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RESUMEN

El cancer del cérvix uterino (CaCu) representa un problema de Salud Piablica en
los paises en desarrollo. En Meéxico, el CaCu provoca la mayor tasa de
morbimortalidad de todo el conjunto de neoplasias malignas.

La histerectomia radical o la radioterapia con 7500 cGys en el tratamiento de las
pacientes con carcinoma cervical estadio IB dan como resultado el control de la
enfermedad en un 80% de los casos. :

El analisis de factores clinicos y anatomopatologicos de las pacientes no han sido
determinantes  suficientes para estimar el riesgo de recurrencia tumoral post
tratamiento.

El objetivo del estudio es buscar la asociacion entre algunos indicadores de la
cinética de proliferacién celular tumoral, como el tipo de DNA ploidia, indice de
DNA e indice de proliferacion; y de indicadores moleculares de inmortalizacion y
transformacion celular mediante identificacion de la integracion del DNA viral de
los HPVs al DNA de las células tumorales; con la respuesta clinica de las pacientes
con carcinoma cervical estadio IB de tipo epidermoide al tratamiento.

Los parametros celulares de determinaron mediante la metodologia de citometria de
flujo, y la identificacion y tipificacion de HPV mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa.

El estudio incluy6 54 pacientes con carcinoma cervicouterino E IB tipo epidermoide
comparandose 2 grupos: 31 casos controlados con el tratamiento y 23 que
presentaron recurrencia tumoral post tratamiento. Las muestras fueron obtenidas de
tejido tumoral conservado en parafina.

La comparacién de los valores promedio de DI entre ambos grupos, demostrd
diferencia con valor de p de 0.015, y no hubo diferencia entre los valores promedio
del indice de proliferacion.

En relacion a la presencia de los distintos tipos de HPV, los tipos 16 y 18
comparativamente con otros tipos, se asocian a recurrencia tumoral post tratamiento
con valor de p de 0.04. Mediante modelos de regresion logistica se identifico
asociacion entre los valores de DI mayores de 1.04 y la identificacién de HPVs 16 y
18 con un valor de p de 0.036.




Con la curva de Kaplan- Meier y la prueba de Logrank de dos colas para
recurrencia tumoral a 120 meses; se determiné p de 0.035 para los casos con valores
de DI mayoresw de 1.04 y de 0.0054 para los pacientes con presencia de HPV 16y
18 en sus células tumorales.

Con el modelo de Cox se encontré que los pacientes con DI mayor de 1.04, y con
presencia de HPV 16 y 18 integrado a DNA genomico de las células tumorales
tuvieron un riesgo relativo mayor para presentar recurrencia tumoral post
tratamiento de 1.97 veces y de 3.61 veces respectivamente, si ambos factores
coinciden en un mismo caso, el riesgo se eleva a 7.15 veces.

Concluimos que en nuestro estudio los valores de DI mayores de 1.04 y la presencia
de HPV de tipo 16 y 18 son factores significativos asociados a la presencia de
recurrencia tumoral post tratamiento en pacientes con carcinoma cervicouterino E IB
de tipo epidermoide.
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CAPITULO L

1. INTRODUCCION Y ANTECEDENDES

1.1. Carcinoma Cervicouterino como Problema de Salud Publica

El cancer del cervix uterino (Ca Cu) representa la segunda neoplasia mas comin
entre las mujeres del mundo, y en los paises en desarrollo constituye la primera
causa de muerte por cancer entre ellas (Parkin y col. 1992, Tapia y col. 1996).

La incidencia relativa varia alrededor del mundo desde 10 x 100 000 habitantes
hasta mas de 40 x 100 000 en algunos paises latinoamericanos Yy sudafricanos
(Bosch y col. 1995).

Mas de 500 000 nuevos casos de Ca Cu son reportados anualmente y de estos mas
del 80% son registrados en paises en desarrollo ( Parkin y col. 1988) . La raza, la
condicion socioecondmica, cultural, y el comportamiento sexual, son factores de
riesgo para el desarrollo de este tumor. Diversas observaciones han confirmado que
pacientes con enfermedades venéreas y prostitutas, tienen mayor riesgo , mientras
que judios, mormones y monjas tienen menor riesgo.

