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RESUMEN

Introduccion: El virus de papiloma humano per se no es capaz de desarrollar todas las
transformaciones neoplasicas en el cérvix uterino, de manera que factores de riesgo como
los genéticos, ambientales, estilo de vida sexual y el desbalance oxidativo podrian
contribuir a la enfermedad.

Objetivo: Determinar el comportamiento del sistema enzimatico antioxidante en mujeres
con atipia de células escamosas de significado indeterminado y neoplasia intraepitelial
cervical grado I.

Métodos: Se conformaron tres grupos de estudio: el primero incluyé 30 mujeres con
diagnostico de atipias, el segundo se constituyd con 40 mujeres con neoplasia intraepitelial
grado 1 y el tercero consistio en 30 mujeres con citologia negativa tomadas como control,
provenientes de la consulta de Patologia de Cuello del “Agustin Gémez Lubian” de Santa

Clara. Mediante métodos espectrofotométricos se determinaron los niveles de actividad
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enzimatica superdxido dismutasa y catalasa asi, como las concentraciones de glutation
reducido. Las comparaciones se realizaron con el programa SPSS, version 18.
Resultados: En el grupo de atipias, aungue los tres parametros tuvieron una tendencia a la
disminucion no hubo diferencias significativas con respecto al control. Mientras que el
grupo de neoplasia grado | evidencio disminucion significativa de los tres indicadores
estudiados al ser comparados con el grupo control.

Conclusiones: Se constatd afectacion del sistema antioxidante enzimatico en el grupo de
neoplasia grado I, lo cual podria considerarse un cofactor importante en la progresion de
las lesiones en el cérvix uterino.

Palabras clave: sistema antioxidante enzimatico; atipia celular; neoplasia intraepitelial

cervical.

ABSTRACT

Introduction: Human papillomavirus per se can not carry out all the neoplastic
transformations occurring in the uterine cervix. Genetic and environmental risk factors as
well as sexual behavior and oxidative imbalance may also play a role.

Objective: Determine the behavior of the enzymatic antioxidant system in women with
squamous cell atypia of indeterminate significance and grade | cervical intraepithelial
neoplasia.

Methods: Three study groups were formed. The first group included 30 women diagnosed
with atypia, the second group was made up of 40 women with grade | intraepithelial
neoplasia, and the third or control group consisted of 30 women with negative cytology
from Agustin  Gémez Lubian Cervical Pathology service in Santa Clara.
Spectrophotometric methods were used to determine the levels of superoxide dismutase
and catalase enzymatic activity, as well as the concentrations of reduced glutathione.
Comparisons were made with the SPSS software, version 18.

Results: In the atypia group the three parameters showed a decreasing tendency, but
differences with respect to the control group were not significant. In the grade | neoplasia
group, however, a significant reduction was found of the three study indicators when
compared with the control group.

Conclusions: Damage to the enzymatic antioxidant system was observed in the grade |
neoplasia group. This could be considered to be an important cofactor in the progress of
uterine cervix lesions.

Key words: enzymatic antioxidant system, cell atypia, cervical intraepithelial neoplasia.
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Introduccion

Segun la Organizacién Mundial de Salud (OMS), el cancer cérvico-uterino (CCU) ocupa
el segundo lugar en mortalidad femenina en el mundo con unas 270 000 muertes cada afio,
donde el 85 por ciento ocurre en paises subdesarrollados. En Cuba, a pesar del Programa
Nacional de Prevencion Precoz, esta patologia ocupa la quinta causa de mortalidad por
tumores malignos en la mujer, con 530 defunciones en el afio 2017.%)

Multiples estudios han referido que el agente causal o factor de riesgo mas importante en
el desarrollo de lesiones cérvico-uterinas lo constituye la infeccién por virus de papiloma
humano (VPH), pues su presencia se ha constatado en el 99 % de los casos de CCU.® No
obstante, la infeccion per se no es capaz de desarrollar todos los eventos carcinogénicos,
de manera que otros factores de riesgo como los genéticos, ambientales, de estilo de vida
sexual y el desbalance oxidativo pudieran contribuir a la patologia.

