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RESUMEN

El cancer cérvicouterino (CaCU) es una enfermedad crénica degenerativa que resulta
de la infeccidn por subtipos oncogénicos del Virus de Papiloma Humano (VPH), el cual
se detecta en mas del 95% de los casos de CaCU a nivel mundial. Es la principal causa
de muerte por cancer en paises en vias de desarrollo debido a las altas tasas de
infeccion por VPH vy la falta de programas de tamizaje y de su extension a toda la
poblacidon de mujeres susceptibles mediante la citologia cervical, detectandose en
etapas avanzadas. Es el ejemplo claro del cancer con mayor probabilidad de
prevencion y curacion al ser detectado de forma temprana.

A pesar de que existen diversos tratamientos para esta enfermedad, aun existe una alta
incidencia en pacientes que cursan con CaCU. Por esta razdn es importante identificar
nuevos mecanismos que puedan estar involucrados en el desarrollo de esta patologia
desde el inicio de Lesiones Intraepiteliales de Bajo y Alto (LEIBG y LEIAG) con el
proposito de desarrollar terapias blanco o marcadores bioldgicos. Por tal motivo el
objetivo de este trabajo fue estudiar a una poblacién de nuestra comunidad para
obtener las caracteristicas clinicas y corroborar la expresion de los receptores
huérfanos GPR 20, GPR139, GPR 132 y GPR 161 en muestras de pacientes con

lesiones premalignas



1. INTRODUCCION

El cancer cervicouterino (CaCU) es una de las principales causas de muerte en
mujeres en el mundo, a pesar de los avances en las herramientas diagnosticas y en los
distintos abordajes terapéuticos, por lo cual, sigue siendo un importante desafio para la

salud publica.

En la busqueda de nuevas estrategias para la deteccién y tratamiento, los
receptores huérfanos han surgido como posibles blancos terapéuticos. La funcién de
estos receptores aun no termina de comprenderse, pero podrian jugar un papel

importante en el desarrollo del CaCU vy lesiones premalignas.

Se han encontrado multiples receptores celulares expresados en las células
neoplasicas. Dentro de estos, llama la atencion la expresion de los receptores
asociados a proteinas G (GPR), los cuales se encuentran en las superficies celulares.
Estos detectan algunas moléculas extracelulares, al interactuar con ellos se activa la
respuesta celular llevando a cabo multiples funciones como la traduccion de sehales
por medio de ligandos, inducir la migracion celular, asi como la proliferacion celular,

regular aspectos de la tumorogénesis y regular las vias de sefialamiento en el cancer.

En este trabajo se evalua la expresion de los receptores huérfanos de
membrana GPR 20, 131, 139 y 161 en una poblacién de mujeres del noroeste del pais

con lesiones premalignas de cérvix.



Ml MARCO TEORICO

2.1 Cancer cervicouterino

2.1.1 Desarrollo del CaCU

Las células del cérvix adquieren un fenotipo oncogénico por medio de un
proceso complejo neoplasico reflejado en la histologia epitelial del mismo. ElI VPH
(Virus del Papiloma Humano) se encuentra en mas del 95% de los CaCu. De acuerdo a
la OMS pueden existir tres cambios: NIC (Neoplasia Intraepitelial Cervical) 1, NIC 2 y
NIC 3. Estas condiciones no son cancerigenas, pero pueden predisponer a neoplasia

de no ser detectadas y manejadas de manera oportuna (Kumar, 2021).

Los VPH infectan las células basales del epitelio escamoso que se encuentran
inmaduras o con dano en el epitelio superficial. Ya que inicia el proceso de infeccion, se
dirigen a células maduras donde estimulan la replicacion celular, generando atipia por
medio de sus mecanismos de virulencia; los mas estudiados y conocidos son los
cambios que generan las proteinas E6 y E7. La progresidn de lesiones microinvasivas
a cancer invasor esta asociada con la integracion del genoma viral al huésped; al
asociarse con la pérdida o alteracién de E2 y la desregulacion de los oncogenes E6 y
E7 (Figura 1). E1 y E2 llevan a una replicacion viral en las células escamosas del
cérvix. Las oncoproteinas E6 y E7 son necesarias para la conversion maligna, E6 se
une a p53 y E7 a pRB (Proteina de Retinoblastoma), ambas son supresores tumorales
los cuales son inhibidos, lo que que favorece la proliferacion celular y formacion del
tumor (Bedell et al., 2020).

Siendo el VPH el principal cofactor para el desarrollo de CaCU (Crosbie et al.,
2013), todos aquellos factores asociados con la adquisicién de la infeccion por VPH asi
como una respuesta inmune deteriorada a la infeccion por dicho virus, son factores de

riesgo para cancer cervicouterino (Tabla 1).