Los programas nacionales de diagnostico oportuno de Cancer Cervicouterino han
demostrado una insuficiente cobertura en la poblaciéon de mayor riesgo, se ha
obtenido casi permanentemente estabilidad en las cifras de incidencia y una minima
tendencia de descenso en la tasa de mortalidad (Camacho y col. 1993).

1.2. Epidemiologia del Ca Cu en México

En nuestro pais el cancer cervicouterino es el que persistentemente provoca la mayor
tasa de morbimortalidad nacional, con una tasa bruta de mortalidad de 7.5 por
100,000 habitantes y una tasa ajustada por edad -mayores de 45 afios- de hasta
73.47, siendo los estados de Yucatan , Nayarit, Colima, Tamaulipas, Oaxaca y
Morelos, los mas afectados. En la poblacion femenina del Distrito Federal este
carcinoma corresponde al 29.5% de morbilidad de todo el conjunto de tumores
malignos (Secretaria de Salud 1992)
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La transicién epidemiolégica en México, mediante el descenso de tasas de
morbimortalidad de las enfermedades infecciosas con un ascenso de las
correspondientes de las enfermedades cronico degenerativas y neoplasicas, ha
transformado al carcinoma cervicouterino como un problema de Salud Piblica desde
hace mas de 2 décadas, el cual a pesar del esfuerzo del Sector Salud en cuanto a
campafias de detecciéon oportuna persiste, provocando las mayores cifras de
morbilidad y la primera tasa de mortalidad en las mujeres mexicanas (Secretaria de
Salud 1992)

Siendo un cancer eminentemente controlable, los programas de prevencion y
deteccion oportuna desarrollados por el Sector Salud, solo cubren de manera parcial
a la poblacion total, lo que conduce a que la prevalencia se mantenga practicamente
con las mismas tasas en los ltimos 10 afios.

Recientes analisis de datos contenidos en los registros hospitalarios muestran que el
mayor namero de casos atendidos corresponden a lesiones avanzadas (Mohar y col.
1993)

1.3. Factores de Riesgo
1.3.1 Papilomavirus Humano

Diferentes estudios epidemiologicos han demostrado la asociacion existente entre el
Papilomavirus Humano (HPV) Genital y el Ca Cu. Mas de 35 distintos tipos de
HPV  infectan el tracto genital , de ellos mas de 20 estan asociados al cancer. Los
HPVs parecen representar el agente sexual mas cominmente trasmitido , estudiado
a la fecha.

Se ha determinado que la asociacion entre HPV y cancer cervical es mas alta que la
asociacion  que existe entre fumar y el cancer pulmonar (Villa 1997). Con
metodologias sencillas y especificas de Biologia Molecular como PCR | el DNA
de HPV se ha detectado en 93% de los tumores (Bosch y col. 1995);sin embargo
en diferentes estudios transversales de mujeres jovenes sanas sexualmente activas ,
se detecta infeccion de HPV en un 20-40 % (Bosch y col.1995) .

Es claro que el HPV juega un papel etiologico clave en la neoplasia cervical , sin
embargo la frecuencia de infecciones por HPV en mujeres asintomaticas vy la falta
de deteccion de HPV en algunos tumores cervicales , muestra que la infeccién por
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HPV es factor esencial pero no es suficiente por si mismo para el desarrollo de
neoplasias malignas cervicales . |

En general el HPV 16 es el tipo mas comun encontrado en el cancer cervical con
una incidencia mayor de 50%, seguido del HPV 18 con incidencia del 14% y los

HPV 45 (8%) y HPV 31 (5%)

1.3.2. Factores sociodemograficos

Se ha demostrado que el Ca Cu afecta predominantemente a mujeres de un medio
social donde predomina bajo nivel educacional (Brinton y col.1987) vy bajos
ingresos econdmicos (Hildeshem y col. 1993 ) . La razén de esta asociacion esta
relacionada con la dificultad para acceder a cuidados médicos adecuados y a los
programas disponibles de diagnéstico oportuno ( citologia cervical ), debido al
bajo incentivo educacional y social .

1.3.3. Otros factores de riesgo asociados

‘Es ampliamente aceptado que el riesgo de Ca Cu es fuertemente influido por el
comportamiento sexual. El riesgo se ve aumentado por factores como: relaciones
sexuales iniciadas antes de los 16 afios, primer parto en esa edad y multiparidad

( Bosch y ¢01.1992, Mukherjee y col. 1994 ) .

