCu, lo cual confirma que el CaCu afecta principalmente a
grupos vulnerables, ya que dichos municipios se encuentran dentro de la

clasificacion de indice de marginacion medio y muy alto

En el 91.3% de las pacientes con CaCu se detecté la presencia de VPH, lo

que sugiere que el VPH es el principal responsable del desarrollo de CaCu

Los tipos de VPH que prevalecen en el estado son los tipos VPH16, VPHSS,

VPH18 y VPH31

11. PERSPECTIVAS

« Evaluar los niveles de proteinas antiapoptdticas (CIAP1, clAP2 Y XIAP) en
muestras de cérvix con cancer cervicouterino diagnosticadas como positivas

para el virus de papiloma humano

Realizar un estudio prospectivo de casos y controles en mujeres con fesiones
cervicales y calcular el riesgo relafivo entre los genotipos de HPV con las

enfermedades de trasmisién sexual ocasionada por bacterias.
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ANEXO 1

UNIVERSIDAD AUTGNOMA DE NAYARIT
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO
CUESTIONARIO

No. FoLIO: [ |
Fecha de |a entrevista o ,MrS/AND‘
Hora/Min
Hora de inicio de la entrevista
I.  FICHA DE IDENTIFICACION
1. Nombre del entrevistado:
RSy
Apelido paterna Apelido materno Nornbre(s)
2. ¢Qué edad tiene usted? 2 LI
anos
3. ;Cuél es su fecha de nacimiento?
El (dia) de (mes)_ de (anio),
4. ;Cudl es la direccién donde vive regularmente?
Celle No. Externo No. Intemo  Colonia
CP Poblacion Municipio Estado
| 5. ¢Cuantos afos lleva viviendo en ese lugar? 5L
anos

6. (Cuenta usted con teléfono?

Particular: Celular:

| 7. ¢Actualmente cudl es su estado civil?



Softera
Casada
Viuda
Separada
Divorciada
Unién libre

Do s LN

|ovos

8. ¢ En dénde nacio usted?

Poblacion Municipio Estado Pais

9. ;En donde naci6 su papa?

Pablacion Municipio Estado Pais

| 10 ¢ Vive su papa?

1) si 2) No, pase a la pregunta 12
1. ;Qué edad tiene su papa? afios, pasar a la pregunta 14
12. ¢A qué edad murié su papa? anos

13 Dequémuibsupapa?

14. ¢En donde nacio su mama?

Poblacion Municipio Estado Pais

15. ¢ Vive su mama?

1).8i 2)No, pase a la prequnta 17
| | 16. ¢Qué edad tiene sumama? afios, pase a la pregunta 19
Il A qué edad murio su mama? afios

18. ¢ De qué murio su mama?. B

1"muy
12000

1L

17U

[Fa




]

19. ;Cual es su peso? 19, LILJ
Kg ()

1. ANTROPOMETRIA ‘
20. ;Cudl es su estatura? ‘
=" 20L1 LILS

"l CARACTERISTICAS DE ENTREVISTADO

| 21. ;Sabe leer y escrivir?
1) si 2)No, pase a la pregunta 23

22. ,Qué grado de estudio liene usted?
Ninguno |
2) Primaria afios

3) Prmaria completa |

4) Secundaria |

5) Preparatoria o bachillerato

6) Profesional |

7) Posgrado

8) Otros 2311

J 23. ¢ Qué ocupacion tiene usted? |
1) Ama de casa, pase a la pregunta 28 |
2) Estudiante (preguntar si trabaja) |
3) Empleada
4) Otro |

24. ¢ Dentro de la ocupacion que usted tiene, ;Qué trabajo desempena? |
1) Oficina ¢ Qué tipo de oficina? |
2) Campo
3) En casa
4) industria ¢ Qué tipo de industria?
5) Otro,

25, ¢ Cuantas horas trabaja al dia? Hrs.




26. ;Cuantos dias trabaja a la semana? _ dias

~
N

¢Cuanto tiempo lleva trabajando en ese lugar?
afio;

|
| IV.__NIVEL SOCIOECONGMICO
| 28. ¢De qué agua utiliza para beber?