Tabla 1. Factores de riesgo para cancer cervicouterino

Inicio de vida sexual temprana

Promiscuidad

Pareja sexual de alto riesgo

Estados de inmunosupresion

Antecedente de otras infecciones de transmision sexual

Antecedente de displasia vulvar o vaginal relacionada con VPH

Tabaquismo

Los principales pasos que llevan a la carcinogénesis cervical incluyen la infeccion
por el VPH, la persistencia del virus, la progresion a displasia y la invasion (Bedell et
al., 2020). Por tanto, la infeccion persistente por un VPH oncogénico es necesaria pero
no suficiente para el desarrollo de una transformacion epitelial maligna (Ibeanu, 2011),
es decir, estan involucrados muchos otros factores que llevan a la integracion del
genoma viral llevando a una inestabilidad genética de la célula epitelial que ocurre en

cierto periodo de tiempo con la infeccién por VPH.

2.1.2 Tipos de lesiones cervicales preinvasoras

Los canceres invasores del cérvix proceden de enfermedades preinvasoras. Estas
lesiones se caracterizan microscopicamente por el grado de afeccion celular. Se
clasifican en base a la atipia celular, displasia o NIC, antes de progresar a una etapa

invasiva.

La clasificacién de los precursores del cancer cervicouterino inicia al final del siglo
XIX, donde se identificaron zonas de cambios atipicos en el epitelio de muestras no
invasoras. El término displasia se introdujo a finales de los afios cincuenta para
designar la atipia epitelial cervical intermedia entre el epitelio normal y el carcinoma in
situ. La displasia posteriormente se dividié en tres grupos; leve, moderada y severa,
esto en base al grado de afeccion del epitelio de las células atipicas. En 1968 se

introdujo el término de neoplasia intraepitelial cervical para denotar las multiples
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posibilidades de atipia celular confinada al epitelio. La NIC se dividié en tres grupos; 1,

2y 3.
Tabla 2. Correlacion entre la terminologia displasia/carcinoma in situ, NIC y
Bethesda
Terminologia de Ter rpinologia NIC Terminologia NIC Sistema Bethesda
displasia original modificada Terminologia LIE (1991)
Normal Normal Normal Dentro de los limites normales
Cambios celulares benignos
(infeccion o reparacion)
Atipia ASCUS/AGUS
Atipia coilocitica, NIC de bajo grado L-LIE
condiloma plano, sin
cambios epiteliales
Displasia o discariosis  NIC 1 NIC de bajo grado L-LIE
leve
Displasia o discariosis  NIC 2 NIC de alto grado H-LIE
moderada
Displasia o discariosis  NIC 3 NIC de alto grado H-LIE
grave
Carcinoma in situ NIC 3 NIC de alto grado H-LIE
Carcinoma invasor Carcinoma invasor Carcinoma invasor Carcinoma invasor

[11.1.2. Prevalencia del CaCU

El cancer del cuello uterino es la cuarta neoplasia mas frecuente en la poblacion
mundial y la cuarta mas frecuente entre las mujeres con un estimado de 528 mil nuevos
casos diagnosticados anualmente, 85% de los cuales se registran en paises en vias de
desarrollo, donde la incidencia es mas alta; varia desde 42.7 en Africa oriental, hasta

4.4 por 100,000 mujeres en Asia occidental.

En América Latina, el CaCU es la segunda neoplasia mas comun en mujeres de
América Latina, con 68,818 casos anuales. La incidencia en la region es de 21.2 casos
por 100,000 mujeres, alcanzando valores superiores a 30 en paises como Peru,
Paraguay, Guyana, Bolivia, Honduras, Venezuela, Nicaragua y Surinam.

En México desde 2006 el cancer del cuello uterino es la segunda causa de

muerte por cancer en la mujer. Anualmente se estima una ocurrencia de 13,960 casos
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en mujeres, con una incidencia de 23.3 casos por cada 100,000 mujeres. En el afio
2013, se registraron 3,784 defunciones en mujeres con una tasa cruda de 7.0

defunciones por 100,000 mujeres. (Secretaria de Salud, 2015).

[11.1.3. Deteccidn oportuna
La busqueda intencionada de patologia del cuello puede detectar precursores asi como
enfermedad en estadios tempranos para el CaCU y sus variantes: el adenocarcinoma y
el carcinoma de células escamosas. El tratamiento de las enfermedades precursoras
puede prevenir el desarrollo de cancer invasor cervical y reducir la mortalidad. Los
métodos que se ofrecen son pruebas moleculares para VPH asi como citologia

cervical.

