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RESUMEN

Antecedentes. El cancer cervicouterino (CaCu), es una enfermedad maligna, con
una elevada incidencia en nuestro pais, actualmente, esta malignidad puede pasar
desapercibida, lo cual da lugar a que se detecte en estadios avanzados. Por lo
anterior, es importante estudiar moléculas, como la Galectina-9 que puede estar
involucrada en la progresién tumoral y en la metastasis. La expresion de Galectina-
9 puede ser regulada por citocinas como el IFN-y e IL1-B, citocinas de la respuesta
inmunoldgica innata y adaptativa. En este estudio se determiné la expresién en
tejido de Galectina-9, IFN-y e IL1-B, y su concentracion en suero de pacientes con
CaCu.

Hasta el momento no se cuenta con estudios que reporten la expresion de
Galectina-9, IFN-y e IL1-p y su concentracion en el suero de las tres proteinas en
pacientes con CaCu. Con los resultados obtenidos se establecera su expresion y
concentracion en los diferentes estadios de la enfermedad, asi como su posible
relacion con el sistema inmunoldgico en los estadios estudiados.

Objetivo general. Determinar expresion y concentracién de Galectina-9, IL1-
B e IFN-y en pacientes con cancer cervicouterino.

Material y métodos. Estudio descriptivo, observacional, transversal,
ambilectivo, homodémico, en el cual se incluyeron sueros y biopsias de pacientes
con carcinoma escamoso de cérvix de mujeres con edades de 18 a 75 afios. Las
muestras se obtuvieron de la UMAE “Manuel Avila Camacho” IMSS. Una vez que
se otorgo el suero de las pacientes, se determiné la concentracion de Galectina-9,
IL1-B e IFN-y por la técnica de ELISA. Posteriormente se solicitaron las biopsias
incluidas en bloques de parafina, a las cuales se les determind la expresion de las
tres proteinas, por la técnica de inmunohistoquimica.

Resultados. Se estudiaron 20 sueros y 20 biopsias de pacientes con CaCu,
con un rango de edad de 39 a 80 afios. Los estadios mas avanzados se detectaron
entre las edades de 50 a 69 anos y en las edades entre 30 a 49 afios los estadios
iniciales. La concentracion media de Galectina-9 en el suero de las pacientes con
CaCu fue de 4.36 ng/ml, D.E. 0.75 ng/ml, E.E. 0.17 ng/ml. En el caso de IL1-§ la
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media fue de 31.81 pg/ml, D.E. 41.65 ng/ml y E.E. 9.31 ng/ml y en el IFN-y, una
media de 59.50 ng/ml, D.E. 15.75 ng/ml y E.E. 3.52 ng/ml. No se obtuvieron
diferencias significativas de la concentracién de las proteinas con respecto al tipo
histolégico y estadio en pacientes con CaCu.

En cuanto a la determinacion de la expresion de las proteinas en tejido, se
procesaron 20 laminillas, de las cuales el 20% fue positiva para Galectina-9, el 10%
fue positiva para IL1-B y 0% fue positiva para IFN-y. Las biopsias positivas para
Galectina-9 se expresaron con mayor positividad en estadio Il y IV. Las biopsias
positivas a IL1-p pertenecian a pacientes con edades de 69 y 70 afnos, ambas con
cancer epidermoide y distinto estadio. La expresion de IL 1-p se aprecié a nivel de
macrofagos. La expresion de IFN-y fue negativa en las biopsias.

Conclusiones. Se determin6 que Galectina-9, IL1-f e IFN-y no se

encuentran modulando la respuesta inmunoldgica en este tipo de cancer.

Palabras clave. Cancer cervicouterino, Galectina-9, IL1-B, [FN-y,

concentracion, expresion.

Vil



INDICE

Resumen
1. Antecedentes
1.1 Antecedentes generales
1.1.1 Definicién de cancer cervicouterino
1.1.2 Epidemiologia del cancer cervicouterino
1.1.2.1 Panorama mundial
1.1.2.2 México

1.1.3 Factores de riesgo asociados con cancer cervicouterino

1.1.4 Clasificacion de lesiones cervicales

1.1.5 Tipos, diagndstico y estadificacion del cancer

cervicouterino

1.1.6 Respuesta inmunoldgica al cancer y microambiente tumoral

1.1.7 Galectinas
1.1.7.1 Galectina-9
1.1.8 Citocinas
1.1.8.1 Interferébn gamma (IFN-vy)
1.1.8.2 Interleucina 1 beta (IL1- B)
1.2. Antecedentes especificos
2. Justificaciéon
3. Planteamiento del problema y pregunta de investigacion
4. Objetivos
4.1 Objetivo general
4.2 Objetivos especificos
5. Material y métodos
5.1 Disefio de estudio
5.2 Ubicacion espacio-temporal

5.3 Universo de trabajo

Vi

A OB N & A A a o

(o2 TN &)

10
11
12
15
16
16
16
17
17
17
17
17



5.4 Poblacion de estudio
5.5 Tipo de muestreo
5.6 Tamafio de la muestra
5.7 Criterios de seleccion de la muestra
5.7.1 Criterios de inclusién
5.7.2 Criterios de exclusién
5.7.3 Criterios de eliminacién
5.8 Definicion de las variables y escalas de medicion
5.8.1 Definicion de las variables
5.8.2 Escalas de medicion
5.9 Estrategia de trabajo
5.9.1 Método de recoleccién de datos
5.9.2 Técnicas y procedimientos
5.10 Andlisis estadistico
6. Resultados
7. Discusion
8. Conclusiones
9.Perspectivas del estudio
10.Bibliografia
11.Anexos
11.1 Anexo 1. Sistema de clasificacion BETHESDA
11.2 Anexo 2. Estadificacion del cancer cervicouterino
11.3 Anexo 3. Definicién operacional y conceptual de las variables
11.4 Anexo 4. Escalas de medicion de las variables
11.5 Anexo 5. Formato de consentimiento informado
11.6 Anexo 6. Bioética
11.7 Anexo 7. Descripcidn de las técnicas de medicidn
11.7.1 Técnica de ELISA
11.7.1.1 ELISA para deteccion de Galectina-9
11.7.1.2 ELISA para deteccion de Interleucina 1-3

11.7.1.3 ELISA para deteccion de Interferén-y

18
18
18
18
18
19
19
19
19
20
20
21
21
22
23
44
49
49
50
56
56
58

61
63
67
68
68
68
70
72



11.7.2 Técnica de Inmunohistoquimica
11.7.2.1 Inmunohistoquimica para Interleucina 1- 8
11.7.2.2 Inmunohistoquimica para Interferén - y
11.7.2.3 Inmunohistoquimica para Galectina-9
11.8 Anexo 8. Formato de concentracion de datos

11.9 Anexo 9. Logistica

74

77
79
82
83



LISTA DE CUADROS

Tabla 1. Concentracion de Galectina-9, IL1-B e IFN-y obtenida en el suero de
pacientes con CaCu. Se muestra la Media, Desviacion Estandar y Error
E St ANAaAr. ... 25
Tabla 2. Comparacién de las concentraciones de Galectina-9, IL1-p e IFN-y entre
los distintos tipos histolégicos. Se muestrala Media+ EE............................... 25
Tabla 3. Comparacién de las concentraciones de Galectina-9, IL1-p e IFN-y entre
los estadios de CaCu. Se muestralaMedia+tEE.....................l. 26
Tabla 4. Concentraciones de Galectina-9, IL1-B e IFN-y y caracteristicas de las
PACIENTES CON CaACU. ...t e et e e 27

Tabla 5. Expresién de Galectina-9 y concentracion de las proteinas en pacientes

(o] o T 7= 10 1 P 29
Tabla 6. Expresion de IL 1- By concentracion de las proteinas en pacientes con
7 T 33
Tabla 7. Expresion de IFN-y y concentracion de las proteinas en pacientes con
7T 36

LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Incidencia de cancer a nivel Internacional en el sexo
L= .41 011 o TSP 2

Figura 2. Incidencia de cancer en México en 2018, sexo femenino, todas las

=T F= T L= 3
Figura 3. Escape inmune tumoral......... ..o 10
Figura 4. Distribucion del tipo histologico en pacientes con CaCu..................... 23
Figura 5. Numero de pacientes por rango de edad y estadio de CaCu................ 24
Figura 6. Expresion de Galectina-9 positiva (40X).........cccooviiiiiiiiiieee, 30
Figura 7. Expresion de Galectina-9 positiva (40X)........ccoooviiiiiiiiiiieee, 31
Figura 8. Expresion de Galectina-9 positiva (40X)........cooooviiiiiiiiiieee, 31
Figura 9. Expresion de Galectina-9 positiva (40X)........ccoooviiiiiiiiiieee, 32

Xl



Figura 10. Expresion de IL 1-B positiva (40X)......cooiiiiiiiee 34
Figura 11. Expresion de IL 1-B positiva (40X)......cooiiiiiiie, 35
Figura 12. Correlacién entre la concentracion de Galectina-9 e Interleucina 1-p...37
Figura 13. Correlacion entre la concentracion de Galectina-9 e Interferon-y....... 38
Figura 14. Concentraciones séricas de Galectina-9 e Interleucina 1-p en pacientes
CON CANCET CEINVOCPULETINO. ... ettt e e ees 39
Figura 15. Concentraciones séricas de Galectina-9 e Interferon-y en pacientes con
CANCEI CEIVICOULEIINO. ...\ttt ans 40
Figura 16. Concentraciones séricas de Interleucina 1-f e Interferén-y en pacientes
CON CANCET CEIVICOULEIINO . ...ttt e e ae e 41

Figura 17. Concentracion sérica de Galectin-9 y edad en pacientes con cancer
Fo7=T V70 U1 (=T oo T T 42
Figura 18. Concentracion sérica de Interleucina 1-B e Interferon-y y edad en

pacientes con Cancer CerviCoOUterinO............oov ittt e, 43

LISTA DE ABREVIATURAS

ARNm: Acido Ribonucleico mensajero

BUAP: Benemérita Universidad Autébnoma de Puebla
CaCu: Cancer Cervicouterino

CEVU: Células Endoteliales de la Vena Umbilical
CIBIOR: Centro de Investigacion Biomédica de Oriente
CMH: Complejo Mayor de Histocompatibilidad

CMN: Centro Médico Nacional

DRC: Dominio de Reconocimiento de Carbohidratos
ELISA: Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas
FM: Facultad de Medicina

FNT: Factor de Necrosis Tumoral

Xl



HU: Hospital Universitario

IFIl: Inmunofluorescencia Indirecta

IFN: interferén

IFN-y: interferon gamma

IL1-B: interleucina 1 beta

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social
HE: Hospital de Especialidades

HLA: Antigenos Leucocitarios Humanos
LIEAG: Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto Grado
LIE: Lesion Intraepitelial Cervical

LEIBG: Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado
MAC: Manuel Avila Camacho

uM: micrometros

ml: mililitros

NK: Natural Killer

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

pg: picogramos

SB: Sistema Bethesda

THP-1: Linea Celular Monocitica

UMAE: Unidad Médica de Alta Especialidad
VHS-2: Virus Herpes Simple tipo 2.

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

VPH: Virus del Papiloma Humano.

Xl



Gonzélez-Ronquillo M.A., 2019 “Determinacidn de la expresion y concentracién de Galectina-9, IFN-y e IL1-f en m
pacientes con CaCu”

1. ANTECEDENTES

1.1  ANTECEDENTES GENERALES

1.1.1 DEFINICION DE CANCER CERVICOUTERINO.

El Cancer Cervicouterino (CaCu) es una enfermedad maligna caracterizada
por un crecimiento descontrolado y diseminado de células anormales en el cuello
del utero, en caso de no detectarse y tratarse a tiempo puede conducir a la muerte
(1). La parte del cuello uterino mas cercana al cuerpo del utero se llama endocérvix.
La parte préxima a la vagina, es el exocérvix (o ectocérvix). Los dos tipos principales
de células que cubren el cuello del utero son células escamosas (en el exocérvix) y
las células glandulares (en el endocérvix). El punto en el que estos tipos de células
se encuentran se llama zona de transformacion, en esta zona se origina la mayoria

de los canceres de cuello uterino (2).

1.1.2  EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER CERVICOUTERINO

1.1.2.1 PANORAMA MUNDIAL

El CaCu, de acuerdo a las ultimas estadisticas del GLOBOCAN 2018, se
ubica como el cuarto cancer mas frecuentemente diagnosticado (Figura 1), con un
estimado de 570 000 casos y 311 000 muertes en el afio 2018 a nivel mundial. El
CaCu representa la cuarta causa de muerte por cancer en las mujeres (3).

En el 2018, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) report6 que las tasas
con mayor incidencia por CaCu se presentaron en Africa del Sur y Sureste de Asia,

con una tasa de incidencia de 43.1 y 17.2 x 100 000 mujeres, respectivamente (3).
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Figura 1. Incidencia de cancer a nivel internacional en el sexo femenino.
Grdfica modificada de Global Cancer Statistics (35).

1.1.2.2 MEXICO

En México, de acuerdo al reporte del GLOBOCAN 2018, el CaCu ocupa el
tercer lugar en incidencia, el cancer de mama el primer lugar y el de tiroides el
segundo (figura 2) (4); comparandolo con el reporté del GLOBOCAN 2012, que situo
al CaCu en el segundo lugar en incidencia (5). Actualmente, México tiene una tasa
de incidencia de 10.3-14.7 por cada 100 000 habitantes y una tasa de mortalidad de
4.4-7.1 por cada 100 000 habitantes, lo cual coloca al CaCu en segundo lugar de

mortalidad por casos de cancer en el sexo femenino (4).

En el afo 2014 se reportaron 259,146 defunciones, de las cuales los tumores
malignos representaron el 14.6% de las muertes en mujeres (38,046). El cancer de
mama y el CaCu ocasionaron en conjunto el 26% de todas las defunciones por

cancer en mujeres (6).
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Figura 1. Incidencia de cdancer en México en 2018, sexo femenino, todas las
edades. Grafica modificada de International Agency for Research on Cancer,
Globocan 2018.

En el afno 2013, en el grupo de mujeres de 25 afios y mas, se registraron
3771 defunciones por CaCu con una tasa cruda de 11.3 defunciones por 100,000
mujeres (7).

La edad representa un factor de riesgo para el desarrollo de CaCu,
mostrando un incremento a partir de los 35 afos, siendo el grupo de 50 a 59 afios
de edad quien registra el mayor porcentaje con alrededor del 30% de todos los
casos registrados para el afio 2014; la edad promedio de presentacion de CaCu es
de 49.2 anos (6).

En el 2013, las entidades con mayor mortalidad por CaCu fueron: Morelos
(18.6), Chiapas (17.2), Veracruz (16.4), Sonora (15.9), Guerrero (14.1), Oaxaca
(13.4) y Michoacan (12.9) (6). Durante el mismo afno, el estado de Puebla registrd
una tasa de defuncién de 12.7 por 100,000 mujeres de 25 afios y mas, ocupando el

octavo lugar a nivel nacional en esta patologia (7).
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1.1.3  FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS CON CANCER CERVICOUTERINO

Para algunos tipos de cancer, las causas que dan origen a su desarrollo
permanecen desconocidas (1). Diversos estudios epidemiolégicos, moleculares y
experimentales han demostrado que el Virus del Papiloma Humano (VPH) es el
agente etiolégico del CaCu (8).

Los cofactores asociados con el desarrollo de CaCu, ademas de la infeccion
por VPH,se pueden clasificar en tres grupos: (1) cofactores ambientales o
exdgenos, como uso de anticonceptivos orales (AO), tabaquismo, dieta,
traumatismo cervical, coinfeccion con virus de la inmunodeficiencia humana (VIH);
(2) cofactores virales, tales como el VPH y su coinfeccidén con otros tipos de virus o
variantes de VPH, carga viral; (3) cofactores del huésped, como factores
hormonales, factores genéticos como el antigeno leucocitario humano y los

relacionados con la respuesta inmunoldgica del huésped (9).

1.1.4 CLASIFICACION DE LESIONES CERVICALES

En Estados Unidos y en México se emplea el Sistema Bethesda (SB) para el
informe de los resultados de la prueba de Papanicolaou (10), la cual es una técnica
de tincion que se lleva a cabo en las células obtenidas del cuello uterino, con el fin
de observarlas al microscopio y asi detectar si hay alteraciones celulares que
indiquen una alteracion premaligna o maligna (2).