Los factores genéticos estan relacionados en gran medida con la inmunidad innata y
adquirida, la susceptibilidad individual a padecer la enfermedad y a la oncogencidad del
virus. Los factores ambientales por su parte se relacionan con la exposicion a toxicos,
sustancias teratdgenas producidas por el consumo de tabaco, pildoras anticonceptivas y
alcohol. Mientras que los estilos de vida sexuales involucran el comienzo temprano de las
relaciones sexuales, el nimero de compafieros sexuales, la paridad, el nUmero de abortos,
las ITS previas, entre otros.®

Gran parte de estos factores se relacionan directamente con el incremento de especies
reactivas del oxigeno (ERO) o radicales libres (RL) que en consecuencia provocan
desbalance entre antioxidantes y pro-oxidantes.”) Los cambios biogquimicos a nivel de la
mucosa cervical y en el organismo potencian el estado de estrés oxidativo (EO), lo cual
pudiera contribuir de manera importante al desarrollo de la patologia.

El sistema antioxidante es considerado la primera linea de defensa natural para reducir los
dafios provocados por los RL, el cual involucra antioxidantes tanto de origen endégeno
como exogenos. Los enddgenos incluyen las enzimas superdxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT) y Glutation peroxidasa (Gpx), a los cuales se adicionan cofactores

enzimaticos como el zinc, el cobre, el manganeso, el glutation, entre otros. Mientras que
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los antioxidantes exdgenos proceden fundamentalmente de la dieta e incluyen vitaminas
(E, C, A, flavonoides, etc.) y oligoelementos.®

Cualquier afectacion del sistema antioxidante puede conducir a consecuentes alteraciones
de la homeostasis intracelular y causar dafio a importantes componentes de la célula como
los lipidos de la membrana, proteinas estructurales y enzimaticas, carbohidratos y acido
nucleicos. Una vez que el exceso de oxidantes supere la defensa antioxidante y/o los
mecanismos reparadores del ADN podria producirse injuria y/o muerte celular e impactar
en el desarrollo de lesiones precursoras a cancer.®

Las razones antes mencionadas nos motivaron a determinar el comportamiento del sistema
enzimatico antioxidante en mujeres con atipia de células escamosas de significado
indeterminado (por sus siglas en inglés - ASCUS) y neoplasia intraepitelial cervical grado

I (NIC I) en el cérvix uterino.

Métodos

Se realiz6 una investigacion analitica transversal, con disefio de casos y controles en el
Laboratorio de Quimica Sanguinea de la Unidad de Investigaciones Biomédicas,
perteneciente a la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara, con la colaboracion de
la consulta de Ginecologia (Patologia de Cuello) del policlinico “Agustin Gémez Lubian”
de Santa Clara, durante el afio 2018.

Teniendo en cuenta criterios de inclusion/rechazo y el consentimiento de las participantes,
se seleccionaron un total de 100 mujeres con edades comprendidas entre 25 y 65 afios,
tomadas al azar. Se conformaron tres grupos: el primero se constituyé con 30 mujeres con
ASCUS, el segundo con 40 mujeres con NIC 1y el tercero con 30 mujeres con citologia
negativa tomadas como control. En todos los grupos el diagndstico se realizd mediante la
citologia cérvico-vaginal (Test de Papanicolau) y los casos fueron corroborados por
colposcopia.

Para el estudio del sistema enzimatico antioxidante, se extrajo una muestra de 5mL de
sangre por puncion venosa, la cual se deposité sobre 100 uL. de anticoagulante EDTA al
5,6 %. Mediante el proceso de centrifugacion se obtuvo el plasma en el cual se
determinaron las actividades enzimaticas Superdxido dismutasa y Catalasa (CAT), asi

como las concentraciones de glutatién reducido (GSH).
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Las técnicas analiticas emplearon métodos espectofotométricos (Genesys 10 UV ®), con
reactivos de alta calidad suministrados por las firmas Merck y HELFA.

La determinacion de la actividad enziméatica SOD extracelular, se realizd mediante el
método cinético descrito por Marklund (1990), la CAT por el método cinético de Aebi
(1974) y la concentracion de proteinas totales por el método de Lowry (1951), usada para
referir las unidades de actividades enzimaticas especificas (UAEE= UAE/mg de proteinas).
Por otra parte, la concentracién de GSH se realiz0 a través del método descrito por Beutler
(1986).

A partir de una base de datos se realiz6 el andlisis estadistico mediante el programa SPSS,
version 18.0 de Windows® XP Titan Ultimate. Se determinaron los estadisticos de grupo
para cada variable en estudio y se comprob6 al aplicar el test de bondad de ajuste Shapiro
Wills que los datos no cumplian una distribucion normal (p< 0,05). Por tanto, para
comparar los rangos medios se utilizaron pruebas no paramétricas, especificamente el test
de Mann-Whitney, con un intervalo de confianza del 95 %.