1). Agua de la llave 2). Filtro 3) Garrafén
4). Otros

~
3

¢De donde utilizan el agua potable (que no sea para beber o cocinar)?

1). Toma de agua publica 2). De pozo o noria
3). 0 —
30. ¢ De qué material esta hecho el piso de su casa?

1). Tierra 2). Cemento o fime 3), Mosaico o vitropiso

31. ¢En donde hacen del bafio (excretan)?

1). Baio 2). Letrina 3). Pozo negro
4). A aire libre

32. ¢ Su casa tiene drenaje?
1).Si 2).No

@
a

Cuenta con tefevision en su casa?
1. 80 2). No

@
8

¢ Tiene automovil?
1). Si 2

P
&

¢Cuenta con teléfono en su casa?
1. Si 2). No

@
8

¢Cuenta con refrigerador en su casa?
1), Si 2).No

37. ¢ Cuenta con computadora en su casa?

271l

291

301

3401

3501




” LS 2N

ESTILOS DE VIDA

38. ;Cuantas personas viven en su casa?
personas.

39, ;De las personas que viven en su casa, ¢ Cuantas aportan dinero para
10s gastos del hogar
personas

40. ;Cuanto es el aporte total al consumo del hogar por quincena?

1). Menos de $1 000 2). De $1000-$2 000 3). Mayor $2 000

41. ¢ Hace ejercicio regularmente?
1.8i 2. No, pase a la pregunta 44

42. ;Qué tipo de ejercicio realiza?

1.Caminata 2 Bicicleta 3. Natacion 4. Otro.___

s

3. ;Cuanto tiempo realiza éste deporte a lasemana? ___ Hrs

44, ¢ Regularmente usted consume alimentos enlatados?
1).8i 2). No, pase a la pregunta 47

45. ;Cuantas veces a la semana consume productos enlatados?
veces a la semana.

46. ¢ Qué tipo de alimentos enlatados consume a la semana?

2) Sardina
3) Verduras

4) Elotes

5) Frioies

6) Chiles

7} Otros.

47. ¢ Consume usted con frecuencia embutidos como: jamén, salchicha,
salami, chorizo, peperoni, longaniza, pastel de carne, queso de puerco,
salchicha para asar y mortadela?

430011

440




)81 2). No, pase a la pregunta 49 - T
) ) 8L
;Cuantas veces a la semana consume usted éste tipo de cmbutidos? |
veces a la semana

s
3

48. ;Consume usted verduras? ag )
1).Si 2). No, pase a la pregunta 52 |
| 1501
50. ¢ Cuantas veces a la semana consume usted verduras?
| veces a la semana.

51. ¢ Cuales verduras consumio en la ultima semana?

@
B

Consume usted frutas? 5200
1).Si 2). No, pase a la pregunta 55

o
=

¢Cuantas veces a la semana consume frutas? | 5311
veces a la semana. |

@
4

¢Cuadles frutas consumi6 en fa Gltima semana?

o
g

<Consume usted refrescos? [ssL
1).Si 2)No, pase a la pregunta 57

@

6. ¢ Cuantos vasos con refresco consume a la semana?
vasos a la semana. ‘

@

7. ¢Consume usted chocolates? |
1.8 2). No, pase a la pregunta 60

@

8. ¢ Qué tipo de chocolate consume?
1) Chocolate amargo |
2) Chocolate con leche
3) Chocolate blanco
4) Chocolate con almendras
5) Chocolate con cacahuates
6) Otro

59. ¢ Cuantas barras de chocolate consume a la semana? f
barras.




60. ¢ Consume usted café?
1. Si 2). No, pase a la pregunta 62

61. ¢ Cuantas tazas de café consume a la semana?
tazas a la semana.

62. ;Consume usted polio asado al carbon?
1) Si 2) No, pase a la pregunta 64

63. ¢ Cuantas veces al mes consume usted pollo asado?
veces al mes

64. ;Consume usted carne asada al carbon?
1) Si 2). No, pase a la pregunta 66

65. ;Cuantas veces al mes consume usted came asada al carbén?
veces al mes.

66. ¢ Consume usted pescado sarandeado, latemado o asado al carbon?
1.8 2). No, pase a la pregunta 68

67. ;Cuantas veces al mes consume usted pescado sarandeado, tatemado
© asado al carbon
veces al mes.