La citologia cervical esta indicada en las mujeres de 25 a 64 afos prioritariamente en
quienes nunca se lo han realizado 6 que tengan alguno de los siguientes factores de

riesgo los cuales se anexan a la tabla a continuacion:

Tabla 3. Indicaciones de citologia cervical

Inicio de relaciones sexuales antes de los 18 afos

Infeccién por virus del papiloma humano

Mujer de 25 a 64 afos de edad

Multiples parejas sexuales

Antecedente de enfermedades de transmision sexual

Tabaquismo

Desnutricion

Pacientes con inmunodeficiencias

Nunca haberse realizado una citologia cervical

La muestra que se obtiene proviene de las células que se descaman del epitelio

que reviste el cérvix. Como se mencioné previamente, es un estudio de tamizaje que
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obtienen células por cepillado o raspado, que se distribuye en un portaobjetos que se
fija y se tife para ser interpretado. De ver alteraciones en los resultados de la citologia

exfoliativa, se procede a realizar estudios avanzados por medio de colposcopia.

El colposcopio es un microscopio de campo estereoscopico, binocular, de baja
resolucién, con una fuente de iluminacion potente, que se emplea para el examen
visual del cuello uterino bajo aumento. A continuacion se enumeran las indicaciones

para la colposcopia:

Tabla 4. Indicaciones para la realizacion de colposcopia

Cuello uterino de aspecto sospechoso

Citologia que muestra carcinoma invasor

NIC1,203

Anomalias de bajo grado (NIC 1) que persisten durante mas de 12 a 18 meses en la

citologia

Calidad insatisfactoria persistente en la citologia

Infeccion por VPH

Acetopositividad en la inspeccion visual con acido acético

Resultados positivos en la inspeccion visual con solucién yodoyodurada de Lugol

I11.1.4. Diagnéstico y tratamiento

La mayoria de los cancer de cuello uterino ocurre en mujeres que nunca fueron
valoradas por medio de estudios de tamizaje, o que se sometieron a estudios de
escrutinio inadecuados. Aproximadamente 50% de las mujeres a quienes se
diagnostica CaCU nunca han tenido una prueba de papanicolau. (GLOBOCAN, 2020).
Sin embargo, es fundamental el resultado histopatolégico de cancer para

posteriormente etapificar a la paciente y brindarle un manejo acorde al caso.
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El tratamiento del CaCU, puede variar dependiendo del estadio de la
enfermedad. Las opciones de tratamiento incluyen cirugia para extirpar el tejido
afectado, radioterapia regional o local (braquiterapia), quimioterapia para detener el

crecimiento celular, e inmunoterapia.

En la etapa 0, cuando las células afectadas unicamente se encuentran en la
capa mas superficial del epitelio cervical (NIC 1, NIC 2 o NIC 3), las opciones
terapéuticas pueden ser cirugia laser, crioterapia o conizacion. En la etapa | en la que
el cancer esta localizado solo en el cérvix, se puede optar por la histerectomia. En la
siguiente etapa, 2, el tratamiento puede incluir la cirugia para posteriormente someter a
la paciente a radioterapia y quimioterapia. En la etapa Ill, cuando el cancer es
localmente avanzado, se indica radioterapia y quimioterapia, y posteriormente podria
seguir una cirugia para la exéresis del tejido restante. En la etapa IV, un cancer
avanzado, el tratamiento esta dirigido al control de los sintomas y manejo integrado con

el equipo de cuidados paliativos.

2.2 Receptores huérfanos

Los receptores huérfanos carecen de ligando enddégeno identificado. Dentro de
estos, existen unos receptores localizados en la membrana celular de tipo GPR. Los
GPR son transductores de sefales que regulan un sin fin de procesos fisioldgicos y
patolégicos. Todos tienen una estructura muy peculiar, formados de aminoacidos que
penetran la membrana celular. pertenecen a una de las familias mas grandes para la
sefalizacion celular. De forma consecuente, los cambios en los GPR a nivel celular o
su activacion pueden contribuir en procesos patoldgicos como el desarrollo de cancer
ya que pueden actuar como sitios de sefalizacion al participar en el crecimiento celular,
invasion metastasis asi como angiogénesis y ser considerados promotores de
inflamacion. También se ha visto que la presencia de GPRs promueven un

microambiente tumorogénico, al encontrarse sobre expresados (Maggiolini, 2023).
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Otro receptor estudiado es el GPR 20. Este receptor se ha visto sobreexpresado

en tejido gastrointestinal. Particularmente en tumores tipo GIST (tumor del estroma

gastrointestinal. A parte de su expresion, observamos diferentes niveles de expresion

en la inmunohistoquimica, y a mayor expresion se logra calificar mayor Score.

Dependiendo del tejido biopsiado, se logra ver los perfiles de expresion en proceso

neoplasicos del tubo digestivo (Keniji Lida, 2021).