Existen estudios controversiales acerca del posible papel del nimero de
compaiieros sexuales (Bosch y col. 1992, Junega y col. 1995) , es posible que,
ademas del numero, el riesgo esté relacionado con las medidas higiénicas genitales
individuales.

La promiscuidad sexual ha sido considerada como factor de riesgo en diferentes
estudios: esposos de pacientes con Ca Cu tuvieron significativamente mayor namero
de compafieras , que los esposos de las mujeres sin el padecimiento ( Agarwal y col.
1993 ).

La asociacion entre fumar y Ca Cu ha sido encontrada solo en la variedad
epidermoide (Brinton y col.1986) el mecanismo por el cual favorece la aparicion de
este tumor no esta bien definido , sin embargo se ha propuesto que el HPV actaa de
manera sinergista con los productos del tabaco y de esta forma se permite la
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penetracion del HPV que causa inmunosupresion local del cérvix ( Barton y col.
1986 ) .

Los datos reportados acerca del efecto de los contraceptivos en el desarrollo de
neoplasias cervicales son inconsistentes; sin embargo, parece que el consumo
prolongado de ellos incrementa el riesgo (Devet y col. 1994 ), se ha sugerido que los
estrogenos incrementan la transcripcion de las proteinas del HPV una vez que la
infeccion ha ocurrido, y se ha observado que el efecto de su uso es mas importante
en el Ca Cu de tipo de adenocarcinoma (Ursin y col 1994)

La ingesta deficiente de beta carotenos se relaciona con la neoplasia intraepitelial
cervical y el CaCu (Herrero y col. 1991)

Mujeres indigenas americanas en quienes la ingesta de Vitamina C, acido folico y
Vitamina E es baja, se incrementa el riesgo de desarrollar displasia (Buckley y col.
1992),por lo que diferentes evidencias acumuladas sugieren que algunos
componentes de frutas y vegetales pueden ser factores protectores contra el
desarrollo de CaCu

Evidencias clinicas y epidemiolégicas muestran asociacion del CaCu con otros
agentes transmitidos sexualmente como Chlamydia trachomatis, citomegalovirus
humano (HCMV), y virus del herpes simple-2 (HSV-2).

Se ha observado que pacientes inmunodeprimidas se encuentran mas propensas a
infecciones por HPV. Comparando con mujeres normales, las mujeres HIV
positivas tienen mayor riego de desarrollar lesiones cervicales premalignas
(Levejoy y col. 1994)

Poca atencidon se le ha dado a la incidencia de CaCu familiar. Diferentes
investigaciones han observado la asociacion de alelos o haplotipos del antigeno
leucocitario humano (HLA) con el cancer invasor, entre ellos, haplotipos de HLA
tipo Il como las DRB1-1501, y DQB1-0602 (Apple y col. 1994).
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1.4. Caracteristicas anatémicas e histolégicas del cuello uterino

El cuello uterino junto con la vagina y la vulva conforman la porcion baja del
aparato genital femenino.

El cérvix uterino puede ser dividio en 2 porciones: una externa o €XOCEIVix,
cubierto por epitelio plano estratificado no queratinizado , y el endocérvix, es decir
el conducto que comunica la porcidn externa con el cuerpo uterino, provisto de
repliegue mucoso revestido por una capa de células cilindricas secretoras de moco.
El orificio externo del cérvix representa la union macroscopica visible entre el
exocérvix y endocérvix y corresponde a la zona de union escamocolumnar, es decir
la conjuncidn del epitelio plano estratificado y cilindrico secretor de moco.

El cérvix uterino se remodela de manera continua , durante la vida prenatal y la
infancia el epitelio cilindrico normalmente presente en el orificio cervical puede
extenderse al exocérvix, lo que determinaria que la union de ambos epitelios se
localice en el exocérvix; el epitelio cilindrico regresa mas tarde hacia el interior del
conducto endocervical y es reemplazado por epitelio plano escamoso. El area
situada entre la union escamocolumnar original y escamocolumnar ulterior es
denominada zona de transformacion. El tejido glandular es reemplazado por céluias
pavimentosas metaplasicas en respuesta a diversos estimulos -pH local, hormonas-.
En el inicio la capa de células pavimentosas es delgada e inmadura y se caracteriza
por nucleos voluminosos y escaso citoplasma, con el transcurso del tiempo estas
células proliferan , se estratifican y desplazan a las células glandulares, al mismo
tiempo este epitelio pavimentoso metaplasico muestra maduracion nuclear
progresiva observandose depdsito o acumulacion de glucégeno en el citoplasma que
finalmente les permite ser indiferenciables de las células originales del epitelio plano
estratificado local (Robboy y col. 1990).