La clasificacion del Sistema Bethesda para el reporte de lesiones

intraepiteliales se describe en el Anexo 1 (10).

1.1.5 TIPOS, DIAGNOSTICO Y ESTADIFICACION DEL CANCER CERVICOUTERINO

Existen dos tipos principales de CaCu: el carcinoma de células escamosas y
el adenocarcinoma. El carcinoma de células escamosas se origina en las células
del exocérvix y representa el 70% de todos los tipos de cancer de cuello uterino. El
adenocarcinoma se origina en las células glandulares del endocérvix y abarca el

25% de los tipos de cancer (2,11).
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Esta neoplasia se diagndstica a través del estudio histopatolégico mediante
una biopsia dirigida, ya sea mediante colposcopia en caso de observarse una lesion
o mediante toma directa si existe tumor visible (12).

El sistema de la Federacién Internacional de Ginecologia y Obstetricia
(FIGO) clasifica el cancer de cuello uterino tomando en cuenta tres factores: el
tamano o el alcance del cancer (T), si el cancer se ha propagado a los ganglios
(nédulos) linfaticos (N), y si se ha propagado a partes distantes (M) (2). La
estadificacion continua siendo clinica, utilizando la ultima modificacién de la FIGO
en el afio 2009, (Anexo 2) (12,13).

1.1.6  RESPUESTA INMUNOLOGICA AL CANCER Y MICROAMBIENTE TUMORAL

Entre las funciones del sistema inmunologico, ademas de proteger al
hospedero de patégenos, es reconocer y eliminar células disfuncionales a través de
un proceso llamado inmuno-supervivencia. Tanto las infecciones virales como el
cancer, tienden a evadir al sistema inmunoldgico para evitar su deteccion. Entre los
mecanismos de evasién tenemos: la inhibicion de las células Natural Killer (NK), de
las células dendriticas, y de los macréfagos, lo que lleva a interrupcién de la
presentacion de los antigenos tumorales por células presentadoras de antigenoy a
la creacion de un microambiente tumoral inmunosupresor (14).

Las vias del sistema inmune innato y de la supresion tumoral comparten
algunas similitudes, tales como, la induccién de la expresion de Interferén (INF) por
receptores de reconocimiento a infecciones virales o por el dafio molecular asociado
al cancer; la activacion de receptores del Factor de Necrosis Tumoral (FNT) y
subsecuente apoptosis de las células neoplasicas o infectadas. Sin embargo, la
evasion de estas vias por una infeccion viral como la del VPH representa un riesgo
elevado para que la célula infectada experimente una transformacion maligna (14).
Por otra parte, este virus expresa las proteinas E6 y E7 que respectivamente, son
capaces de bloquear a las proteinas reguladoras del ciclo celular p53 y Rb,
evadiendo la muerte por apoptosis dando lugar a alteraciones en el crecimiento

normal y diferenciacion del epitelio cervical, seguidas de una acumulacién de
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errores genéticos (clastogénesis) considerados la base de la transformacién tumoral
(15).

Se considera que el reconocimiento de células tumorales por el sistema
inmunitario y el establecimiento de las mismas ocurre en tres fases. Fase |,
eliminacion: el sistema inmunitario reconoce células cancerosas por medio de sus
antigenos tumorales y las establece como objetivo para su destruccion. En el
proceso, algunas células adquieren mutaciones que les permiten resistir a la
destruccion inmunitaria. Fase Il, equilibrio: persisten cifras bajas de células
anormales, pero la respuesta inmunitaria adaptativa mantiene a raya su
proliferacion y diseminacion. Fase lll, escape: las mutaciones adicionales en las
células tumorales sobrevivientes, favorece su capacidad para el crecimiento
inmortal y la metastasis (16).

Se han descrito diversos mecanismos involucrados en el escape
inmunolégico, entre estos se mencionan: a) alteraciones en la presentacion del
antigeno; b) activacion de sefiales coestimuladoras negativas, también llamados
puntos inhibitorios inmunolégicos, los cuales incluyen Antigeno-4 asociado al
Linfocito T citotoxico (CTLA-4), ligando 1 de muerte programada (PD-L1), gen de
activacion linfocitica-3 (LAG-3) y mucina 3-inmunoglobulina del linfocito T (TIM-3);
y ¢) elaboracion de variedad de factores inmunosupresores, tales como factor de
crecimiento transformante-p (TGF-B), interleucina (IL)-10, e indolamina 2,3-
dioxigenasa (IDO) (17).

Aunado a lo anterior, existen proteinas como las galectinas que han sido
implicadas en el control o desarrollo del cancer. Las galectinas en diversas
enfermedades malignas han sido ampliamente estudiadas, hasta el momento se
conoce que las funciones de estas proteinas son distintas en cada tipo de cancery

esto hace complejo su estudio (18).

1.1.7 GALECTINAS

Las Galectinas son una familia de proteinas (19) que reconocen glicanos,
fueron aisladas por primera vez en 1976 del tejido muscular de pollo y ternera. Han

sido nombradas en orden de su descubrimiento (18), siendo 19 tipos identificados
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hasta el momento (20). Galectina-1, -2, -3, -4, -5, -7, -8, -9, -10, -12, -13 y -14 se
encuentran presentes en humanos (18).

Estas proteinas son conocidas por su capacidad para unirse a azucares -
galactésidos, unidos tanto en O-glicanos como en N-glicanos. Las funciones
bioldgicas de una Galectina particular son distintas segun el tejido donde se exprese
y la disponibilidad de ligando (21). Cada Galectina tiene un Dominio de
Reconocimiento de Carbohidratos (DRC) (22) y son clasificadas de acuerdo al
numero y estructura de este DRC, lo cual ha sido utilizado para dividirlas en:
prototipo, quimera y repeticion en tandem (18). Las Galectinas tipo tandem se
caracterizan por la presencia de dos DRC homdélogos (22,23), estos DRC estan
conectados por un pequero péptido de enlace (24), siendo las Galectinas -4, -5, -8,
-9y -12 las que componen este grupo (18).

Las Galectinas modulan diversas vias de sefAalizacion tanto a nivel
extracelular como a nivel intracelular. Cuando se encuentra fuera de las células
puede interaccionar con moléculas de la superficie celular, como glicoproteinas y
glicolipidos (24). A este nivel, las galectinas interactuan con receptores glicosilados
por medio de interacciones proteina-glicanos y proteina-proteina (23). A nivel
intracelular modulan vias de senalizacion mediante la interaccion con proteinas
nucleares y citoplasmicas (24). Por otra parte, regulan la supervivencia de linfocitos
y su actividad, e incluso interactuan con la maquinaria de splicing (corte y
ensamblado) del acido ribonucleico (ARN) (23).

En el momento en que ocurre la union de una Galectina con un glicolipido o
glicoproteina que contiene beta-galactésidos de la membrana plasmatica, las balsas
lipidicas se agrupan, lo que favorece el recambio de receptores endociticos, la
sefnalizacion de vias de transduccion, la maduracion y la activacion de linfocitos y
neutrofilos, y la apoptosis. Estos procesos conducen a fagocitosis, estallamiento
oxidativo y liberacion de proteasas (21).

En general, las Galectinas juegan un papel modulador en la adhesion,
proliferacion celular, apoptosis, quimioatraccion e inmunomodulacién de la
inflamacion (24), y a nivel oncoldgico tienen un papel fundamental en la progresién

o control del cancer (21).
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1.1.7.1 GALECTINA-9

La Galectina-9 esta formada por un DRC N-terminal de 148 aminoacidos y
un DRC C-terminal de 149 aminoacidos (25).

Estudios recientes han indicado que el DRC C-terminal de Galectina-9 es el
determinante primario del reconocimiento del receptor y la sefalizacion en la
destruccion de las células T. Por otra parte, el DRC N-terminal ha presentado mayor
efectividad en la activacion de células dendriticas (26,27).

A nivel inmunoldgico, Galectina-9 ha sido identificada como un potente
quimioatrayente de eosindfilos producido por células T (28), y juega un papel
importante en la respuesta inmune y reacciones alérgicas (21). Ademas, cuenta con
un papel multifacético en el desarrollo y homeostasis de las células T (25):

e Se encuentra involucrada en la seleccién timica de células T.

e Promueve la diferenciacion de las células T nativas en células T reguladoras
(Tregs) mediante la potenciacion de la expresion de Foxp3, el marcador
responsable para la diferenciacion de células T reguladoras.

¢ Induce apoptosis de células T maduras diferenciadas via TIM-3 en CD4* T
cooperadoras 1 (Th1) y células Th 17, y en menor medida en células T
citotoxicas CD8+/TIM-3+ (25,29)(Fig.3).

El efecto de Galectina-9 sobre las células T activadas es dependiente de la
concentracion. A concentraciones mas altas, Galectina-9 induce la apoptosis de las
células T activadas (CD8+ y CD4+), pero en concentraciones menores incrementa
la produccion de citocinas por activacion de células T (30).

Galectina-9 a nivel oncoldgico exhibe caracteristicas pro y antitumorales,
esto dependera de su concentracion, del tipo de tumor en el que se exprese y del
grado de progresion de la enfermedad (30). Los efectos que se han estudiado en
relacion al cancer son los siguientes:

1. Transformacién celular. A nivel oncolégico existe una correlacion
negativa entre la expresion de Galectina-9 y transformacién maligna (30). En cancer
de cérvix, la disminucidbn en su expresion se asocia con un menor grado de

diferenciacién del tumor (31).
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2.Apoptosis. El efecto pro-apoptético de Galectina 9 es dependiente de la
presencia de B-galactdsido y la sefializacion parece ocurrir a través de NF-xB y la
via calcio-calpaina-caspasa-1 en células T (32) esto a su vez dependera de sus
ligandos y del tipo celular (30), como es el caso con el ligando TIM-3 (29).

3.Adhesion, migracion y metastasis. Galectina-9 se encuentra involucrada
con la matriz celular, lo que lleva a regulacion de la adhesion y metastasis (32).
Suprime el desprendimiento de células tumorales de sitios primarios y su adhesién
a la matriz extracelular (MEC). La agregacion celular incrementa con niveles
elevados de Galectina-9, mientras que disminuye con concentraciones bajas de
Galectina-9. Las lesiones metastasicas presentan baja o nula expresion de
Galectina-9 (30). En relacién al carcinoma de cérvix de alto grado se han reportado
niveles muy bajos (25).

4.Escape inmunolégico tumoral. Galectina-9 ha sido caracterizada como
un quimioatrayente de eosindfilos (32) y estos han sido asociados con actividad anti-
tumoral (30), consecuentemente la presencia de estas células inmunologicas se
encuentran asociadas con buen prondstico (32).

Por otra parte, también se ha demostrado que Galectina-9 induce apoptosis
en células inmunoldgicas como células T CD4* cooperadoras tipo 1 (Th1) y células
T CD8* citotéxicas (Tc) (32). Para que Galectina-9 induzca la apoptosis de células
CD8+ requiere del ligando TIM-3, el cual ha sido caracterizado (30). Por otra parte,
este ligando da lugar a células fatigadas, las cuales tienen la capacidad de
reconocer antigenos, pero no llevan a cabo la actividad habitual que es la expresion
de IFN-y, esto se ha asociado con la molécula de muerte programada y su ligando
(PD-L1) (29) del cual se desconoce la regulacion de su expresién (33) (Figura 3).

5. Angiogénesis. A este nivel se especula que Galectina-9 atrae eosinofilos
e incrementa las células dendriticas (30), lo cual libera factores de crecimiento
angiogénico como el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (32).

Tomando en cuenta lo anterior, se puede concluir que la expresion de
Galectina-9 inhibe la progresion del cancer (21) y se encuentra inversamente

asociada con diferenciacion celular y mayor malignidad en el cancer de cérvix (18).
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Figura 2. Escape inmune tumoral. Se aprecia la célula tumoral y
expresion de Galectina-9, la cual a través del ligando TIM-3 lleva a

apoptosis de linfocitos T CDS8". Figura modificada de Cedeno y
Dimitroff (29)

1.1.8 CITOCINAS

1.1.8.1 INTERFERON GAMMA (IFN-7)

Los IFNs son de tipo 1 (IFN-a, IFN-B) y tipo 2 (IFN-y) (34). El IFN-y cuenta
con dos receptores, el receptor 1 de interferon-y (IFNGR1) y el receptor 2 de
interferon-y (IFNGR2) (35). Una de las vias, a través de las cuales actuan los IFNs
es a través de la Janus-cinasas-transductores de la sefal y activadores de la
transcripcion (Jak-STAT) (34).

El IFN-y se encuentra implicado en la respuesta inmune adaptativa y es
producido por linfocitos Th1, Tc y por células NK. Ademas de su efecto antiviral
posee una importante actividad inmunomoduladora. Incrementa la expresiéon de
antigenos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) clase | (CMH-I) y clase
[I (CMHII) en varios tipos celulares (36), lo que facilita su funcién presentadora de
Ag y activacion de los macréfagos, incrementando asi su capacidad de defensa

contra las infecciones (37).
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El IFN-y al actuar sobre las células NK, aumenta su actividad citolitica e
incrementa su efecto antitumoral (37). A nivel oncolégico los linfocitos y el IFN -y
colaboran para proteger contra el desarrollo de sarcomas inducidos por
carcinégenos y carcinomas epiteliales espontaneos, asi como para seleccionar
células tumorales con inmunogenicidad reducida. Se ha demostrado que el IFN -y
controla la inmunogenicidad de las células tumorales, posiblemente como resultado
de su seleccion en el microambiente tumoral (38).

Imaizumi et al en el afio 2002 reportaron que IFN-y estimulé la expresién de
Galectina-9 en Células Endoteliales de la Vena Umbilical (CEVU). Se reportd que
Galectina-9 puede jugar algun papel fisiolégico sobre la superficie de la membrana
en las células endoteliales vasculares, ya que se ha visto que CEVU estimuladas
con IFN-y presentan una mayor adhesion de los eosinofilos EoL-1, que es inhibida
cuando se incuba con un anticuerpo antigalectina. El estudio concluyé que
Galectina-9 es producida por células endoteliales estimuladas con IFN-y y es
expresada en el endotelio de lesiones inflamatorias (39).

Si bien, los mecanismos de regulacién de Galectina-9 sobre la apoptosis y
proliferacion no se entienden completamente, si influyen en los efectos diferenciales
de Galectina-9 en la proliferacion frente a apoptosis de las células cancerosas, como
en el caso de las células endoteliales, donde el IFN-y detiene el ciclo y la

proliferacion celular (30).

1.1.8.2 INTERLEUCINA 1 BETA (IL-1 p)

La interleucina 1 (IL-1) es un mediador inflamatorio y componente
importante de la inmunidad innata y adaptativa (40). La IL-13 es producida por
células presentadoras de antigeno (41). Existen dos formas, IL1 alfa (o) e IL1 beta
(B), ambas comparten el mismo receptor y ejercen efectos biolégicos similares (14).
Una vez que la interleucina se une al receptor de la membrana celular, la sefal es
transferida al nucleo, donde los genes son activados. Esto es paralelo a la

modulacion de los mecanismos de defensa locales y sistémicos (42).
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En el microambiente tumoral, la IL1-f es expresada por células mieloides
tales como células dendriticas, macrofagos, monocitos, y neutrofilos, ademas de
diversas células epiteliales (40). La IL1-B, participa en estimular la produccion de IL-
17 y la generacion de células T yd antitumorales, las cuales producen IFN-y,
citocinas y favorecen la inmunidad mediada por linfocitos T CD8* (41).

Se ha considerado que la IL1-B tiene efectos sobre la angiogénesis y
proliferacion celular (42), lo cual facilita el crecimiento tumoral (41). También se ha
demostrado que la expresiéon de IL1 en el sitio de desarrollo tumoral favorece la
expresion en las células endoteliales de moléculas de adhesion y tumorales, lo que
facilita la invasion de células malignas en la circulacion y su diseminacion a tejidos
lejanos, lo que conocemos como metastasis (43). Al mismo tiempo, se ha reportado
que puede desempefiar un papel positivo al activar el sistema inmune y mejorar el
reconocimiento y la inmunogenicidad del tumor liberador de IL1, seguido de la

activacion de la respuesta inmune antitumoral (40).

1.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Matsumoto y cols., en el 2002, reportaron que Galectina-9 exhibe diversas
actividades biolégicas tales como quimioatraccion, agregacion celular, induccion de

produccion de superdxido y aumento en la supervivencia de eosindfilos (44).