®garg 5118 ®
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Promotes Tumor-associated macrophages
(TAMs)
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O C (-\ O Promotes tumor growth
O O Inhibits antitumor immunity
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Tumor cells CD8'T cells
Tumor microenvironment

Figura 2. Receptor asociado a proteinas G 131
también conocido como TGR 5.

Dentro del trabajo presente, se logré
aislar receptores en tejido cervical con
lesiones. En caso de GPR 131, se ha
documentado que su sobreexpresion en
cancer de mama promueve un estado
proinflamatorio y tumorogénico, y una
disminucién de la capacidad antitumoral
celular (Zhao, 2022).
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Figura 3. analisis bioinformatico de la mutacion y sobre
expresion de GPR 139.

En la siguiente tabla que representa un analisis bioinformatico se observa
expresion de GPR 139 en celulas de glioblastoma. De acuerdo al estudio PAN-
CANCER, que es un estudio del cancer del Genoma humano. Este proyecto agrupa
2600 genomas de 38 tipos de tumores, donde se realizaron analisis y expresion de
estos, donde se observaron mutaciones de receptores asociados a proteinas G. Se

concluye que existe mutacion del GPR 139 en los glioblastomas. (Kaushik, 2021)

A MCF-10A  BT474 MDA-MB-361 B MSCV-PIG GPR161 C 20000

El GPR 161 se ha expresado en
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tumores malignos de mama. Se ha e 1+ 17 1 15 1 o1

documentado la expresiéon de este
receptor en multiples lineas celulares de

mama. Se comparo tejido sano mamario

mscv-pic O

Proliferation

con tejido con carcinoma mamario, sobre

© "MCF-10A MDA-MB-361 BT-474

GPR161

todo de tipo ductal invasivo y cancer

metastasico, todos documentado un

Figura 4. Western Blot de GPR 161

aumento de este receptor. (Feigin, M.E.
2013).
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La hipotesis de los receptores ligados a proteinas G se generd en el siglo
pasado, al sugerir la presencia de estructuras necesarias para la accion de los
ligandos. Fue entonces cuando John Newport Langel, fisiologo de Cambridge, propuso
la teoria de los receptores: “en todas las células se distinguen al menos dos
constituyentes, una sustancia principal, que se ocupa de la funcion principal de la célula
como contraccion y secrecion, y sustancias receptoras que son activadas por cuerpos
quimicos y en ciertos casos, por estimulos nerviosos”. Fue en 1905 que Langley
publicé por primera vez “Diario de fisiologia” donde hace mencién por primera vez a

sustancias receptoras. (Maehle A. H, 2004).

V. ANTECEDENTES

Como se mencioné previamente, los canceres del cuello uterino se presentan
posterior a una exposicion prolongada a lesiones preinvasoras, asi como secundarias
al grado de afeccién celular que experimenta el epitelio cervical. Desafortunadamente,
las lesiones preinvasoras del cuello uterino no presentan sintomas especificos, por lo
que la deteccion oportuna es importante para prevencidon de esta patologia por medio
de las técnicas de tamizaje empleadas actualmente. Al momento de observar
alteraciones en la citologia celular, el empleo de sustancias en el cérvix permite
visualizar areas sospechosas, las cuales se procede a biopsiar para emitir un

diagnostico definitivo.

El cancer cervicouterino es el ejemplo mas claro de los efectos notables de la
deteccion selectiva, el diagndstico precoz y el tratamiento curativo sobre la tasa de
mortalidad. Hace 50 afos, el carcinoma del cérvix era la causa principal de muerte por
cancer en las mujeres de Estados Unidos, pero la tasa de mortalidad ha disminuido en
dos tercios hasta su situacion actual como octava causa de mortalidad por cancer. En

contraste agudo con esa mortalidad reducida, la deteccion de las lesiones preinvasoras
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ha aumentado debido a un tamizaje oportuno por medio de la citologia, la colposcopia
y la biopsia cervical. Se han encontrado multiples receptores celulares expresados en
las células neoplasicas a través de los anos. Dentro de estos, llama la atencion la
expresion de los GPR, los cuales se encuentran en las superficies celulares. Estos
detectan algunas moléculas extracelulares, al interactuar con ellos se activa la
respuesta celular llevando a cabo multiples funciones como la traducciéon de sefiales
por medio de ligandos, inducir la migracion celular asi como la proliferacién celular,
regular aspectos de la tumorogénesis y regular las vias de sefialamiento en el cancer.
De tal manera, el estudio innovador de estos receptores plantea la posibilidad de

utilizarse como blancos terapéuticos (figura 2).