El epitelio plano estratificado del exocérvix esta constituido por 5 capas o estratos:
basal, espinoso profundo y superficial, granuloso, y superficial o corneo (Figura 1);
y el epitelio cilindrico mucosecretante solamente por una capa de células cilindricas
El estrato basal esta conformado por una hilera de células pequefias cubicas con
nucleo grande y obscuro, normalmente con figuras mitdticas; el estrato espinoso
profundo es conocido como la capa parabasal y consiste en diferentes capas de
c€lulas de mayor tamafio y nucleo intermedio; en el estrato espinoso superficial las
c€lulas tienden a ser aplanadas; y en los dos ultimos estratos las células son muy
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Figura 1. Esquema simplificado del epitelio plano estratificado del exocérvix, solo
se muestran 4 capas o estratos: EB basal, EE espinoso, EG granuloso, EC
corneo, y la lamina basal LB. (Tomado de Laimins, 1993).




aplanadas, grandes, y el nicleo se reduce hasta convertirse en un nucleo picndtico

(Figura 1).

1.5. Patogénesis del cancer cervical

Separando los epitelios del estroma subyacente se encuentra la lamina basal,
constituida por una malla de matrix extracelular compuesta por colagena tipo IV,
proteoglucanos, laminina y entactina.

La zona de tranformacién es el sitio donde la mayoria de las neoplasias
intraepiteliales o invasoras se desarrollan.

Las neoplasias cervicales intraepiteliales (NIC) aparecen frecuentemente en la zona
de unién o transicion de los epitelios, asi como en la zona de transformacion, sitio
donde ocurre un proceso de metaplasia escamosa preexistente, la cual llega a ser
atipica.

Los conceptos de displasia, NIC, lesion escamosa intraepitelial (SIL) y carcinoma in
situ, representan diferentes denominaciones para identificar la transformacion
maligna gradual de los epitelios normales del exo y endocérvix.

El término de displasia significa crecimiento anormal, implica una alteracion de las
caracteristicas morfologicas celulares a malignizarse, se clasifica en leve, moderada
y severa, y es el término mas ampliamente utilizado desde el advenimiento de los
programas de deteccion masiva mediante la obtencion de frotis citologicos
cervicales tefiidos con la técnica de Papanicolaou .

El carcinoma in situ, designa una lesion maligna confinada al epitelio, es decir una
lesion que no ha invadido el estroma adyacente.

El término de NIC fue introducido para destacar que entre la displasia y el
carcinoma in situ existen diversos estadios de un espectro continuo y no dos
entidades independientes. Las NIC son definidas como una gama de alteraciones
intraepiteliales que comienzan con una atipia global minima y progresan a través de
estadios de mayor anormalidad intraepitelial hasta un carcinoma epidermoide
invasor. El diagnostico de NIC se establece generalmente mediante la obtencion de
un fragmento de tejido, el diagndstico de displasia mediante la obtencion de un
frotis citoldgico cervical.

La determinacion o grado de NIC es caracterizado de acuerdo al grado de alteracion
morfologica estructural en el epitelio: NIC 1 solo a las células en el tercio basal del
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epitelio, NIC 2 con afectacion a los dos tercios inferiores, y NIC 3 con imagen de
todo el espesor de células basaloides indiferenciadas no estratificadas.

Existe una correlacion de NIC 1 con displasia leve, NIC 2 con displasia moderada y
NIC 3 con displasia severa y carcinoma in situ.

SIL corresponde a una nueva clasificacion de alteraciones intraepiteliales cervicales
propuesta por el Sistema de Bethesda, en la cual se engloban tanto imagenes de
frotis como de biopsias: SIL de bajo grado conjuntando iméagenes de displasia leve
y CIN 1, y SIL de alto grado conjuntando imagenes de displasia moderada a severa
y CIN 2 y 3, (Figura 2) justificando este agrupamiento por razones de que existe
gran dificultad por parte de los observadores de distinguir entre lesiones CIN 2 y 3
(Ferenczy 1995)

El examen histopatolégico de la biopsia debe considerarse obligatorio para definir
la naturaleza precisa de la lesioén neoplasica y para la confirmacién del diagndstico
citologico (Grubb y col. 1988).