Matsuura y cols., en el 2009 realizaron un estudio in vitro en el que se
examino la expresion del ARNm de citocinas inflamatorias tales como IL1-a e IL1-$
en monocitos THP-1 (linea celular monocitica) transfectadas transitoriamente con
un vector de expresion que contiene el marco de lectura para Galectina-9.
Encontraron que los niveles de ARNm de las citocinas (IL1-qa, IL1 -B) aumentan. La
expresion de Galectina-9 aumenté la actividad de los promotores de genes de IL1-
a, IL1-B e INF-y, lo que sugiere que Galectina-9 intracelular puede inducir genes de

citocinas inflamatorias en monocitos (24).
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Thijssen y cols., en el 2015, hicieron mencién de que en algunos tipos de
cancer Galectina-9 se reporta con expresion disminuida, mientras que otros
estudios encuentran un aumento en su expresion, como en cancer oral, pancreatico
y linfoma de Hodgkin. Por lo que se requiere profundizar en estudios para
comprender el papel de Galectina-9 en la transformacion maligna en diferentes tipos

de cancer (45).

Yamauchi A. y cols., en el 2005, evaluaron la expresion de Galectina-9 por
técnica de inmunohistoquimica en tejido tumoral de 84 pacientes con cancer de
mama. A las pacientes se les dio seguimiento durante 14 anos. Cuarenta y dos
tumores de las 84 pacientes fueron positivos a Galectina-9, 19 de 21 pacientes con
metastasis a distancia fueron negativos a Galectina-9. La supervivencia libre de
enfermedad para pacientes positivos a Galectina-9 fue mas favorable, que para el
grupo negativo a Galectina-9 (p<0.001). Ademas, la expresion de Galectina-9
cambié de acuerdo al grado de diferenciacién, y tumores poco diferenciados con

baja expresién de Galectina-9, exhibieron mayor potencial metastasico (46).

Choi Sl y cols., en 2017, examinaron la expresion de Galectina-9 por técnica
de inmunohistoquimica en 619 pacientes con cancer gastrico sometidos a
gastrectomia. De 619 pacientes, Galectina-9 se expres6é en 327 (52.8%) y fue
negativa en 292 pacientes. Se encontraron diferencias significativas con respecto al
sexo, diagnéstico, tamafo del tumor, profundidad de invasion, metastasis a ganglios
linfaticos y estadio posoperatorio. Los tumores negativos a Galectina-9, se
asociaron con elevacion en el estadio T y N. Las curvas de supervivencia de
enfermedad mostraron que el grupo positivo a Galectina-9 tenian una mortalidad

mas baja comparada con el grupo negativo a Galectina-9 (p<0.001) (47).

Liang M. y cols., en el 2008, determinaron la concentracién de Galectina-9 en
suero por medio de la técnica de ELISA en 29 pacientes con CaCu, 45 con Lesion
Intraepitelial Escamosa (LIE) y 26 con epitelio normal. Se obtuvo una concentracion

de Galectina-9 en pacientes con CaCu de 27.15 ng/L, en pacientes con LIE de 21.20
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ng/L y en mujeres sanas en 7.43 ng/L. Se realizaron ensayos inmunohistoquimicos
para detectar la expresién de Galectina-9 en tejido tumoral en cuatro biopsias, dos
de las pacientes con concentracion mas alta de Galectina-9 en suero mostraron una
expresion elevada de Galectina-9. y las otras dos reportaron inmunotincion
moderada. Lo anterior sugirid, que parte del suero de Galectina-9 podria ser

producido por tejido del cancer de cérvix (48).

Liang M. y cols., en el 2008, evaluaron la expresion en tejido de Galectina-9
y E-cadherina a través de inmunohistoquimica en 23 muestras con epitelio
escamoso normal, 17 con Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) y 38 con Carcinoma
de Células Escamosas (CCE). Debido a que E-cadherina participa en la adhesion
célula-célula en el epitelio y que la adhesion esta involucrada en la transformacion
maligna, fue importante establecer la correlacion entre Galectina-9 y E-Cadherina.
En las muestras con NIC y CCE, la tincién de Galectina-9 fue significativamente
mas baja con respecto al epitelio normal. La expresion de E-cadherina en NIC y
CCE fue también significativamente mas bajas que en el epitelio normal. La
expresion de Galectina-9 y E-cadherina en LIEAG (Lesion Intraepitelial Escamosa
de Alto Grado) fue significativamente mas baja que en LIEB (Lesion Intraepitelial
Escamosa de Bajo Grado), indicando que la disminucién en la expresiéon de ambas
proteinas puede ligarse al incremento del potencial maligno. Estableciendo que la

pérdida de E-cadherina ha sido involucrada en la transformacién maligna (31).

Punt S. y cols., en el 2015, evaluaron la expresion de Galectina-1,-3y -9y la
asociacion con parametros clinico-patolégicos en cancer de cérvix. Empleando la
técnica de inmunofluorescencia se procesaron 160 muestras de CCE. Galectina-9
sélo se expreso en el 11% de las biopsias. Galectina-1 se expresé en el estroma y
Galectina-3 en el epitelio. Galectina-1, -3 y -9, presentaron baja expresién en las
células del endotelio. La alta expresion de Galectina-1 se correlacioné
significativamente con pobre supervivencia libre de enfermedad. La expresién de
Galectina-9 mostré tendencia hacia mejorar la supervivencia, pero no fue

significativa (49).

14



Gonzélez-Ronquillo M.A., 2019 “Determinacidn de la expresion y concentracién de Galectina-9, IFN-y e IL1-f en m
pacientes con CaCu”

2. JUSTIFICACION

El CaCu continua siendo un problema primordial de la salud publica por su
elevada morbimortalidad a nivel mundial y en nuestro pais. En México, el CaCu
ocupa el tercer lugar en incidencia con una tasa de 11 x 100 000 mujeres. A nivel
internacional se encuentra en el 4° lugar en incidencia y mortalidad de casos de
cancer en el sexo femenino.

Se tiene el conocimiento de que un proceso inflamatorio puede asociarse con
el desarrollo o progresion del cancer. Sin embargo, se cuenta con limitada
informacion en cuanto al comportamiento del mecanismo inmunoldgico y la
participacion en el cancer de la Galectina-9, la IL1-B y el IFN-y en pacientes con
CaCu.

Los resultados obtenidos en esta investigacion nos permitiran determinar
tanto la expresién de Galectina-9, IFN-y e IL1-p en el tejido de las pacientes con
CaCu y su concentracién en el suero de las mismas pacientes. Se establecera su
expresidon y concentracion en las pacientes con CaCu, evaluando si podrian existir
cambios que se relacionen con el estado inmunoldgico de las pacientes o con
estadio de la enfermedad.

Actualmente se cuenta con métodos de tamizaje para la deteccidén oportuna
del CaCu, sin embargo, no ha sido suficiente para lograr disminuir de manera
contundente la incidencia de la enfermedad y en un alto numero de casos el
diagndstico se realiza en estadios avanzados. De aqui que se requiere profundizar
en el conocimiento de alteraciones moleculares e inmunoldgicas asociadas con el
desarrollo de esta malignidad, con el fin de proponer métodos diagndsticos mas
sensibles, que nos permitan ademas establecer el prondstico de la enfermedad, asi

como proponer blancos terapéuticos.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se tiene conocimiento de que un proceso inflamatorio crénico se asocia con
el desarrollo o progresion del cancer. Al mismo tiempo, un proceso oncoldgico
genera mecanismos de evasion inmunoldgica, lo cual limita la activacion de la
respuesta inmune innata y adaptativa.

Galectina-9 es una proteina que ha sido estudiada en diferentes tipos de
cancer. A nivel oncoldgico exhibe caracteristicas pro y antitumorales lo cual
depende de su concentracion y el tipo de tumor en el que se exprese. Por otra parte,
estudios in vitro han reportado que el IFN-y estimula la expresiéon de Galectina-9 y
a su vez Galectina-9 induce la expresion de citocinas como IFN-y e IL1-B,
asociandose esta ultima con metastasis e invasion tumoral. Todo lo anterior orienta
a que el estudio de Galectina-9 y las interleucinas sea complejo en los procesos

oncoldégicos.
De acuerdo a lo mencionado, surge la siguiente pregunta de investigacion:

¢.Cuales son los niveles de expresion y concentracion de Galectina-9,

IL1-8 e IFN-y en pacientes con cancer cervicouterino?

4. OBJETIVOS

4.1  OBJETIVO GENERAL

e Determinar expresiéon y concentracion de Galectina-9, IL1-f e IFN-y en

pacientes con cancer cervicouterino.
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4.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Medir la concentracion de Galectina-9 en suero de pacientes con CaCu.
Medir la concentracién de IL1-$ en suero de pacientes con CaCu.

Medir la concentracién de IFN-y en suero de pacientes con CaCu.
Determinar expresion de Galectina-9 en biopsias de pacientes con CaCu.

Determinar expresion de IL1-B en biopsias de pacientes con CaCu.

2L

Determinar expresion de IFN-y en biopsias de pacientes con CaCu.

5. MATERIALY METODOS

5.1 DISENO DE ESTUDIO

Es un estudio descriptivo, observacional, transversal, ambilectivo y

homodémico.

5.2 UBICACION ESPACIO-TEMPORAL

El estudio se llevé a cabo en las instalaciones de la Facultad de Medicina
(FM) de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP), y en el Centro de
Investigacion Biomédica de Oriente (CIBIOR) IMSS; en el periodo comprendido

entre agosto de 2017 y julio de 2018.

5.3  UNIVERSO DE TRABAJO

El universo de trabajo estuvo conformado por pacientes del Servicio de
Radio-Oncologia de la UMAE-HE-CMN-MAC-IMSS-Puebla.
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5.4  POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién de estudio fueron pacientes del servicio de Radio-Oncologia de
la UMAE-HE-CMN-MAC-IMSS, con diagnéstico de CaCu que cumplieron con los
criterios de seleccion para ingresar al protocolo de estudio que lleva como nombre
“Expresion de Galectina-9 en cancer cervicouterino: marcador predictivo de
respuesta al tratamiento y supervivencia” y que cuenta con el numero de registro R-
2017-785-119, en el cual se tiene el consentimiento de utilizar las muestras en otros

estudios.

55 TIPO DE MUESTREO

No probabilistico.

5.6 TAMANO DE LA MUESTRA

A conveniencia.

5.7  CRITERIOS DE SELECCION DE LA MUESTRA

5.7.1 CRITERIOS DE INCLUSION

e Pacientes que firmen el Formato de Consentimiento Informado.
e Pacientes mayores de 18 anos con recién diagnéstico de CaCu.
e Pacientes con diagnéstico de CaCu y sin tratamiento.

e Pacientes con cualquier estadio de CaCu.

e Pacientes que cuenten con biopsias en buen estado para su procesamiento.
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5.7.2  CRITERIOS DE EXCLUSION

e Pacientes con diagnéstico de CaCu y cuenten con el antecedente de haber recibido
quimioterapia

e Pacientes con diagnéstico de CaCu y cuenten con el antecedente de haber recibido
radioterapia.

e Pacientes con diagndstico de CaCu y tengan el antecedente de haber presentado
cualquier otro tipo de cancer.

e Pacientes con diagndstico de CaCu y presenten recaida de la enfermedad.

e Pacientes con diagnéstico de CaCu y que presenten cualquier enfermedad

autoinmune.

5.7.3 CRITERIOS DE ELIMINACION

e Pacientes que hayan fallecido durante el andlisis de las biopsias y que no
fuera posible recabar la muestra sérica.

e Pacientes que no hayan acudido a la toma de la muestra sanguinea.

5.8  DEFINICION DE LAS VARIABLES Y ESCALAS DE MEDICION

5.8.1 DEFINICION DE LAS VARIABLES

Las variables de estudio son las siguientes:

e Galectina-9.
e IFN-y
e IL1-B

e Cancer cervicouterino.

e Edad.

La definicion operacional y conceptual de las variables se establece en el

anexo 3.
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5.8.2 ESCALAS DE MEDICION.

Las escalas de medicion de las variables se establecen en el anexo 4.

59  ESTRATEGIA DE TRABAJO

1. Se incluyeron biopsias y sueros de pacientes con cancer de cérvix, con

edades de 18 a 75 afios. Dichas muestras se obtuvieron en el Hospital de

Especialidades Manuel Avila Camacho, UMAE del IMSS, mediante el

proyecto titulado “Expresion de Galectina-9 en céancer cervicouterino:

marcador predictivo de respuesta al tratamiento y supervivencia” con numero

de registro R-2017-785-119. En dicho protocolo se establecio que los sueros

y biopsias podrian ser empleados en otros protocolos de estudio, tal y como

se describe en el Formato de Consentimiento Informado descrito en el anexo

5, el cual se encuentra bajo los parametros bioéticos que se explican en el

anexo 6. Adicionalmente, el presente protocolo fue registrado en el comité

local de investigacion del IMSS, quedando con el numero de registro R-2018-

2106-020.

2. Una vez que se nos entregod el suero de la paciente, se guardd en tubos de

eppendorf los cuales se refrigeraron a -80° C para procesarlos

posteriormente. La concentracion de Galectina-9 en suero se realizé por la
técnica de ELISA, en el laboratorio de Biologia Molecular del CIBIOR- IMSS.

La concentracion de IL1-B e IFN-y en suero se realizé por la técnica de ELISA

en el laboratorio de inmunologia experimental de la FM de la BUAP.

3. Ya que se conté con el numero de expediente de la paciente, se solicitaron

al servicio de patologia las biopsias incluidas en bloques de parafina. En el

laboratorio de Biologia Molecular del CIBIOR-IMSS de los bloques de

parafina se obtuvieron secciones de 5 um para posteriormente procesarlos.

La expresion de Galectina-9 se obtuvo a través de la técnica de

inmunohistoquimica, en el laboratorio de Biologia Molecular del CIBIOR-
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IMSS. La expresion de IL1-B e IFN-y se obtuvo a través de la técnica de
inmunohistoquimica, en el laboratorio de inmunologia experimental de la FM
de la BUAP.

4. Se capturaron los resultados obtenidos de la técnica de ELISA para
Galectina-9, IL1-p e IFN-y y los resultados de la técnica de

inmunohistoquimica para Galectina-9, IL1-p e IFN-y.

5. Se llevd a cabo el analisis de los resultados.

5.9.1 METODO DE RECOLECCION DE DATOS

Las pacientes seleccionadas, se obtuvieron de una base de datos que
contenia 108 pacientes con CaCu. Posteriormente se solicitaron los sueros y
biopsias en bloques de parafina en el Hospital de Especialidades Manuel Avila
Camacho, UMAE del IMSS, tal y como se describe en la estrategia de trabajo.
Posterior a ser entregadas las muestras, los sueros se almacenaron a -80° C hasta
su procesamiento y se verificd que el rotulo de las biopsias en bloques de parafina

coincidieran con la paciente y el suero respectivo.

5.9.2 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

Para medir la concentracion de Galectina-9, Interleucina 1 beta (1-B) e
Interferén-y (IFN-y), se empled el suero de las pacientes y a través de la técnica de
ELISA (Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas) se determind la
concentracion de las proteinas.

Para determinar la concentracion de Galectina-9, se realizé un ELISA tipo
sandwich, se empleo el kit con numero DGAL90. La placa se encontraba precubierta

con un anticuerpo primario monoclonal especifico para Galectina-9 humana y el
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anticuerpo secundario fue de tipo policlonal ligado a enzima especifico para
Galectina-9 humana. La técnica se describe en el anexo 7.

Para determinar la concentracion de IL1-3, se realizé un ELISA tipo sandwich,
se empleo el kit Ready-Set-Go de eBioscience, con numero de catalogo 88-7910-
29. La placa estaba cubierta con un anticuerpo humano para IL1-8, el anticuerpo de
deteccion fue un anticuerpo humano, conjugado, unido a biotina para IL1-B. La
técnica se describe en el anexo 7.

Para determinar la concentracion de IFN-y, se realizé un ELISA tipo
sandwich, se empled el kit Ready-Set-Go de eBioscience, con numero de catalogo
88-7916-29. La placa estaba cubierta con un anticuerpo humano para IFN-y, el
anticuerpo de deteccién fue un anticuerpo humano, conjugado, unido a biotina para
IFN-y. La técnica se describe en el anexo 7.

Para determinar la expresion de Galectina-9, INF-y e IL1-3, se emplearon las
biopsias en bloques de parafina de las pacientes y al aplicarles la técnica de
inmunohistoquimica se cuantificd la expresién de las proteinas. Esta técnica se

describe en el Anexo 7.