En estudios documentados previamente, se ha observado la participacion de
GPR’s con la fisiopatologia del cancer. Existe evidencia de que el GPR 161 se
encuentra sobreexpresado en cancer de mama, variedad triple negativo. Esta
sobreexpresion se ha vinculado con un aumento de la proliferacion y migracién de las
células basales cancerigenas del tejido mamario; también se ha visto que su
sobreexpresion se asocia a recidivas en el cancer de mama. A su vez se observa que
detener esta proteina, afecta negativamente la progresion de esta enfermedad, por lo
que este receptor puede contribuir al ser blanco para tratamientos terapéuticos para
otros tipos de cancer donde se encuentre la sobreexpresion de estos receptores

proteicos. Singh et al. (2015)

Existen otros receptores en otros tipos de cancer como el GPR 30 que se
encuentra sobreexpresado en cancer de endometrio. En el estudio de Wan et al.
(2017), una muestra de 128 menopausicas 105 pacientes (82%) presentaron sobre

expresion de la proteina GPR 30, asociandose con un peor prondstico.

Otras investigaciones han propuesto receptores como el receptor activado de
proteasa (PAR1) donde se demuestra que su sobreexpresién promueve actividad
metastasica por medio del crecimiento e invasion celular promoviendo la migracion de

células epiteliales cancerigenas Chaudhary and Kim (2021).
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Figura 4. Vias de sefalizacion celular mediadas por GPR asociadas a cancer. La
activacién de GPR activa vias de sefializacioén rio abajo, incluyendo MAPK, PI3K y
muchos otros blancos nucleares y citosdlicos. Estas activaciones participant en
numerosos procesos fisiopatolégicos como el crecimiento celular, supervivencia,
diferenciacion, iniciacion tumoral, progresion y metastasis. Adaptado de Lappano et
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Los GPRs presentan capacidad para ligarse a una gran variedad de receptores,
incluyendo anticuerpos, péptidos y moléculas pequefias. Desde hace afios se ha visto
que los GPRs regulan eventos de senalamiento rapido por medio de segundos
mensajeros, sin embargo aun no se conoce del todo el mecanismo por el cual persiste
esta respuesta durante anos. Algunos mecanismos por los cuales permanecen activos
es por medio de la transactivacion de otras moléculas de sefialamiento, incluyendo el

receptor del factor epidermal de crecimiento. Feigin (2013)

V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer cervicouterino es un problema de salud a nivel mundial por su
incidencia prevalencia y mortalidad a pesar de las estrategias de tamizaje empleadas.
Las lesiones preinvasoras del cuello uterino juegan un papel clave en esta enfermedad,
ya que se encuentran en etapas tempranas de la enfermedad y que pueden ser
tratadas de forma oportuna. Durante el periodo de enero del 2022 a enero del 2023 en
la clinica de UNEME se sometieron 100 muestras a estudio citoldgico, colposcépico
con obtencion de tejido cervical, donde se reportaron 17% de las pacientes con reporte

de lesion preinvasora del cérvix, donde oportunamente fueron tratadas.

En el Hospital Materno Infantil de Mexicali y la Clinica de Displasias UNEME se
cuenta con equipo multidisciplinario capacitado para emplear tratamiento definitivo
contra las lesiones preinvasoras de cérvix asi como cancer in situ y avanzado, sin
embargo, conforme aumenta la etapa de la enfermedad, el tratamiento suele ser mas
agresivo e invasivo, aumentando la morbilidad y mortalidad de las pacientes, asi como
los costos intrahospitalarios. La intencidn de este estudio es encontrar nuevos

mecanismos para las lesiones preinvasoras del cuello uterino como blanco terapéutico.

4.1 Pregunta de investigacion

20



¢ Existe relacidn entre la expresion de los receptores GPR en las lesiones preinvasoras

de cérvix?

VI. JUSTIFICACION

El cancer cervicouterino es una de las enfermedades mas frecuentes en el pais,
y a pesar de que existen diversos tratamientos y vacunas aun existe una alta incidencia
de esta patologia. Por esta razdn la busqueda de nuevos mecanismos involucrados en
esta patologia es importante, dentro de estos mecanismos pudieran estar involucrados
los receptores huérfanos. Actualmente se han encontrado receptores nucleares
asociados a proteinas G, los cuales se han encontrado en células involucradas en la
fisiopatologia del cancer. Por tal motivo, se estudiara la expresion de estos receptores
en muestras de pacientes con cancer cervicouterino y analizaremos su perfil de

expresion.

El cancer cervicouterino es una de las patologias malignas mas frecuentes en
México, en las mujeres conlleva el segundo lugar de cancer. Hasta el afo 2022 la
incidencia del cancer cervicouterino fue de 10,348 casos, con una mortalidad de 4,909
pacientes, su prevalencia a 5 afios fue de 33,441 casos. Esta situacién es grave, ya
que la mayoria de casos documentados, se detectan en etapas avanzadas,
conllevando a tratamientos paliativos. Durante los ultimos afios, no se han desarrollado
nuevos tratamientos para las etapas avanzadas y sus lesiones premalignas. Todo esto

se adjudica a un grave problema de salud publica.