El 80% de las lesiones displasicas iniciales muestran datos citologicos de infeccion
por HPV tanto en el epitelio escamoso como en el columnar. Los cambios
patognomonicos inducidos por la infeccion de HPV se observan en las células
escamosas intermedias y consisten en un halo perinuclear, que se considera como la
huella de HPV, a estas células afectadas se les refiere como coilocitos. En los
coilocitos el nucleo es agrandado, irregular, hipercromatico y la binucleacion es
caracteristica comun. Otros cambios adicionales no especificos incluyen
queratinizacion de células individuales, disqueratosis y niicleos gigantes.

La manifestacion morfologica frecuente de la infeccion del HPV en el tracto
ginecologico inferior son las verrugas unicas o condilomas benignos clasicos, o
condilomas multiples o acuminado. En muchas ocaciones las lesiones son muy
pequefias solo de pueden identificar mediante la colposcopia.

La lesion histopatologica de la verruga es esencialmente una hiperplasia epitelial
benigna con marcada acantosis y considerable papilomatosis, en las lesiones de
condiloma plano se presenta la papilomatosis.

1.5.1. Carcinoma in situ

Se considera que la mitad de todas las displasias involucionan, que un poco mas del
10% progresan hacia un carcinoma in situ y un 2% evolucionan hacia un cancer
invasor.
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Figura 2.

Esquema y correlacion de las lesiones precursoras y cancer cervical (Tomado de

Shah, Howlwy 1996).
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El indice de progresion hacia una mayor potencialidad maligna depende del grado
de displasia, NIC y SIL; grados mas altos progresan mas rapido hacia un carcinoma
in situ. Se cree que el tiempo medio para que las displasias evolucionen a un
carcinoma in situ es del orden de 10 afios.

El carcinoma in situ se piensa que es un estadio preinvasor del cancer cervical.

La imagen histologica de malignidad incluye las pérdidas de la estratificacion y de
la polaridad, pleomorfismo celular y un aumento anormal de la actividad mitética
del epitelio en su tercio basal; la principal caracteristica del carcinoma in situ en el
endocérvix es que involucra la superficie y la luz glandular del cérvix sin invadir el

estroma.

1.5.2. Carcinoma microinvasor

El carcinoma microinvasor representa el estadio mas temprano del cancer cervical
invasor , la Federacion Internacional de Gineco-Obstetricia (FIGO) lo identifica
como estadio I A, y se caracteriza por minima invasion del estroma por parte de las
células neoplasicas, se reconocen dos categorias: I A-1, que corresponde a una
invasion minima microscopica no mayor de un milimetro a partir de la lamina basal
o de la superficie del epitelio cilindrico, y I A-2, en el cual se observa la invasion de
un area no mayor de 5 milimetros de profundidad con una invasiéon horizontal no
mayor de 7 milimetros En el Cuadro 1 se indica la clasificaciéon de los estadios
clinicos del Ca Cu.

1.5.3. Carcinoma invasor

Las lesiones invasoras del cérvix pueden aparecer como pequefias y superficiales, o
extensas ulceraciones de uno o varios cuadrantes del cérvix. Lesiones mas grandes
tienen apariencia exofitica o de grandes ulceraciones necréticas, pueden tener
también apariencia de lesiones endofiticas o infiltrantes al canal endocervical y al
estroma del cérvix.; el tumor puede infiltrar a los tejidos blandos vecinos: vagina,
parametrios, recto, vejiga.
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DIFERENTES ETAPAS CLINICAS DEL CARCINOMA CERVICOUTERINO

Etapa O

Etapa IA

1A1

IA2

B

IB1
iB2

Etapa il

A
]=

Etapa I

IHA
{<]

Etapa IV

VA
VB

Carcinoma in situ, intraepitelial

Carcinoma invasor, diagnéstico solo microscopico
Invasion limitada al estroma no mayor de 3 mm.
de profundidad y no mas de 7 mm. en anchura
Invasion limitada al estroma entre 3-5 mm. de
de profundidad y no mas de 7 mm. en anchura

Carcinoma invasor confinado al cérvix, diagnos-
tico macroscépico.

Tumor no mayor de 4 cm.