5.10 ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se recabaron en la base de datos de Excel. El analisis
estadistico descriptivo se llevé a cabo con el Software GraphPad Prism 6 y SPSS
versién 22. Para las variables sociodemograficas se emplearon graficos con
distribucién de frecuencias, y porcentajes para variables categdricas. A las variables
numeéricas se les determinaron medidas de tendencia central y de dispersion. Para
establecer la diferencia de medias, se empled la prueba de Kruskall Wallis ya que
los datos vienen de una muestra que no cumple los criterios para aplicar una prueba
paramétrica. Para determinar la correlaciéon entre las proteinas, se aplicé la prueba
de correlacion de Spearman, ya que las concentraciones tampoco cumplen los

criterios para aplicar una prueba paramétrica.
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6. RESULTADOS

La muestra esta conformada por 20 sueros y 20 biopsias pertenecientes a
las pacientes con CaCu. A las muestras séricas se les aplico la técnica de ELISA
para determinar la concentracion de Galectina-9, IL1-3 e IFN-y, y a las biopsias se
les aplicé la técnica de inmunohistoquimica para determinar la expresion de
Galectina-9, IL1- e IFN-y.

En la poblacion estudiada se reportaron 15 pacientes con diagndstico de
carcinoma epidermoide (75%), 4 pacientes con adenocarcinoma (20%) y una
paciente con carcinoma adenoescamoso (5%) que se ubico en el grupo otros (figura
4).

Numero de

Tipo histolégico

Figura 4. Distribucion del tipo histologico en pacientes
con CaCu.
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La poblacion estudiada presenta un rango de edad de 39-80 anos, con una
media de 57.9. El rango de 30-39 estuvo conformado por una paciente, el de 40-49
por cinco pacientes, el de 50-59 por cuatro, el de 60-69 por seis, el de 70-79 por
tres y el de 80-89 por una paciente (figura 5).

En cuanto al rango de edad y estadio, en el rango de edad de 30-39 afios se
presentd una paciente en estadio |. En el rango de 40-49 afios se presentaron dos
pacientes en estadio |, una en estadio Il y dos fueron no clasificables (NC). En el
rango de 50-59 afos una en estadio |, dos en estadio Il y una en estadio IV. En el
de 60-69 afios una en estadio |, dos en estadio Il, una en estadio Ill, una en estadio
IV'y una NC. En el de 70-79 afos dos en estadio Il, una NC y en el de 80-89 afios
una NC (figura 5).

Tomando en cuenta el rango de edad y estadio de CaCu, se observé que en
el rango de edad de 30-49 afios se presentaron los estadios iniciales, en las edades
de 50-69 anos se presentaron los estadios mas avanzados y de los 60-69 afos se

encontraron los diversos estadios de CaCu (figura 5).

2.5

Estadio
1.5 M
ml
1 i
v
0.5
mNC
O T T T T T

30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89
Intervalo de edad

NuUmero de pacientes

Figura 5. Numero de pacientes por rango de edad y estadio de CaCu.
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En la siguiente tabla, se reporta la media, desviacion y error estandar de las

concentraciones de Galectina-9, Interleucina 1-p e Interferén-y (Tabla 1).

Tabla 1. Concentracion de Galectina-9, IL1- e IFN-y obtenida en el suero de
pacientes con CaCu. Se muestra la Media, Desviacién Estandar y Error Estandar.

Galectina-9 (ng/ml) |L 1- /ml) IFN /ml

Media 4.36 31.81 59.50
Desviacion estandar 0.75 41.65 15.75
Error estandar 0.17 9.31 3.52

Con el objeto de evaluar si la concentracion de Galectina-9, IL1-3 e IFN-y se
modificaban con respecto a los distintos tipos histolégicos de CaCu (carcinoma
epidermoide, adenocarcinoma, otros), se empleo el test de Kruskall-Wallis y no se
reportaron diferencias significativas entre los tipos histoldgicos para ninguna de las

proteinas en estudio (Tabla 2).

Tabla 2. Comparacion de las concentraciones de Galectina-9, IL1-3
e IFN-y entre los distintos tipos histoldgicos. Se muestra la Media £
EE.

Galectina-9 IL1-B IFN-y
CE (15) 4.37+0.20 27.53+9.16 61.46+4.50
Adenocarcinoma (4) 4.67 +0.49 64.89+43.09 52.55+ 3.01
Otros (1) 3.87+045 1434+512 5524+8095

Total n =20 p =0.51 p=0.34 p =0.66
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Con el objeto de evaluar si la concentracion de Galectina-9, IL1-3 e IFN-y se
modificaban con respecto a los distintos estadios de CaCu (I, 11, lll, IV, NC), se aplicd
una prueba de kruskall-Wallis y no se reportaron diferencias significativas entre los

estadios para ninguna de las proteinas en estudio (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacién de las concentraciones de
Galectina-9, IL1-B e IFN-y entre los estadios de CaCu. Se
muestra la Media + EE.

Galectina-9 IL1-B IFN-y
Estadiol (4) 3.71+0.28 32.53+12.07 54.29+4.15
Estadioll (6) 4.54 +0.29 33.81+23.53 63.92+6.41
Estadio lll (3) 4.32+0.25 51.57+28.78 54.63+7.27
EstadiolV(2) 5.46+0.76 8.71 +3.59 50.85+0.19
NC (5) 4.27+0.26 26.23+18.96 64.75+10.89
Total n =20 p=0.21 p=0.29 p =0.41

RESULTADOS DE LA CONCENTRACION SERICA DE PROTEINAS:

En la tabla numero 4 se describen las concentraciones de las proteinas y las
caracteristicas de las pacientes con CaCu, en esta tabla se puede observar si
coincide la concentracion elevada o disminuida de las proteinas con determinada

edad, tipo histoldgico y estadio.

e Las pacientes con Galectina-9 elevada fueron cuatro, las edades fueron de

65, 47, 53 y 69 afnos. Las pacientes 1, 11, 15 y 18 presentaron como tipo
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histolégico carcinoma epidermoide. Las pacientes 1 y 15 se reportaron en
estadio IV, la 11 fue NC y la 18 se encontrd en estadio IlIB (Tabla 4).

e Las pacientes con menor concentracion de Galectina-9 fueron tres, las
edades fueron 61, 51 y 65 afos. Las pacientes 10, 17 y 19 presentaron como
tipo histolégico al carcinoma epidermoide. La paciente 10 se reporté en
estadio I, la 17 en estadio Il y 19 NC (Tabla 4).

e Las pacientes con IL1-p elevada fueron tres, con edades de 72, 47 y 69 afos.
La paciente 6 presentd como tipo histolégico adenocarcinoma; las pacientes
11 y 18 tuvieron carcinoma epidermoide. Las tres pacientes tenian estadio
distinto (Tabla 4).

e Las pacientes con IL1-B disminuida fueron cinco, con edades de 65, 70, 70,
51 y 42 afios, la paciente 12 fue adenocarcinoma, las pacientes 1, 16, 17 y
20 fueron carcinoma epidermoide. La paciente 1 se encontré en estadio 1V,
la 12, 17 y 20 fueron estadio Il y la paciente 16 NC (Tabla 4).

e De acuerdo a las concentraciones de IFN-y, las pacientes 3 y 19 tuvieron la
concentracion mas elevada, con edad similar, ya que la primera tenia 67 anos
y la segunda 65 anos, ambas tenian carcinoma epidermoide, la paciente 3
se encontré en estadio IIB y la paciente 19 era NC. El resto de pacientes se

reportaron con concentraciones muy similares (Tabla 4).

Tabla 4. Concentraciones de Galectina-9, IL1-3 e IFN-y y caracteristicas de las pacientes con

- 65 CARCINOMA EPIDERMOIDE v 6.221 5.123 50.669
- 61 CARCINOMA EPIDERMOIDE 1B 4.740 21.517 52.823
- 67 CARCINOMA EPIDERMOIDE 1B 4.942 12.295 93.462
- 41 ADENOCARCINOMA NC 4.336 14.344 51.783
- 80 CARCINOMA EPIDERMOIDE NC 4.402 21.517 51.114
- 72 ADENOCARCINOMA 1B 5.631 150.616 58.098
- 61 CARCINOMA EPIDERMOIDE B 4.123 16.394 69.168
- 48 CARCINOMA EPIDERMOIDE IB1 4.346 67.624 64.785
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53 ADENOCARCINOMA 111B 4.030 29.713 47.771
61 CARCINOMA EPIDERMOIDE 1B 3.103 28.689 49.183
47 CARCINOMA EPIDERMOIDE NC 5.042 99.386 54.755
70 ADENOCARCINOMA 11A2 4.316 9.221 64.19
43 CARCINOMA EPIDERMOIDE 1B2 3.958 14.344 56.909
39 CARCINOMA 1B2 3.423 19.467 46.285
ADENOESCAMOSO
53 CARCINOMA EPIDERMOIDE IVB 4.699 12.295 51.04
70 CARCINOMA EPIDERMOIDE NC 4.114 4.098 58.098
51 CARCINOMA EPIDERMOIDE 11B 3.749 0.008 49.703
69 CARCINOMA EPIDERMOIDE 1B 4.811 108.608 46.954
65 CARCINOMA EPIDERMOIDE NC 3.447 0.000 108.024
42 CARCINOMA EPIDERMOIDE 11B 3.853 9.221 65.23

RESULTADOS DE LA EXPRESION DE LAS PROTEINAS

Galectina-9

Se determiné la expresion de Galectina-9, con la finalidad de observar si se

modificaba con la expresion de IL 1- B e IFN-y, ademas de determinar si era positiva

0 negativa con respecto a una edad especifica, tipo histolégico o estadio.

De las 20 pacientes a quienes se determiné la expresiéon de Galectina-9,
cuatro pacientes las 7, 14, 15,17 (Tabla 5) tuvieron expresién positiva (Figs.
6-9), las edades de las pacientes fueron variables 61, 39, 53 y 51 anos
respectivamente. En cuanto al tipo histologico, tres tuvieron carcinoma
epidermoide y una paciente, carcinoma adenoescamoso. El estadio en el que
se encontraron fue Il B, IB2, IV B y Il B, respectivamente (Tabla 4).

Al observar la expresidn y concentraciéon de Galectina-9 de las cuatro
pacientes, se aprecia que las concentraciones de Galectina-9 son de las mas
bajas, es decir, se aprecia una relacion inversamente proporcional de la

expresion y concentracion (Tabla 5).
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e Al analizar la expresion positiva de Galectina-9 de las cuatro pacientes con
la concentracion de IL 1- B, se aprecié que los niveles de IL 1- B de las
pacientes son de los mas bajos, se encuentran en 16.39, 19.47,12.30y 0.01
pg/ml (Tabla 5

e Al observar la expresion positiva de Galectina-9 de las cuatro pacientes con

~—"

la concentracién de IFN-y, se aprecié que los niveles de IFN-y son muy
similares, se encuentran en 69.17, 46.29, 51.04 y 49.70 pg/ml (Tabla 5).

Tabla 5. Expresion de Galectina-9 y concentracion de las proteinas en
pacientes con CaCu.

- BAJA' MEDIA ALTA NULA GALECTINA-9 IL1-B IFN-y
NG/ML PG/ML  PG/ML
1 7 6.22 512 50.67
_ v 4.74 21.52 52.82
3 v 4.94 12.30 93.46
4 v 4.34 14.34 51.78
5 v 4.40 2152 51.11
_ v 5.63 150.62 58.10
_ v 412 16.39 69.17
_ v 4.35 67.62 64.79
_ v 4.03 29.71 47.77
10 v 3.10 28.69 49.18
1 v 5.04 99.39 54.76
12 v 4.32 9.22  64.19
13 v 3.96 14.34 56.91
_ v 3.42 19.47  46.29
15 v 470 1230 51.04
_ v 4.11 410 58.10
1 . 3.75 0.01  49.70
18 7 481 10861 46.95
19 7 3.45 0.00 108.02
20 7 3.85 9.22 6523
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e En la figura 6 y 7 se aprecia expresion alta de Galectina-9, llamando la
atencidn que las pacientes se encuentraron en estadio IlIB y IVB,
respectivamente, no asi en la figura 8 y 9 donde la expresidén es media y baja
en estadio IB y IIB, respectivamente. Lo anterior orienta a que la expresion
alta de Galectina-9 en estadios avanzados puede considerarse como un

marcador del grado de malignidad.

2 ,(1’# . 0

Figura 6. Expresion de Galectina-9 positiva (40X), paciente
de 61 anos, con carcinoma epidermoide, estadio IIIB. Se
aprecia Galectina-9 con expresion alta a nivel de epitelio, en
citoplasma. Concentracion Galectina-9, 4.12 ng/ml.
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1 o .
Figura 7. Expresion
paciente de 53 anios, carcinoma epidermoide, estadio
1VB. Se aprecia Galectina-9 con expresion alta a nivel de
epitelio, en el citoplasma. Concentracion Galectina-9,

4.69 ng/ml.

A *g“s‘&ﬂ 428 MR Z AN \\'5\"
Figura 8. Expresion de Galectina-9 positiva (40X).
Paciente de 39 anos, con carcinoma adenoescamoso,
estadio IB2. Se aprecia Galectina-9 con expresion
media a nivel de epitelio, en el citoplasma.
Concentracion de Galectina-9, 3.42 ng/ml.
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na-9 posi Paciente
de 51 anos, con carcinoma epidermoide, estadio IIB. Se
aprecia Galectina-9 con expresion baja a nivel de epitelio, en
el citoplasma. Concentracion de Galectina-9, 3.74 ng/ml.

Expresién de Interleucina 1-

Se determind la expresion de IL 1- B, con la finalidad de observar si se
modificaba con la expresion de Galectina-9 e IFN-y, ademas de observar si era
positiva o negativa con respecto a una edad determinada, tipo histolégico o estadio

especifico.

e De las 20 biopsias de las pacientes a quienes se les determiné la expresion
de IL 1- B, dos fueron positivas (paciente 16 y 18) (Figs. 10y 11). La primera
tenia 70 anos, se encontré en estadio NC. La segunda tenia 69 afos, en
estadio Il B. Ambas pacientes tenian carcinoma epidermoide .

e Al observar la expresién positiva y concentracion de IL 1- B de las dos
pacientes, se aprecidé que una se encontrd con la concentracion mas baja y

la otra tiene la concentracién mas alta (Tabla 6).
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e Las dos biopsias con expresion positiva a IL 1- B, no coinciden con las
mismas biopsias positivas a Galectina-9.

e Al observar la expresion positiva de IL 1- B, con la concentracién de
Galectina-9, se aprecio que una paciente se encuentraen 4.11 ng/mly la otra
en 4.81 ng/ml (Tabla 6).

e Al apreciar la expresion positiva de IL 1- 3, con la concentracion de IFN-y, se
observo que ambas pacientes tenian concentraciones muy parecidas de IFN-

Y, una se encontré en 58.10 pg/ml y la otra en 46.95 pg/ml (Tabla 6).

Tabla 6. Expresion de IL 1- B y concentracion de las proteinas en pacientes con
CaCu.

- POSITIVA NEGATIVA  IL1-B Galectina-9 IFN-y

pg/ml ng/ml pg/ml
1 7 5.12 6.22 50.67
2 7 21.52 4.74 52.82
3 7 12.30 4.94 93.46
D 7 14.34 4.34 51.78
5 7 21.52 4.40 51.11
6 7 150.62 5.63 58.10
7 7 16.39 4.12 69.17
8 7 67.62 4.35 64.79
9 7 29.71 4.03 47.77
10 7 28.69 3.10 49.18
o 7 99.39 5.04 54.76
12 7 9.22 4.32 64.19
13 7 14.34 3.96 56.91
14 7 19.47 3.42 46.29
15 7 12.30 4.70 51.04
_ v 4.10 4.1 58.10
17 7 0.01 3.75 49.70
18 v 108.61 4.81 46.95
19 v 0.00 3.45 108.02
20 7 9.22 3.85 65.23
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En la figura 10, en la biopsia de la pacientes en estadio NC se expresa IL 1-
B a nivel del nucleo, observamos que el macréfago es quien la esta
expresando. Es decir, se observa un infiltrado inflamatorio con macréfagos
positivos a IL 1- B. En la figura 10, aun podemos observar infiltrado
inflamatorio, en comparacion con la figura 11, que se encuentra en estadio

[ll, donde casi no hay infiltrado inflamatorio.