La investigacion parte de un proyecto nacional contratado por el CITMA, disefiado y
aprobado tanto por el Comité Cientifico como por el de Etica de la Unidad de
Investigaciones Biomedicas de la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara,
teniendo en cuenta las regulaciones éticas para el trabajo en humanos. Las explicaciones
objetivas del estudio fueron expuestas por el equipo multidisciplinario de investigadores a
las mujeres participantes en el estudio, las cuales emitieron su autorizacion por escrito

(consentimiento), respetandose el principio de autonomia.

Resultados

La edad promedio de las mujeres participantes en la investigacion fue de 49 afios.
Los estadisticos descriptivos de la actividad de las enzimas SOD y CAT, y las
concentraciones de GSH en los tres grupos de estudio se muestran en la tabla; asi como la

significacion estadistica de las comparaciones entre los grupos 2 a 2.
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Tabla- Estadisticos descriptivos y comparaciones de las variables SOD, CAT y GSH en
mujeres con ASCUS y NIC |

Variables de
estudio

Enzima SOD
(UAE/mg de
proteinas)

Enzima CAT
(UAE/mg de
proteinas)

GSH
(uM)

Grupos de
estudio

Control

ASCUS
NIC |
Control

ASCUS
NIC I
Control
ASCUS
NIC I

n

30

30
40
30

30
40
30
30
40

. Intervalo de confianza Significacion
(X £ DS) de la media al 95 % (p)

Limite Limite CASO-
Inferior superior CONTROL

0,055 + 0,021 0,045 0,064

0,046 + 0,015 0,038 0,053 0,108

0,044 + 0,026 0,034 0,054 0,028*

0,482 +0,178 0,414 0,550

0,421 0,177 0,338 0,504 0,246

0,367 + 0,146 0,311 0,424 0,012*

12,224 + 8,859 8,895 14,794

9,200 + 3,412 7,603 10,796 0,157

8,250 + 3,542 6,876 9,623 0,045*

*nivel de significacion al 95 %.

Significacion

(P)

ASCUS-NIC |

0,958

0,272

0,330

Las figuras 1 y 2 muestran los niveles de SOD y CAT respectivamente en los tres grupos

de estudio, y se observa que aunque en las pacientes con ASCUS hay una tendencia a la

disminucion de ambas enzimas, no existen diferencias significativas con respecto al

control. Por su parte, el grupo de pacientes con NIC | evidencia una disminucion

estadisticamente significativa de SOD y CAT.

Actividad SOD

UAEfmg de prot,

0.06

0.05

0.04

0.03

0.02

0.01

0

Control ASCUS MNICI

B Control
B AsCUs
B NICT

Fig. 1- Niveles de actividad enzimatica Superdéxido dismutasa.
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Fig. 2- Niveles de actividad enzimatica Catalasa.

La figura 3 expone los niveles de GSH y aunque en ambos grupos de casos los valores

disminuyeron, solo hubo diferencias significativas en el grupo de NIC I.

UAE/ g de prot,
fmg 3 Miveles GSH

pM
14 000
12 000
10 000
8000
@000
4000
2000
0
Control ASCUS NICI
B Control
B AsCus
B nIcT

Fig. 3- Niveles de glutation reducido.
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Al establecer comparaciones entre las variables de estudio en ambos grupos de casos

(ASCUS-NICI), no se evidencio diferencias estadisticas significativas.

Discusion

La actividad genotoxica del EO y la inestabilidad genémica inducida por el VPH pueden
actuar de manera independiente y generar el dafio molecular necesario para el desarrollo
de las células neoplasicas. También la interaccidon del EO puede incidir sobre uno o0 mas
estados de iniciacion neoplasica y/o en la progresion que induce la infeccion por el VPH.®
La funcidn catalitica de la enzima SOD consiste en la dismutacion del radical superdxido
(O) a peroxido de hidrogeno (H202). El radical O~ es altamente toxico y activo, y aunque
tiene una capacidad de difusién limitada a canales especificos se considera la principal
ERO que reacciona con un mayor numero de moléculas para formar otras especies
secundarias, donde participa directa o indirectamente en reacciones catalizadas por metales
de transicion entre los que destacan el hierro y el cobre. De manera que la disminucion de
la actividad de la enzima SOD en las mujeres con NIC | evidenciada en este estudio puede
afectar su accion defensiva contra el potencial dafio que produce el radical O generado en
todas las reacciones metabolicas aerobias.®

La enzima CAT también mostro niveles disminuidos en las mujeres con NIC | lo cual
podria deberse entre otros factores a la disminucion de formacion de H20: (sustrato de la
enzima CAT) producto a una menor actividad enzimatica SOD' De esta forma se afectaria
la funcidn catalitica de la CAT, basada en la transformacion del H202 a H20 y oxigeno
molecular.