Con esta investigacion, se pretende educar a la poblacion asi como al personal
de la salud el impacto de una deteccién oportuna por medio de estudios de tamizaje.
Todas las lesiones malignas del cérvix se presentan previamente como lesiones
preinvasoras, las cuales tienen una asociaciéon al Virus del Papiloma Humano, el cual

mediante sus mecanismos de patogenicidad promueve un componente inflamatorio.
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En este protocolo se pretende identificar el perfil de expresién de los receptores
huérfanos en las biopsias de pacientes con citologia cervical anormal, y dentro de estas
observar especificamente en las lesiones preinvasoras de cérvix. Tal muestreo fue
realizado en la clinica de displasia de UNEME en el periodo comprendido entre enero
del 2022 a enero del 2023, y llevado al laboratorio de Bioquimica de la Facultad de
Medicina de Mexicali de la Universidad Autonoma de Mexicali. Una vez concluido el
estudio se pretende realizar estudios de investigacién avanzados con el objetivo de

crear nuevos blancos terapéuticos para estas lesiones preinvasoras.

El Hospital Materno Infantil de Mexicali y la clinica de oncologia médica UNEME
no cuentan con estudios previos ni informacion acerca de la incidencia y la prevalencia
de lesiones preinvasoras y de cancer cervicouterino y mucho menos con la expresion
de receptores huérfanos. Con el protocolo de investigacion se pretende informar a la
comunidad y al personal de la salud nuevos mecanismos implicados en el desarrollo de

la patologia maligna del cuello uterino.

Vil.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. Hipdtesis
HO: Los receptores huérfanos GPR 20, 131, 139 y 161 se expresan en muestras con

lesiones cervicales preinvasoras.

H1: Los receptores huérfanos GPR, 20, 131, 139 y 161 no se expresan en lesiones

cervicales preinvasoras..

2. Objetivos

6.1.2.1 Objetivo general:
Evaluar la expresion de los receptores huérfanos GPR 20, 131, 139 y 161 en lesiones

preinvasoras de cervix.
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6.1.2.2. Objetivos especificos:
1. Caracterizar a las pacientes por tipo de lesion que presentaron.
2. Describir la incidencia de las lesiones preinvasoras e invasoras del cuello
uterino.
3. Determinar los niveles de expresion de los receptores huérfanos GPR 131
y 162 en muestras de tejido obtenidas de pacientes con lesiones de

Cérvix.

VIIL. METODOLOGIA

VIII.1. Diseno del estudio

- Tipo de estudio: prospectivo.

VIII.2. Grupo de estudio
- Poblacion: Mujeres mexicanas atendidas en UNEME Oncologia Mexicali con
lesiones cervicales diagnosticadas por reporte histopatolégico.

- Periodo de estudio: enero 2022 — enero 2023.

VIII.3. Muestreo:
- Aconveniencia.
- Se recolectaran muestras de tejido de todas las pacientes que lleguen a la

UNEME Mexicali con lesiones cervicales que requieran estudio.

VIIl.4. Criterios de seleccion:
- Criterios de inclusién:
o Muestras de pacientes atendidas en UNEME con lesiones de cérvix.
- Criterios de exclusion:
o Pacientes que no deseen participar en el estudio.
- Criterios de eliminacion:

o Pacientes que no firmen el consentimiento informado.
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o Pacientes con otras patologias cervicales como cervicitis aguda y cronica.

VIII.5. Entorno:
- UNEME oncologia Mexicali.
- Laboratorio de farmacologia y de biologia celular de la Facultad de Medicina de

la Universidad Autbnoma de Baja California, campus Mexicali.

VII.6. Pruebas de laboratorio:

- PCR-RT en tiempo real Reaccion en Cadena de la Polimerasa).

VIIL.7. Andlisis estadistico:

- El analisis estadistico se realizé mediante el software Prisma GraphPad versién
8.0. Se expresaron los resultados como medida + error estandar. La
comparacién estadistica entre dos grupos con distribucién anormal se llevd a

cabo con la prueba U-Mann de Whitney. El valor de P menor de 0.05 se

consideré como estadisticamente significativo.




VARIABLE DEFINICION TIPO INDICADOR

Receptor Proteinas localizadas Expresion relativa GPR 20
transmembrana que GPR 131
median una respuesta GPR 139
celular. GPR 161

Promiscuidad Numero de parejas Cualitativa positivo/negativo
sexuales/ > 2 parejas en
6 meses

IX. ASPECTOS ETICOS

Esta investigacion respetd el derecho de las pacientes de salvaguardar su
integridad fisica, psiquica y moral y se adoptaron las precauciones necesarias para que
los beneficios superen a los riesgos, se evalud el protocolo por parte del Comité de
Etica e Investigacion del Hospital Materno Infantil de Mexicali previo al inicio del

estudio de acuerdo con la Declaracion de Helsinki.