. ~ Lokl sm SN "fh, — g . ;
Figura 10. Expresion de IL 1-5 positiva (40X). Paciente
de 70 anos, con carcinoma epidermoide, estadio NC.
Podemos observar escasos macrofagos ( ¢ ) que expresan
IL 1-p, los macrofagos pueden ser M2, los cuales inducen
malignidad y  metdstasis, se aprecia infiltrado
inflamatorio. Concentracion de IL 1-5, 4.10 ng/ml.

o 1
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ATES ¢

Figura 11. Expresion de IL I-p positiva (40X). Paciente de
69 arios, con carcinoma epidermoide, estadio IIIB. Podemos
observar escasos macréfagos ( v), que expresan IL 1-B, los
macrofagos pueden ser M2, los cuales inducen malignidad
v metastasis, casi no se aprecia infiltrado inflamatorio.
Concentracion de IL 1-p, 108.60 ng/ml.

Expresién de interferon-y

Se determind la expresion de IFN-y, con la finalidad de observar si se
modificaba con la expresion de Galectina-9 e IL 1- 3, ademas de establecer si la
expresion era positiva o negativa con respecto a una edad determinada, tipo

histolégico o estadio especifico.

e De las biopsias de pacientes a quienes se les determiné la expresién de IFN-
v, todas fueron negativas (Tabla 7).

e Al observar la expresidén negativa de IFN-y con la concentracién de IFN-y, los
resultados de la concentracion son muy similares, solo se reportan dos
pacientes con concentracion de IFN-y elevado, una en 93.46 y la otra en
108.02 pg/ml (Tabla 7). Las 20 pacientes abarcaron todos los rangos de

edad, asi como distintos tipos histolégicos y estadios.
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e Alobservar la expresion negativa de IFN-y con la concentracién de Galectina-
9elL 1- B (Tabla 7), las 20 pacientes abarcaron todos los rangos de edad,

distintos tipos histologicos y estadios.

Tabla 7. Expresion de IFN-y y concentracién de las proteinas en
pacientes con CaCu.

- POSITIVA NEGATIVA IFN-y  GALECTINA-9 IL1-B

pg/ml  ng/ml pg/ml
1 7 50.67 6.22 5.12
2 7 52.82 4.74 21.52
3 7 93.46 4.94 12.30
4 7 51.78 4.34 14.34
5 7 51.11 4.40 21.52
6 v 58.10 5.63 150.62
T 7 69.17 4.12 16.39
8 v 64.79 4.35 67.62
9 v 47.77 4.03 29.71
10 v 49.18 3.10 28.69
1 7 54.76 5.04 99.39
12 v 64.19 4.32 9.22
13 v 56.91 3.96 14.34
14 v 46.29 3.42 19.47
15 7 51.04 4.70 12.30
16 v 58.10 4.11 4.10
a7 v 49.70 3.75 0.01
18 v 46.95 4.81 108.61
19 7 108.02 3.45 0.00
20 7 65.23 3.85 9.22
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Correlacion entre las concentraciones de Galectina-9 con las

interleucinas.

Para determinar si existia una correlacion entre la concentracion de
Galectina-9 con las interleucinas, se aplico la prueba de Correlacion de Spearman,
obteniendo que la correlacién entre Galectina-9 e Interleucina 1-f fue r=0.34 (débil)
(p=0.14) (figura 12) y la correlacion entre Galectina-9 e Interferén-y fue r = 0.07
(nula) ( p =0.74), es decir, no se encontrod correlacion entre las proteinas (figura 13).

La falta de correlacion se debio al numero de muestra, la cual fue muy pequenia.

160.00
140.00
120.00
100.00 A
80.00
60.00 : ~
40.00 =
20.00

0.00 o
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00

Interleucina 1-B pg/ml

it

Galectina-9 ng/ml

Figura 12. Correlacion entre la concentracion de Galectina-9 e Interleucina 1-B. Se aprecia que
no hay relacion lineal entre ambas variables, los puntos no se encuentran cercanos a la recta o
sobre la recta. La correlacion es débil, r=0.34 (p=0.14 ).
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Figura 13. Correlacion entre la concentracion de Galectina-9 e Interferon- y. Se aprecia que no
hay relacion lineal entre ambas variables, los puntos no se encuentran cercanos a la recta o sobre
la recta. La correlacion es nula, r=0.07 ( p = 0.74).

Relacién entre las concentraciones de Galectina-9 e Interleucina 1-8

Debido a que la correlacion no fue significativa, se analizé si la concentracion
de Galectina-9 se relacionaba con la de IL 1-B, es decir, si las pacientes con
concentracion elevada de Galectina-9 tenian alta concentracion de IL 1- vy
viceversa.

Graficamos las concentraciones de ambas proteinas con el numero
respectivo de cada paciente, y analizamos los puntos elevados y disminuidos en los

que coincidian las dos proteinas (figura 14) y las caracteristicas de las pacientes.

e Se observa que los puntos en que coinciden la elevacién de Galectina-9 e IL
1- fuerdn tres, las pacientes 6, 11 y 18 (figura 14). La 6 tenia 72 afios, la 11
tenia 47 afos y la 18 tenia 69 afios. En cuanto al tipo histolégico, la de 72
afnos tuvo adenocarcinoma y las otras dos carcinoma epidermoide. En cuanto

al estadio, la paciente 6 se encontr6 en estadio IIB, la 11 fue NC y la 18 se
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ubicd en IlIB. No se encontrd relacion con respecto al tipo histolégico y
estadio.

e En cuanto a los puntos en que coinciden las disminuciones de Galectina-9
con IL 1-B fueron cuatro, las pacientes 7, 12, 17 y 19 (figura 14). Las cuatro
tenian edad variable. En cuanto al tipo histoldgico, la paciente 12 tenia
adenocarcinoma y las otras tres CE. En cuanto al estadio, la paciente 7

estaba en estadio IlIB y las otras tres en estadio Il.
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Figura 14. Concentraciones séricas de Galectina-9 e Interleucina I-f en pacientes con
cancer cervicouterino.

Relacién entre las concentraciones de Galectina-9 e Interferén y

Con la finalidad de determinar si la concentraciéon de Galectina-9 se
relacionaba con la de IFN-y, es decir, si las pacientes con concentracién elevada
de Galectina-9 tenian alta concentracién de IFN-y y viceversa, graficamos las

concentraciones de ambas proteinas con el numero respectivo de cada paciente
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(figura 15), y analizamos los puntos elevados y disminuidos en los que coincidian

las dos proteinas y las caracteristicas de las pacientes.

e Como se puede apreciar en la figura 15, Galectina-9 e IFN-y al incrementar
su concentracion coincidieron solo con la paciente 3, la cual tenia 67 afnos,
carcinoma epidermoide y se encontr6 en estadio IIB.

e Los puntos en que coinciden las disminuciones de ambas proteinas,
corresponden a dos pacientes, las pacientes 14 y 17 (figura 15). Las dos
tienen edades variables, una tuvo carcinoma adenoescamoso y la otra
carcinoma epidermoide, ambas con estadio distinto.

¢ No existen otros puntos en la grafica en donde ambas proteinas se relacionen

(Figura 15).
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Figura 15. Concentraciones séricas de Galectina-9 e Interferon y en pacientes con cancer
cervicouterino.
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Relacién entre las concentraciones de Interleucina 1-f e Interferén y

Con la finalidad de determinar si la concentracion de IL1- B se relacionaba
con la de IFN-y, es decir, silas pacientes con concentracion elevada de IL1- 3 tenian
alta concentracion de IFN-y y viceversa, graficamos las concentraciones de ambas
proteinas con el numero respectivo de cada paciente (figura 16), y analizamos los
puntos en que coincidian ambas proteinas, asi como las caracteristicas de las

pacientes.

e No se encontraron puntos de relacion en cuanto a elevacion de ambas
proteinas (figura 16).

e Los puntos con concentraciones disminuidas de IL1- e IFN-y, pertenecieron
a las pacientes 9 y 17 (figura 16), la primera tenia 53 afos y la segunda 51

afios, una con adenocarcinoma y la otra con CE, ambas con distinto estadio

(figura 16).
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Figura 16. Concentraciones séricas de Interleucina 1-f e Interferon y en pacientes con
cancer cervicouterino.
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Relacién entre la concentracion de Galectina-9 y la edad.

e Con el objetivo de determinar si existe relacion entre la concentracion de las
proteinas y la edad, graficamos la concentracion de Galectina-9 con la edad.
Esperabamos observar que la concentracién siguiera un patrén similar con
la edad, es decir, que al incrementar la edad fueran elevandose las
concentraciones o viceversa. Sin embargo, esto no se aprecia en la figura
17, ya que las concentraciones son muy dispersas con respecto a la edad,

es decir no hay relacién entre la edad y concentracion de Galectina-9 (figura

17).
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Figura 17. Concentracion sérica de Galectina-9 y edad en pacientes con cdncer

cervicouterino.

Relacién entre las concentraciones de IL1- 3 e IFN-y y la edad.

e Con el objetivo de determinar si existe relacion entre la concentracion de las
proteinas y la edad, graficamos las concentraciones de IL1- § e IFN-y con la

edad. Esperabamos observar que las concentraciones siguieran un patron

Numero de paciente
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similar con la edad, es decir, que al incrementar la edad fueran elevandose
las concentraciones o viceversa. Sin embargo, esto no se aprecia en la figura
18, ya que las concentraciones de ambas proteinas son muy dispersas con
respecto a la edad, es decir, no hay relaciéon entre la edad y concentracion
de IL1- B e IFN-y. Sdlo se puede apreciar en esta muestra, que en pacientes

a partir de los 75 afios declinan las concentraciones de IFN-y (Figura 18).
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Figura 18. Concentracion sérica de Interleucina 1-f3 e Interferon yy edad en
pacientes con cdncer cervicouterino.
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7. DISCUSION

Se tiene conocimiento qué, ante la presencia de un cuerpo extrafo en el
organismo, se desencadenan mecanismos de defensa para eliminar a cualquier
agente que afecte la integridad de nuestro cuerpo, como es la liberacién de citocinas
que participan en la respuesta inmunoldgica. Sin embargo, las asociaciones entre
los niveles de citocinas a nivel local y la severidad de la neoplasia cervical son
pobremente entendibles, debido a que se carece de la historia natural del efecto de
los microorganismos como el VPH (principal agente para desarrollar CaCu), de la
respuesta inmunolégica del huésped, asi como de otros factores (50).

Existe una proteina llamada Galectina-9 que ha sido estudiada en el cancer,
y estudios in vitro han mostrado que Galectina-9 estimula la expresion de IL1-B e
IFN-y, por otro lado también se ha mostrado que IFN-y estimula la expresién de
Galectina-9, sin embargo, se desconoce si este efecto se presenta en pacientes, de
tal manera que la expresion de Galectina-9 aumente o se relacione con alta
expresion de IL1- e IFN-y en pacientes con CaCu o algun otro tipo de cancer. En
los resultados de este estudio, se da a conocer cual fue la concentracion en el suero
y como fue la expresion de Galectina-9, IL1-p e IFN-y en biopsias de pacientes en
los distintos estadios de CaCu.

En este estudio descriptivo, en cuanto al tipo histolégico, el carcinoma
epidermoide se reportd en el 75% de las pacientes, seguido del adenocarcinoma en
el 20% y carcinoma adenoescamoso correspondio al 5%. Esto coincide con lo
reportado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la cual divide a los
carcinomas cervicouterinos en tres grupos principales: carcinomas epidermoides
(80-90%), adenocarcinomas y otros tumores (10-20%) (51). Algunos autores
consideran que, pacientes con adenocarcinoma tienen una tasa de supervivencia
menor que pacientes con carcinoma de células escamosas (52).

En el estudio realizado, la media de edad de las pacientes fue de 57.9 afios,
comparado con otros estudios extranjeros en donde la media de edad la reportaron
en 42 y 46 anos (42,31), considerando que el pronéstico puede ser mas favorable

en pacientes mas jovenes. En el rango de 30-39 y 40-49 afos, se encontraron la
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mayor parte de pacientes en estadio | y Il, y en el rango de 50-59 y 60-69 afios se
presentaron los estadios mas avanzados de pacientes con CaCu. Esto puede
asociarse con la inmunosenescencia, el cual es un concepto que refleja los cambios
inmunolégicos asociados con la edad. Dentro de estos cambios, se mencionan a
las células dendriticas, ya que, con la edad, parecen alterarse funcionalmente, lo
cual altera la ingesta de antigenos, fagocitosis de células apoptéticas y migracion.
Las células NK regulan la respuesta inmunoldgica al producir citocinas vy
quimiocinas, reportdndose que en pacientes mayores las células NK liberan menor
cantidad de IFN-y (53). De aqui que podemos considerar que, la mayor parte de las
pacientes en estadios iniciales, se encuentran en el rango de edad de 30-49 anos y
los estadios avanzados se encuentran en edades mayores a ese rango.

En un estudio se evalud la concentracion de Galectina-9 en el suero de 26
mujeres con cervix normal, 45 con lesion intraepitelial cervical o premaligna (LIC) y
29 con CaCu. Se report6 que la concentracion de Galectina-9 en el grupo con CaCu
fue significativamente mayor (27.15 ng/ml) comparada con el de pacientes con LIC
(21.20 ng/ml) y el grupo de mujeres con cervix normal (17.43 ng/ml) (48)(41). En
nuestro estudio se encontraron cifras mas bajas (3.10 ng/ml, 3.42 ng/ml, 3.74 ng/ml)
de esta proteina, pertenecientes a pacientes con estadio | y Il de CaCu, esto
probablemente se explica por la variabilidad poblacional y el tipo de Kit empleado
en nuestro estudio.

En nuestros resultados también se aprecid, que tres pacientes tuvieron baja
concentracion de Galectina-9 y cifras elevadas de IL1-p. Esto coincide con lo
establecido por Kashio et al 2003, en donde hizo mencidén que el efecto de
Galectina-9 sobre las células T activadas es dependiente de concentracion, ya qué
a concentraciones elevadas, Galectina-9 induce apoptosis de células T activadas
(CD8 y CD4) y a concentraciones menores incrementa la produccién de citocinas
por activacion de las células T (54).

En cuanto a la concentracion de IL1-B, se encontré que las cifras mas bajas
se reportaron en pacientes con estadios iniciales de la enfermedad, es decir estadio
| y estadio Il. Esto no concuerda con los resultados de otros estudios como el de

Gening et al, en los cuales se reportan cifras mas altas de IL1-$ en el estadio |, y
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las cifras van disminuyendo a medida que se incrementa el estadio de CaCu, es
decir, que tienen una relacion inversamente proporcional (42). Estos resultados son
variables en nuestra poblacion y poblacion extranjera, de aqui que podemos
considerar que la genética juega un papel importante en estos resultados. Por otra
parte, esta aparente discrepancia puede deberse a diferencias entre los estudios
refiriéndonos a la metodologia que cada uno de ellos aplica, la presencia de lesiones
precursoras al CaCu o la etapa clinica que se esté considerando al aplicar el estudio
(50).

En cuanto a la concentracién de IFN-y, las cifras no se reportan con
asociaciones especificas en cuanto a edad, estadio de CaCu o tipo histologico. Por
otra parte, en el estudio de Gening et al, hacen mencién de que IFN-y presenta una
distribucién muy irregular, ya que en estadio la, IFN-y se encuentra disminuido y en
estadio Ib-1la tiende a incrementar, para volver a descender en el estadio 11b-1V(42).
Sin embargo, seria importante ampliar la muestra para verificar el comportamiento
de esta citocina en los distintos estadios de CaCu.

Se observd que las concentraciones de IL1-B se encuentran mas dispersas
en comparacién con Galectina-9 e IFN-y, esto puede estar asociado con la
especificidad de cada individuo, ya que todos los organismos responden de forma
distinta ante estimulos extrafios, como lo es en el cancer, en donde ningun
organismo reacciona de la misma forma.

En cuanto a la expresion de Galectina-9, cuatro biopsias fueron positivas, las
edades de las pacientes correspondientes a las biospias fueron 39, 51, 61 y 53
afnos. Los estadios comprendidos fueron | B2, Il B, Ill B2 y IV B, la paciente en
estadio | B2 tenia el tipo histolégico menos frecuente (carcinoma adenoescamoso),
el resto fueron epidermoide. En base a estos resultados, no podemos decir que la
expresion de Galectina-9 sea especifica de edad, estadio o tipo histoldgico en
pacientes con CaCu, para determinar si existe diferencia en cuanto a expresion de
Galectina-9 en estadios iniciales o avanzados (31). Consideramos importante
ampliar la muestra, ya que al realizar esto, probablemente podamos demostrar

estadisticamente que al incrementar la expresion de Galectina-9 las pacientes
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presentan mayor supervivencia que aquellas con menor expresion, y asi también si
el nivel de expresion se asocia con un determinado tipo histolégico.