El H202 no es una ERO en si, sino una especie quimica intermediaria estable relacionada
con los RL que resulta de la reduccion o metabolismo de estos.® Es capaz de difundirse
rapidamente y resulta un candidato ideal para la sefializacion intracelular.® Producto a la
disminucion de la actividad CAT y en presencia de Fe?* y Cu?* una mayor cantidad de
H202 puede reaccionar con estos metales generando el radical hidroxilo (‘OH), en un
proceso llamado reaccion de Fenton.!9) Este radical es considerado el mas reactivo de

todos, provocando dafios considerables a diferentes macromoléculas.

Por otra parte, la concentracion de GSH también disminuy0 en los casos con respecto al

control. Esta biomolécula aunque es un antioxidante no enzimatico se considera el tiol
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intracelular barredor de RL de mayor prevalencia, que actia como cofactor de varias
enzimas entre la que se encuentra la Gpx. Entre sus multiples funciones esta la de poseer
una actividad antioxidante intracelular decisiva en la proteccion a lipidos de la membrana;
por lo que se ha descrito que las células carentes de glutation generalmente sufren un severo
dafio oxidativo asociado a peroxidacion lipidica y degeneracion mitocondrial.*?

La afectacion del sistema antioxidante enziméatico se ha observado en varios estudios
realizados en atipias y neoplasias cervicales 214, y podria deberse a diversas razones entre
las que se incluyen la escases de elementos trazas tales como el Zn, el Cu, el Fe 'y el Mn
considerados importantes cofactores enzimaticos; a la generacion de especies reactivas
(ER) derivadas del 6xido nitrico (NO-) relacionadas con las células inflamatorias que
actian sobre la division de las células epiteliales vecinas produciendo mutaciones
somaticas cruciales en los genes que causan cancer, y aquellas ER implicadas en la
permeabilidad vascular. Sin dejar de mencionar, que el dafio que se produce a las enzimas
por reaccion cruzada o dafio al ADN nuclear podria inducir peroxidacién lipidica que
influye en la rigidez y deformabilidad celular.

Resultados similares a los nuestros han sido reportados por Dasari y otros™® donde
evaluaron marcadores de EO en pacientes con lesiones intraepiteliales y/o verrugas, en dos
grupos con CCU antes y despues del tratamiento de quimioterapia, y en dos grupos con
CCU en pre y post tratamientos conjuntos de radioterapia y quimioterapia. Encontrando
disminucion del sistema antioxidante enzimatico y aumento de la peroxidacion lipidica en
todos los casos con respecto a controles sanos.

Algunos autores“®1" han referido una correlacion positiva entre los niveles antioxidantes
y el desarrollo de lesiones cervicales, lo cual explica la capacidad de adaptacion celular a
un microambiente oxidante que limita al sistema inmune local y favorece la persistencia e
integracion del VPH. Tal es asi que se ha descrito que la enzima CAT juega un importante
rol en la respuesta adaptativa celular en la adquisicion de tolerancia al EO, aungue esto ha
sido descrito con mayor énfasis en estadios avanzados de la enfermedad con aplicacion de
terapias antineoplésicas.*®

También se ha descrito que la inflamacion cronica asociada a la infeccion persistente con
VPH de alto riesgo (VPH-AR) puede conducir a la produccion y liberacion de ERO por
activacion de neutrofilos y macrdéfagos asociados a la respuesta inmune local que alteran
el metabolismo de la célula infectada y contribuye a la transformacion celular.®

Se evidenci6 afectacidn del sistema enzimatico antioxidante en las mujeres con diagnostico

de NIC I. Si bien este tipo de lesion se considera un estadio precoz de la enfermedad que
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puede regresar espontdneamente hacia la curacion, es importante referir que las ERO
pueden contribuir a la persistencia del VPH y progresion a lesiones de alto grado. El
desbalance a favor de los pro-oxidantes podria conllevar a modificaciones en importantes

biomoléculas que causan dafio y muerte celular.
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