Se tuvo en consideracion en todo momento lo estipulado en el cédigo de
Nuremberg, los participantes se incluyeron de manera voluntaria en el estudio. Se
implementé la herramienta de recoleccion de datos por personal calificado y con las

destrezas necesarias.

Todas las pacientes tuvieron el derecho a manifestar y decidir no seguir
participando en la investigacion en cualquier momento. Se utilizaran los resultados del
estudio para abordar nuevas vias en el desarrollo del cancer cervicouterino. En todo
momento de la investigacion se mantuvo una conducta de profesionalismo y de respeto
hacia la dignidad humana, salvaguardando la confidencialidad de las participantes

como se menciona en el Cadigo internacional de Etica Médica.

Se apegd a las normas éticas institucionales y a la Ley General de Salud en
materia de experimentacion con seres humanos. La investigacion se considera con
riesgo minimo de acuerdo con la Ley general de Salud en materia de investigacion y se

ajusta a las normas institucionales. Previo a la aplicacién de la herramienta de
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recoleccion de datos se informé a la paciente ampliamente sobre el protocolo de
investigacion, se resolvieron las dudas que surgieron y se solicitdé su colaboracion para
autorizar participar en el estudio mediante la firma de un consentimiento informado.
Para llevar a cabo esta investigacién se solicitd autorizacidén del director de la UNEME

para la realizacion del estudio.

X. RESULTADOS

9.1 Caracterizacion de las pacientes con lesiones preinvasoras

En el presente trabajo, se reclutaron pacientes que acudieron a la Unidad de
Especialidades Médicas Oncologia que acudieron a realizarse colposcopia con toma
de biopsia cervical, obteniendo una n de 50 pacientes. De estas se excluyeron 21
pacientes: 2 pacientes por presentar resultado histopatolégico de pdlipo endocervical
inflamatorio, 1 paciente por carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado, 2 por
no obtener muestra suficiente para efectuar las pruebas moleculares y 16 pacientes por
presentar un diagnostico histopatoldégico de endo y exocervicitis aguda y crénica

inespecifica.

Se obtuvieron un total de 29 pacientes con diagndsticos de Lesiones
preinvasoras: 19 con lesiones de bajo grado y 10 con lesiones de alto grado. Las
caracteristicas clinicas por grupo se resumen en la tabla 5. El rango de edad de esta
poblacién de pacientes fue de entre los 16 y 55 afnos. La menarca fue alrededor de los
12 afios, con un IVSA a los 16 afios. Cuatro pacientes del grupo de LEIBG no usaban
meétodos anticonceptivos, pero la totalidad del grupo LEIAG si report6 el uso de estos.
En cuanto a las medidas antropométricas, unicamente 7 pacientes se encontraron en
normopeso, 1 en bajo peso, 8 en sobrepeso y 13 en obesidad. Se reporté tabaquismo
positivo en 3 pacientes del grupo de LEIBG y en 3 pacientes del grupo de LEIAG. El
consumo de alcohol se informd en 6 pacientes del grupo de LEIBG y en 5 de LEIAG.
Unicamente una paciente del grupo de LEIAG refiri6 consumo de cocaina. De las

participantes ninguna se habia aplicado vacuna para el VPH.
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Tabla 5. Caracteristicas clinicas de las pacientes.

LEIBG LEIAG
(n=19) (n=10)
Edad
Media 34.9 29.8
Min 16 16
Max 55 48
indice de masa corporal
Bajo peso 1 0
Normal 4 3
Sobrepeso 6 2
Obesidad 8 S}
Menarca
Media 12.8 12.4
Min 9 9
Max 16 15
IVSA
Media 16.5 16.2
Min 14 13
Max 19 20
MAC
Hormonal 7 3
Preservativo 1 2
DIU 2 2
OTB 5 3
Pap test
ASCUS 5 1
NIC | 10 7
NIC Il 0 1
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NIC I 1 1
Otros 3 0

ASCUS = atypical squamous cells of undetermined significance, por sus siglas en
inglés; NIC = neoplasia intraepithelial cervical; LEIBG = lesion escamosa
intraepithelial de bajo grado; LEIAG = lesion escamosa intraepitelial de alto grado.

Dentro de las caracteristicas sociodemograficas 17 pacientes del total se
dedicaban al hogar, 1 era profesionista, 2 estudiantes, 1 provenia de un reclusorio y 1

era sexoservidora.