68. ¢ Consume usted carne de puerco?
1).8i 2). No, pase a la pregunta 70

69 ; Cuantas veces al mes consume usted came de puerco?
veces al mes.

70. ¢Guisa usted con manteca?
1)si 2) No

71 LCunsume usted frituras (duritos, churros, papitas, sabritas)?
1). i 2). No, pase a la pregunta

72. ;Cuantas veces a la semana consume usted frituras?

_veces a la semana.

73. ¢ Usa usted desadorante?
_1).Si 2).No,pase alapregunta 76

6oL

o

71




74 ;Qué hpo de desodorante usa usted?
1) Roll-on

2) De barra

3) En Spray

4) Otro

75. ;Qué marca de desodorante usa usted?

Vi ALCOHOLISMO

76. ¢ Ha consumido o consume bebidas alcohdlicas?
7). 8i 2). No, pase a la pregunta 79,

77. En el Ultimo ato ¢ Con qué frecuencia ha consumido las siguientes
bebidas?

BEBIDAS Nunca ’! Menos
de una

vez al

mes.

m |

| Una cerveza

Una copa de

con ron o
brandy

Una  bebida
con ginebra
lovodka
Una bebida
contequia | |

va nemaa“ I

Rompope.

| Tepache |
Mezcal

[
|
Puique
o |

78. ¢ Desde hace cuanto tiempo consume o ha consumido las bebidas
alcohdlicas?

7410




1). Menos de un a0 2). 1-2afios 3). De 3 a 5 afos o
4).DeSa10anos  5). Mas de 10 afos  6). Otro

VIl TABAQUISMO Y OTRAS DROGAS

79 ¢ Fuma o fumé alguna vez en su vida?
1).si 2). No, pase a la pregunta 84

80- ¢ Por cuantos anos fumé o ha fumado?
R fios
81. ;Cuéntos afos tenia cuando empezo a fumar?
arios.
| 82, ¢Aproximadamente cuantos cigarros fuma al dia?

cigarros por dia

83 (Qué marca de cigarros consume?

84. ¢Alguna(s) de las personas que viven con usted (en la misma casa), o
trabajan en el mismo lugar fuman?
1). i 2). No, pase a la pregunta 87

85. Trate de promediar cuantos cigarros por dia fuma(n) aproximadamente
esa(s) persona(s)

Persona 1, fuma, cigarros por dia
Persona 2, fuma cigarros por dia
Persona 3, fuma, cigarros por dia

86 ¢ Cuanto tiempo aproximadamente tienen viviendo en la misma casa o
trabajando en el mismo lugar las personas que menciono que fuman?

Personal __anio(s)
Persona 2. ano(s)
Persona 3 ano(s)
Persona 4 aio(s).

87. ,,Duranle el ultimo afto, usted ha consumido alguna droga?
1). 8i 2). No, pase a la pregunta 89

81U

7904
|soLIL
8201
|
|
|
|
|




88. ;De la siguiente fista qué tipos de droga ha utilizado o utitiza y con qué
frecuencia?

Cocaina,

1= I EERED T'E"P'sis’
e w e e e e o e e

VIIl.  ANTECEDENTES CLINICOS

Menos | Veces | Vecesala | Vecesalda
deuna |aimes | semana
vezal

DROGAS | 1 |

89. ¢ Cudl de las siguientes enfermedades le ha sido diagnosticada por un
médica?

— T T e
w1 padecimionta e5
s [ No |moss [ _uP
Actoal [ Pasado| Recibio
Entemedad m @ e | PR et
| )
| VUS| SN | N QS —— —
e ] ‘
Diabetes - T T T | ‘!1—7
e B I
| Enfermedad de la gota 77f7 R |
e [ N s R R
Colesteroialto o o |
Enfermedad de Ia tiroides. I
N |
| Enfermedad en el ikén |
|




Hepats B

nsdbcencia renal

nfeccién de vias unnaras
|repetidas

Fibrosis quistica

|

Convulsiones o epilepsia

et S - ‘ -
|

Tuberculasis

| Enfermedadesrespratonasrecunente |
| s (wripa. tos) |

Neumonia/bronquilis.
(Alergias T | -
Otra enfermedad

Especifique.