La expresion de IL 1- B se reportd positiva en dos pacientes, de 69y 70 afos,
ambas con carcinoma epidermoide, estadio IlIB y NC, respectivamente. Con
respecto a este resultado, no se puede establecer un comportamiento especifico de
esta proteina con edad, tipo histolégico o estadio del CaCu. El resultado de la
expresion de IL 1-f probablemente se encuentra asociado con las bajas
concentraciones de esta interleucina en pg/ml, ya que la cantidad puede ser minima
a nivel intracelular y extracelular. Por otra parte, las citocinas incrementan en el
proceso inflamatorio agudo, pero tienen una vida media muy corta y como se puede
ver en la figura 11 no hay infiltrado, por lo tanto la concentraciéon de IL 1- 3 puede
estar en concentraciones normales en el suero. Ademas, en las dos pacientes con
expresion positiva a IL 1- B no se detectd un microambiente con poblacion
linfocitaria, sélo macréfagos, lo cual puede estar asociado con malignidad. Los
macrofagos positivos a IL 1- B, no podemos confirmar que sean macrofagos
benignos (M1) o malignos (M2), sin embargo, pareciera mas relacionarse a
macrofagos M2, ya que son los que inducen malignidad y metastasis.

En cuanto a la expresion de IFN-y en las biopsias, fue negativa en las 20
muestras. Se ha reportado que, existen muy pocos estudios que asocien los niveles
de expresion de las citocinas, como IL 1- 3 e IFN-y y la severidad de la enfermedad
(50). Peghini et al reportaron que IFN-y incrementd con la severidad de la
enfermedad, pero no de forma significativa (P = 0.09), posiblemente reflejado por el
tamano de muestra que fue de 25 pacientes con CaCu (55) y en nuestro estudio la
muestra es de 20 biopsias. Cobayashi et al demostraron que, los niveles de IFN-y
incrementaban de tejido normal a NIC, pero volvian a disminuir de NIC a cancer
(56), lo cual se relaciona con nuestras pacientes que tienen CaCu. Los estudios
previos apoyan lo establecido por Otani et al, en donde de cuatro citocinas, siendo
una de ellas el IFN-y, fue excluida del analisis de su estudio, debido a que en la
muestra obtenida del moco cervical fue indetectable (50).

La literatura ha promovido la idea de que la respuesta inmunolégica celular a

nivel local, in situ, es esencial para guiar la evolucion y el pronéstico del cancer (57).

47



Gonzélez-Ronquillo M.A., 2019 “Determinacidn de la expresion y concentracién de Galectina-9, IFN-y e IL1-f en m
pacientes con CaCu”

Posiblemente, la expresion y concentracion de los niveles de las citocinas, podria
emplearse en los distintos estadios de CaCu y emplearse como marcadores
bioldgicos para el prondstico de pacientes con CaCu, ya que en nuestros resultados
se aprecié una tendencia a aumentar la concentracién de Galectina-9 respecto al
estadio de la enfermedad, como en el caso de dos pacientes en estadio 1V, una con
concentracion de Galectina-9 en 6.22 ng/ml y la otra con concentracién en 4.69
ng/ml, comparandolas con las pacientes en estadio |, con concentraciones en 4.34,
3.10, 3.95y 4.42 ng/ml.
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8. CONCLUSIONES

No se detectaron en las pacientes estudiadas, diferencias significativas de
las concentraciones de Galectina-9, IL 1- 3 e IFN-y, con respecto al estadio y
tipo histolégico en pacientes con CaCu. Por lo tanto, podemos concluir que
no se pudo determinar si estas variables estan involucradas con este tipo de
cancer, debido a que fueron muy pocas pacientes de los diferentes estadios.
Dentro del microambiente tumoral de las biospias estudiadas, la poblacion
que predomind fueron los macrofagos y posiblemente al no obtener
expresion de IL 1-B, los macréfagos son de la estirpe M2 que estan muy
relacionados con este tipo de malignidad. Ademas, pensamos que esto esta
muy relacionado con los estadios estudiados.

Dentro de los objetivos de nuestro estudio, al determinar la concentracién y
expresion de las proteinas, queriamos establecer si Galectina-9 podia
modular la respuesta inmunolégica en estas pacientes, sin embargo, los
resultados fueron negativos y concluimos que Galectina-9 no se encuentra
modulando la respuesta inmunoldgica, al menos con nuestro numero de

pacientes.

PERSPECTIVAS DEL ESTUDIO

Se recomienda ampliar el tamafo de la muestra para realizar otro tipo de
estudios, ya sea de comparacién o correlacion.

Con una muestra mayor, se pueden considerar grupos (estadio I, I, Il y V)
y el mismo numero de pacientes en cada grupo, para observar el
comportamiento de las proteinas en cada estadio.

Posiblemente, al conocer el comportamiento de la expresion y concentracion
de las proteinas en el CaCu, podrian emplearse como marcadores para el
diagndstico oportuno y prondstico de esta malignidad.

La limitacién mas importante en este estudio fue el tamano de muestra, la

cual fue muy pequena y no se pudo realizar el analisis estadistico adecuado.
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11. ANEXOS

11.1  ANEXO 1. SISTEMA DE CLASIFICACION BETHESDA

SISTEMA BETHESDA (10)

Células Escamosas | CEA-SI (Células Escamosas Atipicas de
Atipicas (CEA) Significancia Indeterminada). Las células
escamosas no son completamente normales, pero
los médicos no estan seguros de los cambios
celulares. Pueden estar relacionados con una
infeccidn por VPH o por otros factores.

CEA-H (Células Escamosas Atipicas-H), en estas
células no se pueden excluir una Lesion
Intraepitelial Escamosa de Alto Grado. Las células
no parecen normales, pero los médicos no estan
seguros del significado de los cambios celulares. Es
posible que exista un riesgo mayor de que las
lesiones CEA-H sean precancerosas en
comparacion con las lesiones CEA-SI.

Lesiones Intraepiteliales | De Bajo Grado (LIE-BG), se incluyen infecciones
Escamosas (LIE) por VPH. De bajo grado significa que se han
observado los primeros cambios en el tamafo y en
la forma de las células. Intraepitelial se refiere a la
capa de células que forma la superficie del cérvix.
Cuando las células se analizan por biopsia, se
encuentra que las LIE-BG tienen cambios celulares
leves que pueden clasificarse como displasias leves
0 neoplasias intraepiteliales de cérvix de grado 1
(NIC-1).

De Alto Grado (LIE-AG), alteraciones con una
probabilidad mayor de convertirse en cancer. Alto
grado se relaciona con cambios marcados en el
tamano y en la forma de las células anormales
(precancerosas) y que las células se ven muy
diferentes de las células normales. Estas lesiones
tienen cambios mas extensos que se clasifican
como displasia moderada o grave o0 como
categorias NIC-2, NIC-3, o NIC-2/3 (en orden de
mayor gravedad). También puede revelar
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carcinoma in situ (CIS), el cual se incluye en la
categoria NIC-3.

Carcinoma de Células | Se define como cancer de cérvix. Las células
Escamosas (CCE) escamosas anormales han invadido profundamente
el cérvix, asi como otros tejidos u dérganos
dependiendo de su estadificacion.

Células Glandulares | Hace referencia a que las células no parecen
Atipicas (CGA) normales, pero los médicos no estan seguros del
significado de los cambios celulares.

Adenocarcinoma Significa que se han encontrado células con graves
endocervical in situ anomalias pero que no se han diseminado mas alla
del tejido glandular del cérvix.

Adenocarcinoma Incluye el cancer del canal endocervical, el cancer
endometrial, el cancer extrauterino y otros canceres.
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11.2 ANEXO 2. ESTADIFICACION DEL CANCER CERVICOUTERINO

ESTADIFICACION DE CANCER CERVICOUTERINO DE ACUERDO A LA
FEDERACION INTERNACIONAL DE GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA (FIGO)

(12,13)
Estadio Descripcion
| Carcinoma confinado al cuello uterino
IA Tumor con invasion diagnosticado por patologia. Con una profundidad

maxima de 5 mm medida desde la capa basal y una extension horizontal
no>a7mm.

IA1 | Invasidn estromal £ 3 mm en profundidad y <a 7 mm de ancho

IA2 | Invasidn estromal >3 mm y <5 mm en profundidad y £ 7 mm de ancho
IB Tumor clinicamente visible confinado al cérvix o etapas pre-clinicas
mayores al estadio IA

IB1 | Lesion clinicamente visible <4 cm en su dimensién mayor.

IB2 | Lesion clinicamente visible >4 cm en su dimensién mayor.

| Tumor que se extiende mas allad del cuello uterino sin llegar a la pared
pélvica o el tercio inferior de la vagina.

A Tumor que invade fondos de saco vaginal sin invasién parametrial.

I1A1 | Tumor <4 cm.

IIA2 | Tumor >4 cm.

IiIB Tumor con invasidn parametrial, sin llegar a la pared pélvica.

n El tumor se extiende a la pared pélvica y/o involucra el tercio inferior de
vagina y/o causa hidronefrosis, rifion excluido o disfuncién renal.

A El tumor involucra el tercio inferior de la vagina y no se extiende a la
pared pélvica.

B El tumor se extiende a la pared pélvica y/o causa hidronefrosis, rifién
excluido o disfuncién renal.

v El tumor se extiende fuera de la pelvis o presenta involucro comprobado

por biopsia de la mucosa vesical o rectal.

IVA Extension a drganos pélvicos adyacentes.

IVB Metastasis a distancia.
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11.3 ANEXO 3. DEFINICION OPERACIONAL Y CONCEPTUAL DE

LAS VARIABLES.

Galectina 9

Definicién conceptual: proteina perteneciente a la familia de las galectinas.

Definicién operacional: galectina asociada con la liberacion de INF y e IL-1

B en CaCu.

Interferén gamma (INF-y )

Definiciédn conceptual: glicoproteina de bajo PM que interviene en la

respuesta inmune adaptativa y es producido por linfocitos Th1, Tc y por

células NK.

Definicién operacional: citocina liberada por galectina-9 en CaCu.

Interleucina 1 beta (IL1-B)

Definicién conceptual: citocina que interviene en la respuesta inmune

innata. Es producida por monocitos y macréfagos.

Definicién operacional: citocina liberada por galectina-9 en CaCu.

Cancer cervicouterino:

Definiciédn conceptual: crecimiento, desarrollo y multiplicacion de manera

desordenada y sin control de las células del cuello del utero.

Definicién operacional: diagndstico oncolégico establecido por el patélogo.

Estadio de CaCu

Definiciédn conceptual: etapa oncoldgica de la enfermedad en la que se

encuentra la paciente.

Definicidn operacional: etapa especifica de la enfermedad establecida por

el patologo.
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Edad

Definicién conceptual: tiempo transcurrido entre la fecha de nacimiento y la

fecha actual.

Definicién operacional: se calculara la edad tomando en cuenta la fecha de

nacimiento del expediente clinico. Se contara en afos.
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11.4 ANEXO 4. ESCALAS DE MEDICION DE LAS VARIABLES

VARIABLE DEPENDIENTE

CONCENTRACION

VARIABLE DE TIPO DE INSTRg:\EnENTO VALOR
ESTUDIO VARIABLE MEDICION
Galectina-9 | Cuantitativa | Continua ELISA 3.10-10.4 ng/ml
INF-y Cuantitativa | Continua ELISA 1.09-422.55 pg/ml
IL1-B Cuantitativa | Continua ELISA 1.69-12.71 pg/ml
VARIABLE DEPENDIENTE
EXPRESION
VARIABLE TIPO DE INSTRg:\EnENTO VALOR
DE ESTUDIO VARIABLE MEDICION
% de células
Galectina-9 | Cuantitativa | Discreta | Inmunohistoquimica positivas/tres
campos
% de células
INF-y Cuantitativa | Discreta | Inmunohistoquimica positivas/tres
campos
% de células
IL1-B Cuantitativa | Discreta | Inmunohistoquimica positivas/tres
campos
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VARIABLE INDEPENDIENTE

VARIABLE DE
ESTUDIO TIPO DE VARIABLE VALOR

1.Carcinoma de
Células

Diagndstico Cualitativa Nominal/Politomica | Escamosas
2.Adenocarcinoma
3.0tros
1.1

Estadio de CaCu Cualitativa Nominal/politbmica il:”
4.1V

VARIABLE SOCIODEMOGRAFICA
Edad Numérica Continua AfRos
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11.5 ANEXO 5. FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

A

\D

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

Coordinacion de Investigacion en Salud
Comision Nacional de Investigacion Cientifica

CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARA PARTICIPAR EN EL PROTOCOLO DE INVESTIGACION:

Expresion de Galectina 9 en cancer cervicouterino: marcador predictivo de respuesta al tratamiento y
supervivencia

Patrocinador externo: NO APLICA
Lugar y Fecha:
No. de registro: R-2017-785-119

Justificacion y objeto del estudio

Estimada Paciente, se le invita a participar en el estudio de investigacion, Expresion de Galectina 9 en cancer
cervicouterino: marcador predictivo de respuesta al tratamiento y supervivencia, registrado ante la
Comisién Nacional de Investigacion Cientifica del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). Dicho proyecto
se llevara a cabo en Unidad Médica de Alta Especialidad, CMN Manuel Avila Camacho del IMSS, y en el Centro
de Investigacion Biomédica de Oriente, ubicado en la ciudad de Metepec, Puebla. El objetivo de la investigacion
es: Evaluar la expresion de galectina-9 en cancer cervicouterino como un marcador predictivo de respuesta al
tratamiento y supervivencia.

La galectina-9 es una proteina que participa en muchas funciones de la célula, como controlar la velocidad a la
que se divide, o la capacidad que tiene de invadir otros tejidos.

Cuando una célula normal se transforma en una célula tumoral o cancerosa se presentan muchas alteraciones,
una de ellas es la disminucion en la cantidad de esta proteina, estos cambios le permiten a la célula cancerosa
dividirse sin control lo que favorece el crecimiento del tumor.

Este proyecto en particular esta dedicado al estudio de una regién del cuerpo de las mujeres llamada cérvix o
cuello del utero (matriz), que es el sitio en el que se unen la matriz y la vagina. En este sitio se desarrolla un tipo
de cancer llamado cervicouterino (cancer del cuello del utero).

Tal vez usted ya sabe que el cancer cervicouterino es una enfermedad grave que afecta a muchas mujeres
mexicanas, por lo que el presente proyecto busca determinar si analizar la cantidad de galectina 9 puede ayudar
a determinar el prondstico del tumor, o dar seguimiento a las pacientes para identificar si existe una recaida, lo
cual podria ser utilizado para identificar la presencia de cancer lo mas pronto posible. La cantidad de esta
proteina en el tejido del cuello del utero puede modificarse en relacion a la presencia y el tipo de virus del
papiloma humano.

Usted ha sido elegida para participar en este proyecto de investigacion porque al realizarle estudios de patologia
el reporte indicé que usted tiene cancer cervicouterino.

Al igual que usted, seran invitadas a participar otras pacientes que, de forma voluntaria y sin ninguna presion,
acepten participar en el estudio. Por favor lea la informacion que le estamos proporcionando y si tiene alguna
pregunta, con gusto le aclararemos sus dudas.

Su participacion es voluntaria y su decision de participar 0 no en este proyecto no afecta en nada su relacién
con el IMSS, es decir que Usted seguira recibiendo la atencién médica requerida para mejorar su salud
independientemente de que decida o no participar en este estudio.
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Procedimientos

Como parte de la atencién que normalmente le brinda el IMSS, Usted se le realizan algunas preguntas sobre
su estado de salud y sus antecedentes clinicos, se le realizara una exploracion fisica minuciosa y los estudios
de laboratorio que su médico juzgue convenientes, asi como los procedimientos clinicos o quirurgicos
necesarios para tratar su enfermedad, en caso de tenerla. En este sentido el participar en el estudio no hara
ningun cambio respecto a la atencion que le brinda su médico en esta unidad, si es que fuera necesario.