Tumor mayor de 4 cm.

Tumor que se extiende por fuera del cervix, sin
llegar a la pared pélvica o 1/3 inf. de vagina
Sin invasion parametrial
Con invasion parametrial

Tumor que se extiende a la pared pélvica o 1/3
inferior de la vagina, ademas todos los casos
que presenten hidronefrosis o exclusiéon renal.
Invade tercio inferior de vagina

Se extiende a la pared pélvica

Se extiende al recto y vejiga, o a érganos
distantes
Invade la mucosa de la vejiga o del recto
Presenta metastasis en 6rganos distantes

Cuadro 1. Sistema de clasificacidon de la FIGO - 1994
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Los principales tipos de carcinoma invasor identificados en el cérvix humano son el
carcinoma epidermoide, el adenocarcinoma y menos frecuente el tipo mixto; de ellos
el 75-90% de los casos corresponde al tipo epidermoide.

Las lesiones mas frecuentemente asociadas con el carcinoma invasor son la
cervicitis cronica, displasia severa, NIC 2 y 3, SIL de alto grado y carcinoma in situ.
De acuerdo al tipo de células que lo conforman, el carcinoma epidermoide puede
presentar células grandes queratinizadas , células grandes no queratinizadas y
células pequeiias, siendo poco frecuente este altimo tipo (Hoskins y col 1993).

En general los carcinomas cervicales diseminan por via linfatica hacia los ganglios
linfaticos locorregionales y ocacionalmente por via hematogena. La diseminacion
linfatica regional o hematogena puede ocurrir dependiendo del estadio del tumor. El
cérvix tiene una rica red de vasos linfaticos , que es mas abundante en sus capas
musculares, una vez que el tumor ha invadido estas estructuras existe una mayor
probabilidad de diseminacion hacia los ganglios pélvicos. La diseminacion
hematdégena ocurre en etapas avanzadas, los sitios metastasicos mas comunes del
cancer cervical son los ganglios linfaticos distantes, el pulmodn, los huesos y el
higado

1.6. Historia natural de la paciente con cancer cervical invasor

Como se menciono, las pacientes con CaCu frecuentemente cursan con historia larga
de cervicitis cronica, displasia severa, NIC 2-3, SIL.de alto grado y carcinoma in
situ. La progresion a la invasion local puede tomar de 10 a 20 afios.

El proceso maligno rompe la lamina basal del epitelio e invade el estroma cervical,
la lesion progresa localmente invadiendo los tejidos adyacentes y disemina
inicialmente a los ganglios pélvicos locales, y posteriormente a los ganglios
distantes y eventualmente a otros sitios periféricos -pulmon, huesos-

1.6.1. Manifestaciones clinicas
Se pueden agrupar en manifestaciones clinicas incipientes o inespecificas y en

sospechosas y avanzadas, de acuerdo principalmente a la invasién local o
locorregional.
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Pacientes asintomaticas con factores de riesgo bajo, pacientes asintomaticas con
factores de riesgo alto (seccion 1.3), y /o con manifestaciones inespecificas como
flujo transvaginal de varios meses de evolucion, pueden ser detectadas a través de la
exploracion ginecoldgica -visualizacion de cérvix uterino, palpacion pélvica- y toma
de frotis citologicos cervicales periddicos.

Para aumentar la eficiencia de visualizacion del cérvix se utiliza la prueba de
Schiller, que es una técnica sencilla que consiste en tefiir al exocérvix mediante el
colorante de lugol -solucién yodoyodurada- que se basa en el principio de afinidad
del epitelio sano al colorante por la presencia de glucogeno y por lo tanto se obtiene
coloracion cafe obscura homogénea de todo el exocérvix , por el contrario las zonas
con baja o no afinidad por el lugol de manera inespecifica corresponden a areas
anormales inflamatorias, premalignas o malignas de las cuales es conveniente tomar
biopsia.

Una metodologia complementaria para establecer el diagnostico con mayor certeza
es la Colposcopia, la cual consiste en la observacion directa del cuello uterino a
través de un sistema Optico que permite amplificar la imagen del exocérvix y de la
zona de transicion de los epitelios de entre 10 a 15 veces, a semejanza del lugol, en
la realizacion de la colposcopia, se aplica al exocérvix solucion de acido acético al
3% con la doble finalidad de remover el moco e identificar lesiones aceto-blancas
que corresponderian a zonas donde el epitelio presenta anormalidades inespecificas,
conduciendo con ello a seleccionar el o los sitios potencialmente malignos para la
toma de biopsia .