9.2. Expresidn de los receptores huérfanos GPRs

Los receptores huérfanos GPR 20, GPR 139, GPR 132 y GPR161 se expresaron en
tejido cervical. Hubo una tendencia a la sobre expresion en la expresion de GPR 20 en
las pacientes con LEIBG comparadas con las del grupo de LEIAG con una p=0.4523
(figura 3). En cuanto a la expresiéon de GPR 139 existe un patron similar con una
P=0.5275 (figura 4). Los receptores GPR 132 y GPR 161 tuvieron una sobreexpresion

en LEIBG lo cual fue estadisticamente significativo.
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Expresion relativa de mRNA
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Figura?7. Expresion del mMRNA de GPR139 en lesiones
preinvasoras de cervix. Los datos analizados son la
media terror estandar.

Figura 8. Expresion del mRNA de GPR132 en lesiones
preinvasoras de cervix. Se obtuvo la expression relativa
mediant eel método AAct. Los datos analizados son la
media terror estandar. *p< 0.05 (UMann-Whitney)
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XI. DISCUSION

Con base en las caracteristicas de las pacientes sometidas al presente estudio,
podemos observar que existe poca discrepancia en el cuadro caracteristico de las
lesiones preinvasoras y de cancer cervicouterino. La literatura consultada a nivel
nacional y global documenta factores de riesgo para lesiones preinvasoras y neoplasia
cervical. Dentro de estas cabe hacer hincapié en el inicio de vida sexual a edad
temprana, multiples comparneros sexuales, tabaquismo asi como el indice de masa
corporal. La mayoria de estos factores de riesgo coinciden. Podemos afirmar que las
pacientes estudiadas se encuentran con alteraciones en el peso, donde hay predominio
de sobrepeso y obesidad grado |. El inicio de vida sexual temprana también se puede
corroborar, ya que en el presente estudio se obtuvo un promedio de 16 anos. Nuestra
guia de practica clinica define esto como el inicio de la intimidad sexual antes de los 18
afos. Secretaria de Salud. (2015). Sucesivamente podemos reforzar que estos factores
de riesgo se deben interrogar al momento de pensar en patologia del cuello uterino. Sin
embargo, llama la atencion que en el presente estudio se documentan pacientes mas
jovenes, en promedio de 29 a 34 afios quienes ya presentan lesiones precursoras para
cancer cervicouterino, siendo que el cancer cervicouterino y sus lesiones precursoras

tienden a presentarse a partir de la tercera década. Esto también puede deberse al

30



aumento de casos detectados gracias a los programas de tamizaje de cancer

cervicouterino, quien concientiza a las pacientes a realizarse citologia cervical anual.

En el presente estudio se corrobora por qué existe la expresion de estos
receptores de membrana, conocidos como GPR, los cuales pertenecen a una familia
de receptores acoplados a proteinas G, que participan de manera importante en la
transduccion de sefiales. GPR20, GPR139, GPR132 y GPR161 son receptores
huérfanos y carecen de ligando enddgeno identificado. Hasta el momento no existe
mucha informacién respecto a estos receptores en relacion premalignas del cérvix,
pero se ha corroborado que participan en distintos procesos biolégicos como
crecimiento celular, migracién, proliferacion, entre otros (Maggiolini, 2023). Sin
embargo, estos receptores se han estudiado en otras patologias como hipertension,
insuficencia cardiaca asi como neoplasias, Por tal motivo, otros receptores de esta
familia han sido utilizados como blancos terapéuticos en tumores solidos (Chadhari and
Kim, 2021). En este estudio existe una tendencia a la sobre expresion en lesiones de
bajo grado ante las de alto grado, lo que podria orientar a que tengan un papel en las
primeras etapas de la pre invasion, volviéndose un objetivo prometedor para la
identificacion de lesiones que aun en NIC se pronostique desarrollaran otros estadios

de invasion.

XIl. CONCLUSION

Los receptores GPR 20, 139, 132 Y 161 son receptores huérfanos de respuesta
temprana inmediata, cuyos efectos pueden ser inducidos en distintos tejidos en
respuesta a distintos estimulos. Se ha tratado de caracterizar el papel de esta
subfamilia de receptores en distintos procesos patologicos como en enfermedades
inflamatorias crénicas o en cancer, en las cuales pueden jugar un papel contradictorio,
lo que sustenta que sus efectos son tejido-especificos. Esta es la primera vez que se
analiza la expresion de estos en muestras de humano de tejido cervical en lesiones
preinvasoras, que pueden tener un papel desde el inicio del dafio al epitelio y participar

en la progresion de las lesiones hasta la malignidad. Al observar la expresion de estos
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receptores en las lesiones preinvasoras de cérvix, se espera dar pauta a que se inicien

nuevas lineas de investigacion tanto para métodos diagnosticos y terapéuticos.
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