90. ¢ Ha padecido usted o padece enfermedades de transmision sexual?
). 8i 2). No, pase a fa pregunta 95
91. ¢ Que tipo de enfermedad de transmision sexual padece o ha padecido?

1). Sifiis  2). Gonorrea  3). Chancro  4). Herpes  5). SIDA
6)otros___

92. ¢ Ha recibido para la(s)
1). Si 2). No, pase a la pregunta 95

93. ;Sabe cual es el nombre del medicamento?

94. ¢ Por cuanto fiempo estuvo en

)



meses.
95. ¢ Le han diagnosticado algin otro tipo de cancer anteriormente?
). 2). No, pase a la pregunta 97

96. ¢ Qué tipo de cancer?

97. ;Ha tomado algunes de Ios siguientes medicamentos o tratamientos en
los dltimos 3 meses?

- [ st
‘ Medicamento o tratamiento | (1)

Anbibiolcos (para infecciones)
Especiique:

Para la presion alta
Especifique:

Para el dolor
Especifique.

Aspitina T \
[ I

Gtros medicamentos o
atamientos

Especifique: J

98. ¢ Alguno de sus familiares ha padecido o padece alguna de las
siguientes enfermedades?

Cancer Diabetes. Hipertensien Hepatitis

Familiar

Mams

Teas

[95|_s




Hemanos |

100

101

103,

104

105

106

107,

Fapd

102.

ANTECEDENTES GINECO-OBSTETRICOS
99. ;A que edad tuvo usted su primera menstruacion?

¢A qué edad usted tuvo su primera relacion sexual?

0). No aplica, pase a la pregunta 110
¢Cuantas parejas sexuales ha tenido usted?
¢Cuantos embarazos ha tenido usted?
¢Cuantos abortos ha presentado usted?
¢Cuantas ceséreas ha tenido usted?

¢ Cuintos partos naturales ha tenido usted?
¢ Cuantos hijos tiene usted?

A qué edad tuvo su primer hijo?
anos

108. zAlimentod con leche materna a su (s) hijo (s)?

Afos

Anos.

g9LILl

100 LI LI

oLy

102001
10301

|

| 1040

[REEINIE]

10600
107U
|




1).Si 2). No, pase a la pregunta 110,

| 109. ¢Por cuanto tiempo alimenta con leche materna a su Gkimo hijo?
meses

110 b‘(a presents usted la menopausia?
1.8 2)No, pase ala pregunta 112

1 ¢A qué edad presents la menopausia?
aiios

112 LSe ha realizado usted el Papanicolaou?
1) Si 2). No, pase a la pregunta 114,

113. ¢Con qué frecuencia se ha realizado el Papanicolaou?
Cada ario(s)
114_;Se ha realizado la exploracion mamaria manual?
1).8i 2). No, pase a la pregunta 116
115. ¢, Con qué frecuencia se ha realizado usted la exploracion mamaria?

Cada_  mes(es)

|
116 ;Cual de los siguientes métodas anticonceplivos ha utilizado?

‘ Menos do &

|[Anticancentvo [ Runcs | un
‘ @ e
Pastilas

Inyeccion

| Condon

["Impiante

| Dispositivo
intrauterino
[T —

IX. EXPOSICION

| 117. ¢ Ha estado usted en contacto con plagicidas o agroquimicos?

De seis mesesa | Mas de un ‘
un ano afo

108 L4 |
| |

[109 000

[1100

[ 1m1ou

13

[ 11an

[ 1151

1200
\
|



[ 1S 2)No pasealapregunta 121

| 118. ¢En que lugar ha estado en contacto?
|

1) Trabajo 2). Casa 3). Otre

119. ;Cuantos dias a la semana ha estado en contacto con los plaguicidas? |
dias.

120. ¢Por cuanto tiempo ha estado usted en contacto con plaguicidas?
meses.

121. ¢ Le han tomado a usted radiografias?
1).Si 2) No, pase ala pregunta 123

122. ¢ Hace cuanto tiempo se tomd la ultima radiografia?
_ meses

123. De los siguientes combustibles ¢ Cual (es) ha utilizado para cocinar?
1)Gas 2)lena 3)Carbon 4)Gasylena 2)Gas y carbon

124 4Por cuanto tiempo ha cocinado con el combustible anterior?