Dependiendo de la etapa en que se encuentre su enfermedad (cancer), se le realizaran diferentes tipos de
tratamiento, los cuales incluyen cirugia, radioterapia y/o quimioterapia, su médico oncologo, determinara cual
es el tratamiento mas adecuado para tratar su enfermedad, para esto tomara en cuenta su edad, el niUmero de
hijos que haya tenido, su condicién en general y el grado de avance de su enfermedad.

En ciertos casos de cancer el médico decide retirar la parte del cuello de la matriz que esta lesionada, mediante
un tratamiento quirdrgico que se llama conizaciéon o simplemente cono (ya que la parte removida tiene dicha
forma). En otros casos el médico puede decidir por retirarle quirirgicamente toda la matriz (o utero), los ovarios
y ganglios, si estuvieran comprometidos. Recuerde que esto dependera de la gravedad de su enfermedad y las
decisiones que tome el médico oncdlogo que la esta tratando, y en ningun caso se hace con el fin de aportar
muestras a este proyecto de investigacion.

Como parte de este estudio se le pedira responder a un cuestionario que le aplicara una enfermera o un auxiliar
del proyecto. El tiempo requerido para completar el cuestionario sera de maximo 15 minutos.

Se le tomara una muestra del cuello del Utero, siguiendo el mismo procedimiento utilizado para el estudio de
Papanicolaou (raspado cervical); esta muestra se utilizara para conocer mediante procedimientos de laboratorio
el tipo de virus de papiloma humano presente en las células.

Se le tomara una muestra de 3 ml sangre, que equivalente a media cucharadita cafetera, para evaluar la
concentracion de galectina-9 y determinar si esta asociada con la presencia de la enfermedad.

Se le solicita su autorizaciéon para poder utilizar parte del tejido que le haya sido retirado, ya sea como cono,
biopsia o Utero completo, para realizar otras pruebas de laboratorio que nos ayuden a identificar la cantidad de
galectina 9. También le pedimos su autorizacidon para conservar y almacenar las partes de las muestras de
tejido no utilizadas en este estudio, para ser utilizadas en otros proyectos de investigacion futuros que ayuden
a detectar, prevenir y tratar el cancer cervicouterino.

Asi mismo, se le pedira una muestra de sangre al concluir el tratamiento y aproximadamente cada seis meses
durante su seguimiento hasta que sea dada de alta (a los 5 afios), en este momento, termina su participacion
en el estudio.

Por ningun motivo se solicitara que usted asista al Hospital para la toma de muestra, esta se hara durante las
citas de revision que usted tenga programadas. Al respecto cuando se haga la toma de muestras de sangre de
seguimiento, se tomaran algunos datos clinicos con respecto a la evolucion de la enfermedad, tipo de
tratamientos aplicados, resultados de laboratorio, estos datos seran tomados de su expediente concluyendo la
consulta, lo que tomara maximo 5 min.

Los investigadores analizaremos los resultados y los publicaremos en Foros y revistas especializadas, sin que
sea posible identificar a ninguna participante.

Posibles riesgos y molestias.

La toma de las muestras de laboratorio no implica riesgo para usted porque sera realizada por personal médico
capacitado.

El raspado cervical se realiza con un cepillo desechable (solo se usa una vez) que raspa suavemente la
superficie del cuello de la matriz. Las molestias que usted podria presentar son las mismas que usted ha sentido
cuando le toman muestras para el Papanicolaou. En algunas ocasiones se puede presentar ligero dolor, pero
éste desaparece en poco tiempo sin necesidad de recibir medicamentos.
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La toma de sangre le ocasionara molestias minimas, como el leve dolor por el piquete con la aguja en el
antebrazo al tomar la muestra de sangre, existiendo la posibilidad de formarse un moretén en el lugar de la
toma de muestra de sangre.

Las muestras de tejido seran tomadas de las de la biopsia que le fue tomada para realizar el diagndstico de su
enfermedad.

Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio.

Por su participacion en el estudio usted no tendra que hacer ninglin gasto y tampoco recibira ningtin pago. La
atencion médica, medicamentos, examenes, tratamientos y cirugias, etc. que requiera para su enfermedad sera
proporcionados por el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), gracias a que usted es derechohabiente.

Su participacion en el estudio no tendra ningun beneficio inmediato para usted, sin embargo, sera importante
ya que ayudara a que esta enfermedad se conozca mejor y podamos proponer mejores métodos de diagndstico;
esto beneficiara en el futuro a otras personas que sufran de la misma enfermedad.

Informacion sobre resultados y alternativas de tratamiento,

Ya que los resultados de este estudio no cambiarian el prondstico, la evolucion, ni el tratamiento de su
enfermedad, no se considera necesario entregarle ningun reporte del mismo. Pero si usted esta interesada en
conocer los resultados del proyecto, tiene el derecho de solicitarlos al investigador responsable.

Participacion o retiro. Su participacion en este estudio es completamente voluntaria; si usted decide no
participar en el estudio, seguira recibiendo la atencion brindada por el IMSS y se le ofreceran los procedimientos
y tratamientos habituales. De la misma forma, usted podra abandonar el estudio en el momento que asi lo
decida, sin que eso afecte el seguimiento o la atencion que se le proporciona en el IMSS.

Privacidad y confidencialidad. La informacion sera guardada de manera confidencial y por separado para
garantizar su privacidad. Cuando se conjunten los datos de todos los participantes en el estudio y se realice el
analisis, su nombre permanecera oculto, al igual que al presentar los resultados en una publicacion o
conferencia.

Solo cuando el médico tratante lo solicite se le proporcionaran los resultados obtenidos de este estudio, o bien
cuando por alguna situacion especial lo requiera la ley.

En caso de coleccion de material bioldgico:
DNo autorizo que se tome la muestra.
[]Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

[C]Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros. Las muestras seran almacenadas
por un periodo de 10 afios.

Beneficios al término del estudio:

Al término del estudio, los resultados generados permitiran evaluar si la determinacion de galectina-9 puede ser
utilizada como un marcador para dar seguimiento a las pacientes con CaCu y determinar de manera mas
temprana su exista una recaida o persistencia de la enfermedad.

Si tiene usted preguntas o desea hablar con alguien del equipo médico, puede comunicarse con el Responsable
Médico del Proyecto en su Unidad:

Dr. Teléfono: COrreo:

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse con su médico o con la
investigadora responsable del estudio la Dra. Veronica Vallejo Ruiz al teléfono (244) 444 01 22 de lunes a
viernes de las 8:00 a las 16:00 horas o cualquier dia de la semana al celular 22 21 60 21 54, con sede en la
Ciudad de Puebla México. En caso de requerir mayor y mas detallada informacion, puede escribir al correo
veronica.vallejor@imss.gob.mx
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En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a la Comision de Etica
de la Comisiéon Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de
la Unidad de Congresos, Col. Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56276900 extension 21230,
Correo electronico: comiteeticainv.imss@gmail.com

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Se me ha explicado con claridad en qué consiste el estudio, ademas he leido el contenido de este formato de
consentimiento; se me ha dado la oportunidad de hacer preguntas y todas mis dudas han sido aclaradas; consta
en esta carta con mi firma mi participacion voluntaria.

Nombre y firma del participante

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado

Le he explicado el estudio de investigacion ala participante y he contestado todas sus preguntas. Creo que ella
entiende la informacion descrita en este documento y libremente da su consentimiento a participar en este
estudio de investigacion.

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado

Firma del encargado de obtener el Consentimiento Informado Fecha

Testigo 1

Nombre, direccion, relacion con el paciente y firma

Testigo 2

Nombre, direccion, relacion con el paciente y firma
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11.6 ANEXO 6. BIOETICA

Las personas que participaron en la investigacion tienen garantia de respeto
a los principios de autonomia, beneficencia, no maleficencia y justicia, se incluiran
en el estudio solo aquellas que aceptaron que su muestra fuera utilizada para otros
estudios, firmando la carta de consentimiento informado correspondiente (Anexo 5),
en el entendido de que podran retirarse del estudio si sus intereses asi lo convienen.

Ademas, se mantendra en el anonimato la identidad de dichos participantes
y se pondran a la disposicion de estos ultimos los datos obtenidos.

De acuerdo al REGLAMENTO de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud, en el articulo 17 se considera sin riesgo ya que no se
volverd a tomar muestra de sangre y sélo se incluirdn las que se tienen
almacenadas. Por otra parte, ya se cuenta con las biopsias que se obtuvieron para
el diagnéstico patoldgico.

El estudio cumplira con las pautas de la declaracion de Helsinki, ademas del
instructivo para la operacion de la Comision de Investigacion Cientifica y de los
Comités locales de Investigacién de la FM de la BUAP, de la UMAE-HE-CMN-MAC-

IMSS vy del CIBIOR-IMSS.
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11.7 ANEXO 7. DESCRIPCION DE LAS TECNICAS DE MEDICION.

11.7.1TECNICA DE ELISA (ENSAYO POR INMUNOABSORCION LIGADO A
ENZIMAS)

11.7.1.1  ELISA PARA DETECCION DE GALECTINA-9

COLECCION Y ALMACENAMIENTO DE LA MUESTRA.

Se empled un Tubo Separador Sérico (TSS) y se permitié que las muestras
se coagularan por 30 minutos a temperatura ambiente antes de la centrifugacion
durante 15 minutos a 1000 x g. Se retir6 el suero, se alicuotaron y se almacenaron

las muestras a <= -20 °C.

PREPARACION DE LA MUESTRA.
Las muestras séricas se diluyeron cuatro veces. La dilucién fue 60 pL de
muestra + 180 uL de Diluyente Calibrador RD6-35, dando un total de 240 pL.

Wash Buffer. Se afiadieron 20 ml de Concentrado de Solucién de Lavado a
480 ml de agua desionizada o destilada, con lo cual se prepararon 500 ml de tampdn
de Solucion de Lavado.

Solucién de sustrato. Los reactivos de peréxido de hidrégeno y cromégeno
se mezclaron juntos en igual volumen dentro de los 15 minutos de su uso. Se

protegieron de la luz. Se emplearon 200 uL de la mezcla resultante por pozo.

1) Galectina-9 Standard. Se reconstituyo Galectina-9 Standard con agua
desionizada o destilada, de acuerdo a lo referido en la etiqueta del vial para
ver el volumen. Se mezclé el standard para asegurar la reconstitucion
completa, permitiendo que el standard se sentara por un minimo de 15
minutos, con agitacion gentil antes de realizar las diluciones. Esta
reconstitucion produjo una solucion de reserva de 100 ng/ml. De esta

reconstitucion se tomaron 60 pL y se vaciaron en el tubo de 10 ng/ml.
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2) De los 21 ml de Diluyente Calibrador RD6-35 se pipetearon 540 pL y se

vaciaron a un tubo de 10 ng/ml. Del tubo de 10 ng/ml se pipetearon 300 uL

del estandar de 10 ng/ml en los tubos restantes. Se emplearon la solucién de

reserva para producir seis diluciones. Se mezclé cada tubo completamente

antes de transferir al siguiente. Los 10 ng/ml standard sirvieron como el

estandar alto. El Calibrador Diluyente apropiado sirvié como el standard zero

(0 ng/ml).

3) Se prepararon todos los reactivos, estandares de trabajo y muestras.

4) Se anadieron 100 pL del diluyente de ensayo RD1-9 (11 ml de una proteina

buffer base con preservativos) a cada pozo. Debido a que el diluyente de

ensayo RD1-9 podia contener precipitado, se mezcld bien antes y durante su

uso.

5) Se afadieron 100 yL de Standard, control o muestra por pozo. Se cubri6é con

la tira adhesiva. Se incubd por dos horas a temperatura ambiente sobre un

agitador de microplacas orbital (0.12” orbit), se establecié en 500 +- 50 rpm.

6) Se aspird y lavd cada pozo, se repitio el proceso tres veces para un total de

cuatro lavados. Se lavé llenando cada pozo con Solucién de Lavado (400

ML). Se eliminé en forma completa el liquido en cada paso para una buena

ejecucion. Después del ultimo lavado, se retird cualquier remanente de

Solucién de Lavado por aspiracién o decantacion. Se invirtio la placa sobre

una toalla de papel.

7) Se afiadieron 200 pL de Galectina-9 conjugada a cada pozo. Se cubrié con

una nueva tira adhesiva. Se incubd por 2 horas a temperatura ambiente sobre

el agitador.

8) Se repitid la aspiracion y se lavéo como en el paso 6.

9) Se afadieron 200 pL de Solucién Substrato a cada pozo y se protegieron de

la luz. Se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente sobre la mesa

de trabajo.
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10)Se anadieron 50 uL de solucién de paro a cada pozo. El color de los pozos

cambié de azul a amarillo. Se golpeo gentiimente la placa para asegurar la

mezcla completa.

11)Se determind la densidad 6ptica de cada pozo dentro de los 30 minutos, se

emple6é una microplaca lectora ajustada para 450 nm. Se restaron a las

lecturas de 450 nm las de 570 nm. Esta resta corrigio las imperfecciones

Opticas de la placa. Se considerd que las lecturas realizadas directamente en

450 nm sin correccion podrian ser mas altas y menos precisas.

11.7.1.2  ELISA PARA DETECCION DE INTERLEUCINAI-f3

1) Preparacion del diluyente de ensayo: del frasco del diluyente de ensayo

que contenia 30 ml, se tomaron 10 ml y se agregaron a 40 ml de agua

desionizada, quedando asi la solucion de trabajo.

2) Preparacién del estandar: se afiadieron 5 pul del estandar y se llevaron a 10

ml de diluyente de ensayo (5 ul del estandar + 9995 ul de diluyente de

ensayo), se agitdé suavemente.

3) A cada tubo eppendorf se le afiadieron 500 pul de diluyente de ensayo.

4) De la preparacion del estandar (5 ul del estandar + 9995 ul de diluyente de

ensayo), se tomdé 1 ml y se vacioé en un tubo de eppendorf, de este ml se

tomaron 500 pl para realizar las diluciones posteriores, quedando 500 pl del

estandar + 500 ul de diluyente ensayo en cada eppendorf hasta realizar 8

diluciones, el ultimo estandar sirvié como el estandar cero.

5) Una vezrealizadas las diluciones de los estandar, se colocaron 100 ul a cada

pozo de su respectiva dilucién estandar, por duplicado.

6) Se anadieron 100 ul/pozo de las muestras problema (120 pul de suero + 120

ul de diluyente= 240 pul). Se coloco la placa en la camara humeda y se

mantuvo en el agitador por dos horas.

7) Preparacién del anticuerpo primario de detecciéon (Anti IL 1-3 humano

conjugado) (dilucién 1X): de acuerdo a lo establecido por el inserto, la

dilucion correspondio a 48 ul de solucidn del anticuerpo en 12 ml de diluyente
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8)

9)

de ensayo (preparacion en el paso 1). Debido a que se tenian que aplicar
100 pl por pozo de anticuerpo y ocupamos 56 pozos, se requirieron 5600 pl
de diluyente, para que no faltara solucion, en lugar de preparar 5600 ul se
prepararon 6 000 ul (6 ml), lo que correspondid por regla de tres a 24 pul. La
preparacion queddé 24 ul de anticuerpo de deteccién + 5976 ul de diluyente
de ensayo, dando un total de 6 000 ul de toda la dilucion.

Preparacion solucién buffer: se diluyo el contenido del sobre en un litro de
agua desionizada.

Posterior a las dos horas de incubacion de las muestras problema y el
estandar, se sacudio el contenido de la placa, se colocaron 250 pl de solucion
buffer en cada pozo, se colocé la placa en la cdmara humeda y se mantuvo
en el agitador por 3 minutos. Después de este tiempo se retird el sobrante y

se continuo con los lavados, este proceso se realizo 5 veces (5 lavados).

10) Una vez preparado el anticuerpo primario de deteccion, con la placa vacia

después de los lavados, se aplicaron 100 ul del anticuerpo a cada pozo y se

dejo incubar por dos horas.

11) Posterior a la incubacién, se retir6 el sobrante y se procedié a lavar los

pozos, se realizaron 5 lavados en total, como en el paso 9.

12) Preparacion del anticuerpo secundario de deteccién (Avidin-HRP). De

acuerdo a lo establecido por el inserto, la dilucién correspondié a 48 ul de
solucion del anticuerpo en 12 ml de diluyente de ensayo (de acuerdo a la
preparacion en el paso 1). Debido a que se tenian que aplicar 100 pl por pozo
de anticuerpo y ocupamos 56 pozos, se requirieron 5600 pl de diluyente, para
que no faltara solucién, en lugar de preparar 5600 pl se prepararon 6 000 pl
(6 ml), lo que correspondi6 por regla de tres a 24 pul. La preparacion quedo
24 ul de anticuerpo de deteccién + 5976 ul de diluyente de ensayo, dando un

total de 6 000 pl de toda la dilucion.