1) Gas anos
2) Lena —anos
3) Carbon anos

ESTA SECCION DEBE SER CONTESTADA POR EL EN
INMEDIATAMENTE DESPUES DE REALIZADA LA ENCUESTA

HORA DE TERMINO DE LA ENTREVISTA

Hora

4
@

“Slﬂ‘l‘_ﬂf BIBLIQTELAS

174

“118|_|

| 1191
120010

1214

1220000

12311

TREVISTADOR

1
7 Min,

Por favor marque la frase que mejor describa al entrevistado respecto a su habilidad

de responder cada una de las preguntss.
1=Buena 2=Regular 3=Mala

[



Por favor seleccione la frase que mejor describa al entrevistado respecto al nivel de la

atencion prestada al cuestionario.

1. Excelente atencion
2. Buena atencién
3. Regular atencion

4. Mala atencion

NOMBRE DEL ENTREVISTADOR

Apeliido paternc Apellido materno

Nombre(s)



ANEXO 2

Extraccién de ADN

Reactivos del Kit_de extraccion de material liquido Amplilute
ARN transportadar (CAR)

Aftadir 310 pL del reactivo AVE al liofilizado CAR. Agitefos durante 10 segundos. Cl
reactivo es estable a una temperatura entre 2-8 °C durante 24 hy a -20°C durante un

maximo de 2 meses o hasta la fecha de caducidad, la que sea mas proxima
Tampén de lavado (AW2)

Adiadir 30 mL de etanol absoluto a AW2, mezciar por agitacion, Puede almacenarse
a temperatura ambiente durante un maximo de 2 meses o hasta la fecha de

caducidad.

Proteinasa K (PK)

Buffer de elucion (AVE)

Buffer de lisis del tejido (ATL)

Buffer de lisis (AL)

Preparar el reactivo AL de trabajo 1:100 del reactivo CAR disuelto (preparar la
cantidad segin el numero de muestras) consultar tabla 1. Agite el contenido
suavemente invitiendo el tubo 10 veces. No agite el contenido para evitar ia
formacion de espuma.

Tabla 1. Preparacion del reactivo AL de trabajo

[Nimero de muestras para procesar

\ Reactivos [a 8 0 [12
|CAR@L) |55 |11 [ 1 22 |215 33
ALGL) 1100 650 2200 2750 3300 |




Reactivos

Solucion de desnaturalizacion (ON)
Solucién de Magnesio (VPH Mg®')
Master Mix (VPH MMX)

Afadir 125 pL de VPH Mg? a un vial VPH MMX, mezclar por inversion de 10 a 15
veces. Una vez preparada la MMX trabajo debe almacenarse a 2-8 °C y utilizarse en

un maximo de 6 horas Iras |2l preparacion.
Deteccion del genotipo
Reactivos
Concentrado SDS (SDS)
Concentrado SSPE (SSPE)
Concentrado de citrato (CIT)
Sustrato A (SUB A}
Sustrato B (SUB B}
Sustrato de trabajo por muestra
SUBA4mL
SUBB1mL
Conjugado de estreptavidina y peroxidasa de rabano picante (SA-HRP)
Conjugado de trabajo para 12 muestras

50 mL buffer de lavado



150 L SA-HRP

Tabia 2. Preparacion de Buffers para 12 muestras.

itrato (mL) | Vol total (mL)

Buffer  de|Buffer de lavado

| Hibiricack (my) |
‘HOdestiada |47 3024 —— e
TSSPEZx (12 Ti5 — - ‘
SDS 20% 5 6 3
Citrato = = — 13 g ‘
Amplificacs

Reactivos
Solucion de desnaturalizacion (DN)
Solucion de Magnesio (VPH Mg?")
Master Mix (VPH MMX)

Adadir 125 pL de VPH Mg" a un vial VPH MMX, mezclar por inversion de 10 a 15
veces. Una vez preparada la MMX trabajo debe almacenarse a 2-8 °C y utiizarse en

un méximo de 6 horas tras la preparacion.