13)De la preparacion previa de avidina, con la placa vacia, se colocaron 100 pl

a cada pozo con la luz apagada, posteriormente se colocd en la camara

humeda y se mantuvo en agitacion tenue por 40 minutos.
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14) Se retird el sobrante, se lavo con solucion buffer y se colocé en el agitador,
se siguieron los pasos como en el punto 9 para un total de 7 lavados.

15) Después del ultimo lavado, se retird la placa del agitador, se tir6 el sobrante
y se colocaron 100 pl de solucién sustrato (sin dilucién). Se colocé la placa
en la camara humeda y se mantuvo en agitacién por 15 minutos. Se observé
el cambio de coloracién de cada pozo.

16) Posterior a lo anterior, se afiadieron 50 ul de solucién de paro (sin dilucién)
a cada pozo, quedando este pozo con 150 ul (100 ul de solucion sustrato +
50 ul de solucion de paro).

17) Finalmente se llevé a cabo la lectura de la placa a 450 y se analizaron los

resultados obtenidos.

11.7.1.3  ELISA PARA DETECCION DE INTERFERON-y

1) Preparacion del diluyente de ensayo: del frasco del diluyente de ensayo
que contenia 30 ml, se tomaron 10 ml y se agregaron a 40 ml de agua
desionizada, quedando asi la solucion de trabajo.

2) Preparacidon del estandar: se afiadieron 5 pul del estandar y se llevaron a 10
ml de diluyente de ensayo (5 ul del estandar + 9995 ul de diluyente de
ensayo), se agitdé suavemente.

3) A cada tubo eppendorf se le afiadieron 500 pul de diluyente de ensayo.

4) De la preparacion del estandar (5 ul del estandar + 9995 ul de diluyente de
ensayo), se tomdé 1 ml y se vacioé en un tubo de eppendorf, de este ml se
tomaron 500 pl para realizar las diluciones posteriores, quedando 500 pl del
estandar + 500 pl de diluyente de ensayo en cada eppendorf hasta realizar 8
diluciones, el ultimo estandar sirvié como el estandar cero.

5) Una vezrealizadas las diluciones de los estandar, se colocaron 100 ul a cada

pozo de su respectiva dilucién estandar, por duplicado.
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6)

7)

8)

9)

Se afadieron 100 pl/pozo de las muestras problema (120 ul de suero + 120
ul de diluyente= 240 pl). Se coloco la placa en la camara humeda y se
mantuvo en el agitador por dos horas.

Preparacion del anticuerpo primario de deteccion (Anti IFN-y humano
conjugado con biotina)(dilucién 1X): de acuerdo a lo establecido por el
inserto, la dilucion correspondié a 48 ul de solucion del anticuerpo en 12 ml
de diluyente de ensayo (preparacion en el paso 1). Debido a que se tenian
que aplicar 100 ul por pozo de anticuerpo y ocupamos 56 pozos, se
requirieron 5600 ul de diluyente, para que no faltara solucién, en lugar de
preparar 5600 pul se prepararon 6 000 ul (6 ml), lo que correspondioé por regla
de tres a 24 ul. La preparacion quedoé 24 ul de anticuerpo de detecciéon +
5976 pl de diluyente de ensayo, dando un total de 6 000 ul de toda la dilucion.
Preparacion solucién buffer: se diluyo el contenido del sobre en un litro de
agua desionizada.

Posterior a las dos horas de incubacion de las muestras problema y el
estandar, se sacudio el contenido de la placa, se colocaron 250 pl de solucion
buffer en cada pozo, se colocé la placa en la cdAmara humeda y se mantuvo
en el agitador por 3 minutos. Después de este tiempo, se retird el sobrante y

se continuo con los lavados, este proceso se realizo 5 veces (5 lavados).

10) Una vez preparado el anticuerpo primario de deteccion, con la placa vacia

después de los lavados, se aplicaron 100 ul del anticuerpo a cada pozo y se

dejo incubar por dos horas.

11) Posterior a la incubacién, se retir6 el sobrante y se procedié a lavar los

pozos, se realizaron 5 lavados en total, como en el paso 9.

12) Preparacion del anticuerpo secundario de deteccién (Avidina-HRP). De

acuerdo a lo establecido por el inserto, la dilucién correspondié a 48 ul de
solucion del anticuerpo en 12 ml de diluyente de ensayo (de acuerdo a la
preparacion en el paso 1). Debido a que se tenian que aplicar 100 pl por pozo
de anticuerpo y ocupamos 56 pozos, se requirieron 5600 pl de diluyente, para

que no faltara solucién, en lugar de preparar 5600 pl se prepararon 6 000 pl
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(6 ml), lo que correspondi6 por regla de tres a 24 pul. La preparacion quedo
24 ul de anticuerpo de deteccién + 5976 ul de diluyente de ensayo, dando un
total de 6 000 pl de toda la dilucion.

13) De la preparacion previa de avidina, con la placa vacia, se colocaron 100 pl
a cada pozo con la luz apagada, posteriormente se colocd en la camara
humeda y se mantuvo en agitacion tenue por 40 minutos.

14) Se retird el sobrante, se lavo con solucion buffer y se colocé en el agitador,
se siguieron los pasos como en el punto 9 para un total de 7 lavados.

15) Después del ultimo lavado, se retir6 la placa del agitador, se tir6 el sobrante
y se colocaron 100 pul de solucién sustrato (sin dilucién). Se colocé la placa
en la camara humeda y se mantuvo en agitacién por 15 minutos. Se observé
el cambio de coloracién de cada pozo.

16) Posterior a lo anterior, se afiadieron 50 ul de solucién de paro (sin dilucién)
a cada pozo, quedando este pozo con 150 ul (100 ul de solucion sustrato +
50 ul de solucion de paro).

17) Finalmente se llevo a cabo la lectura de la placa a 450 y se analizaron los

resultados obtenidos.

11.7.2 TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA
11.7.2.1  TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA IL 1-3

1) Se colocaron las laminillas en estufa bacteriologica a 60 °C por una hora.

2) Se desparafiné el tejido con Xilol
Xilol 1 por 5 minutos

Xilol 2 por 5 minutos
3) Se hidrat6 la seccion de tejido en una serie de gradientes de etanol por 5

minutos.

Etanol al 100% por 5 minutos
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Etanol al 100% por 5 minutos
Etanol al 96% por 5 minutos
Etanol al 80% por 5 minutos
Etanol al 70% por 5 minutos

4) Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

5) Se retird el exceso de agua con una toalla alrededor del tejido, sin que el
tejido quedara seco y se aplicaron 20 pl de tripsina al 0.25% pH 7.2-8.0
(Gibco 15050065) quedando cubierto todo el tejido.

6) Se colocé el tejido en camara himeda por 30 minutos a 37 °C en estufa. Se

colocé el filtro en camara humeda y se agregd agua desionizada o destilada.
7) Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

8) Se aplico el anticuerpo primario monoclonal anti-IL 1-f (dilucion 1:1000) 20,
30, 40 ul (en funcion del tamafo del tejido) sin que se secara el tejido. Se

colocd en camara humeda y se deja en refrigeracion toda la noche (24 horas).
AL SIGUIENTE DiA:

9) Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

10) Se apago la peroxidasa con una solucién que contenia 50 ml metanol + 150
ml de perdxido de hidrogeno (agua oxigenada), se colocaron solucion y

laminillas en el coplin por 30 minutos.

11) Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.
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12) Se aplicé el anticuerpo secundario, de tipo policlonal anti-IgG de ratén en
chivo, acoplado a peroxidasa (dilucion 1:100) (el diluyente empleado fue PBS
2.5%) en cantidad de 20,30,40 pul (en funcién del tamano del tejido) sin que

secara el tejido, se dejo en camara humeda durante 1 hora.
13) Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

14)Se aplic6 DAB (Diaminobencidina) 10, 20 ul sobre el tejido (tincion

inmunohistoquimica) y se colocan en camara humeda por 30 minutos.
15) Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.
16)Se tifd laminilla con hematoxilina en coplin por 25-30 segundos.

17)Se lavo laminilla con agua de llave, teniendo cuidado que el chorro de agua

no cayera directo en el tejido.

18)Se deshidraté el tejido:
Alcohol 70% 5 minutos
Alcohol 80% 5 minutos
Alcohol 96% 5 minutos
Alcohol 100% 5 minutos
Alcohol 100% 5 minutos

Xilol 2do. baifo 5 minutos

Xilol 1er. bafio 5 minutos

19) Se coloco una gota de resina y se cubrio laminilla con un portaobjetos, una

vez que quedo fijo el portaobjetos, se observo la expresion de IL 1-f.
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11.7.2.2  TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA INTERFERON-y

1) Se colocaron las laminillas en estufa bacteriologica a 60 °C por una hora.

2) Se desparafiné el tejido con Xilol.
Xilol 1 por 5 minutos

Xilol 2 por 5 minutos

3) Se hidrat6 la seccion de tejido en una serie de gradientes de etanol por 5
minutos.
Etanol al 100% por 5 minutos
Etanol al 100% por 5 minutos
Etanol al 96% por 5 minutos
Etanol al 80% por 5 minutos

Etanol al 70% por 5 minutos

4) Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

5) Se retird el exceso de agua con una toalla alrededor del tejido, sin que el
tejido quedara seco y se aplicaron 20 pl de tripsina al 0.25% pH 7.2-8.0
(Gibco 15050065) quedando cubierto todo el tejido, de ser necesario se

aplicé mas.

6) Se colocé el tejido en camara himeda por 30 minutos a 37 °C en estufa. Se

coloco el filtro en camara humeda y se agregd agua desionizada o destilada.
7) Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.
8) Se aplico el anticuerpo primario monoclonal anti-IFN-y (dilucién 1:10) 20, 30,

40 ul (en funcidon del tamario del tejido) sin que se secara el tejido. Se colocéd

en camara humeda y se deja en refrigeracion toda la noche (24 horas).
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AL SIGUIENTE DIA:
9) Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

10) Se apago la peroxidasa con una solucién que contenia 50 ml metanol + 150
ml de perdxido de hidrogeno (agua oxigenada), se colocaron solucion y

laminillas en el coplin por 30 minutos.
11) Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

12) Se aplicé el anticuerpo secundario, de tipo policlonal, anti-IgG de ratén en
chivo, acoplado a peroxidasa, dilucion 1:100 (el diluyente empleado fue PBS
2.5%) en cantidad de 20,30,40 pul (en funcién del tamano del tejido) sin que

secara el tejido, se dejo en camara humeda durante 1 hora.
13) Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

14)Se aplic6 DAB (Diaminobencidina) 10, 20 ul sobre el tejido (tincion

inmunohistoquimica) y se colocan en camara humeda por 30 minutos.
15) Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.
16)Se tifAd laminilla con hematoxilina en coplin por 25-30 segundos.

17)Se lavo laminilla con agua de llave, teniendo cuidado que el chorro de agua

no cayera directo en el tejido.

18)Se deshidraté el tejido:
Alcohol 70% 5 minutos
Alcohol 80% 5 minutos
Alcohol 96% 5 minutos
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Alcohol 100% 5 minutos
Alcohol 100% 5 minutos

Xilol 2do. baifo 5 minutos

Xilol 1er. bafio 5 minutos

19)Se colocd una gota de resina y se cubrid laminilla con un portaobjetos, una

vez que quedo fijo el portaobjetos, se observo la expresion de IL 1-f.

11.7.2.3  TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA GALECTINA-9.

1) Se colocaron las laminillas en estufa bacteriologica a 60 °C por una hora.

2) Se desparafiné el tejido con Xilol
Xilol 1 por 5 minutos

Xilol 2 por 5 minutos

3) Se hidrat6 la seccion de tejido en una serie de gradientes de etanol por 5
minutos.
Etanol al 100% por 5 minutos
Etanol al 100% por 5 minutos
Etanol al 96% por 5 minutos
Etanol al 80% por 5 minutos

Etanol al 70% por 5 minutos

4) Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

5) Se aplicaron 20 pl de tripsina, quedando cubierto todo el tejido, de ser

necesario se aplico mas.

79



Gonzélez-Ronquillo M.A., 2019 “Determinacidn de la expresion y concentracién de Galectina-9, IFN-y e IL1-f en m
pacientes con CaCu”

6) Se colocé el tejido en camara himeda por 30 minutos a 37 °C en estufa. Se

colocé el filtro en camara humeda y se agregd agua desionizada o destilada.

7) Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

8) Se aplicod el anticuerpo primario monoclonal especifico para Galectina-9
humana (dilucion 1:250), 20, 30, 40 ul sin que se secara el tejido. Se coloco
en camara humeda y se deja en refrigeracion toda la noche (24 horas).

AL SIGUIENTE DIA:

9) Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

10) Se apago la peroxidasa con una solucién que contenia 50 ml metanol + 150
ml de perdxido de hidrogeno (agua oxigenada), se colocaron laminillas y
solucién en el coplin por 30 minutos, no se elimind la solucion.

11) Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

12) Se aplicé el anticuerpo secundario, de tipo policlonal anti-lgG de conejo
acoplado a peroxidasa (dilucion 1:1000) 20,30,40 pl (en funcién del tamafio
del tejido) sin que secara el tejido, se dejé en camara humeda durante 1 hora.

13)Se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

14)Se aplic6 DAB (Diaminobencidina) 10, 20 ul sobre el tejido (tincion

inmunohistoquimica) y se colocan en camara humeda por 30 minutos.

15)Se realizaron 3 lavados con PBS por 5 minutos cada uno.
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16)Se tifAd laminilla con hematoxilina en coplin por 25-30 segundos.

17)Se lavo laminilla con agua de llave, teniendo cuidado que el chorro de agua

no cayera directo en el tejido.

18)Se deshidraté el tejido:
Alcohol 70% 5 minutos
Alcohol 80% 5 minutos
Alcohol 96% 5 minutos
Alcohol 100% 5 minutos
Alcohol 100% 5 minutos

Xilol 2do. baio 5 minutos

Xilol 1er. bafio 5 minutos

20)Se coloco una gota de resina y se cubrio la laminilla con un portaobjetos, una

vez que quedo fijo el portaobjetos, se observo la expresion de Galectina-9.
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11.8 ANEXO 8. HOJA DE CONCENTRACION DE DATOS

BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA
BUAP
FACULTAD DE MEDICINA

HOJA DE CONCENTRACION DE DATOS DEL PROTOCOLO:
“Determinacion de la expresion y concentracion de Galectina-9, interferon gamma e

interleucina 1 beta en pacientes con cdancer cervicouterino”

No. de registro del protocolo:

No. de registro del paciente:

Fecha de realizacion de biopsia:

Diagndstico de la biopsia:

Estadificacion de CaCu:

Tratamiento al diagndstico:  Si( ) No( )

Quimioterapia: Radioterapia:

Diagndstico de enfermedad inmunoldgica:

Antecedente de cancer en otra parte del organismo:

Fecha de toma de muestra sanguinea:

Edad:
Fecha de andlisis | Fecha de analisis de la muestra:
de la biopsia:
Expresion Concentracion
Galectina-9
INF-y
IL1-B

Interpretacion de resultados:
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11.9 ANEXO 9. LOGISTICA

RECURSOS HUMANOS

Asesores metodolégicos:
D.C. Maria Alicia Diaz y Orea

D.C. Verodnica Vallejo Ruiz

Alumna de la Maestria en Ciencias Médicas e Investigacion:

Maria de los Angeles Gonzalez Ronquillo.

RECURSOS MATERIALES:

Se contd con los recursos materiales del Laboratorio de Inmunologia
Experimental de la FM de la BUAP, del laboratorio de Biologia Molecular y Celular
del CIBIOR IMSS y de la UMAE-HE-CMN-MAC-IMSS.

RECURSOS FINANCIEROS:

Se contd con los recursos financieros del Laboratorio de Inmunologia
Experimental de la FM de la BUAP, del laboratorio de Biologia Molecular y Celular
del CIBIOR IMSS, de la UMAE-HE-CMN-MAC-IMSS, asi como el apoyo recibido
por CONACYT para financiar el analisis de Galectina-9, a través del proyecto No.
290058 del Fondo Sectorial de Investigacién en Salud (FOSIS).
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