La obtencion de material citologico del canal endocervical requiere del uso de
cepillos endocervicales para la toma , y la obtencién de un fragmento mediante
legrado-biopsia.

Con la adecuada realizacion de estas técnicas podriamos certificar la
representatividad del tejido a estudiar, y validar casi al 100% nuestro diagnostico.
Una frecuente manifestacion clinica de carcinoma cervical incipiente es el sangrado
postcoito.

En pacientes con carcinoma invasor la presencia de flujo transvaginal serohematico
es lo comin, tornandose hemaético , persistente y progresivo en cuanto crece la
neoplasia, agregandose ademas fatiga y otros sintomas relacionados con sindrome
anémico.

En el desarrollo de la enfermedad progresivamente las pacientes se pueden
acompanfar con dolor en la region lumbosacra y en esos casos la posibilidad de
crecimientos ganglionares periadrticos que se extienden a las raices merviosas
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lumbosacras o comprimen el drenaje de los ureteros deben ser consideradas
Sintomas urinarios o rectales pueden aparecer en estadios avanzados como
consecuencia de la invasion de la vejiga o del recto por la neoplasia.

El diagnostico se corrobora a través de la exploracion fisica pélvica . de la obtencion
de la biopsia y de examenes complementarios de imagen y de determinacion de
niveles séricos de diferentes componentes y metabolitos bioquimicos.
determinandose el estadio clinico correspondiente (Cuadro 1) para establecer el
diagnostico clinico integral final y planear y realizar el tratamiento correspondiente

1.6.2. Estadiaje clinico de pacientes con Ca Cu

El sistema de estadiaje propuesto por la FIGO esta basado en la evaluacion clinica
-inspeccidn, palpacion-. valoracion del torax, rifiones. vejiga, recto, retroperitoneo.
esqueleto, asi como de biopsia. los diversos estadios se muestran en el Cuadro 1

1.6.3. Principios generales de tratamiento

La decision de tratamiento depende de la severidad de la propia lesion.

Para lesiones premalignas el tratamiento de eleccion consiste en ablacion local o en
excision quirargica; para lesiones invasoras el tratamiento es fundamentalmente
mediante el uso de radiaciones ionizantes; en particular en los estadios I B o I A

la histerectoma radical (extirpacion del utero, tercio superior de vagina y tejido que
se extiende hacia la pared pélvica, y linfadenectomia pélvica) o el tratamiento con
radiaciones. Ante la falla de la radioterapia, en casos muy seleccionados se utiliza
cirugia radical de rescate y/o quimioterapia.

1.6.3.1. Tratamiento de lesiones premalignas y pre-invasoras:

En SIL de bajo grado, displasia leve o NIC 1 se recomiendan tratamientos
conservadores, y enfocados a la coincidencia de procesos inflamatorios y vigilancia

En SIL de alto grado, displasia moderada/severa mas NIC 2-3 menores de 2.5 cm..
se recomienda excision con asa electroquirtrgica o crioterapia (Ferenczy 1995). En
lesiones SIL de alto grado mayores de 2.5 cm., conizacion terapéutica; la excision
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con asa electroquirargica puede ser usada en conjuncién con la conizacion para
remover mayores areas (Jordan 1990).

El tratamiento recomendado para el CaCu in situ o CIN 3 es la conizacion
terapéutica. Si la lesion es mayor de 3 cm. e involucra el fondo de saco vaginal,
multicéntrico o coexiste con condiciones de fibromatosis uterina, menorragia,
prolapso uterino o paridad satisfecha, el tratamiento recomendado es Ia
histerectomia simple.

El tratamiento recomendado para CaCu en estadio I A es: en subetapa 1,
histerectomia simple, y con subetapa 2, histerectomia radical con linfadenectomia

pélvica.
1.6.3.2. Tratamiento del CaCu estadio IBy IT A

El tratamiento -del CaCu en estadio IB y IIA puede ser alternativo, ya que la
histerectomia radical o el tratamiento con radiaciones ionizantes provoca el mismo
beneficio; en pacientes jovenes es preferible realizar cirugia para preservar los
ovarios y la flexibilidad de la vagina, asi mismo se prefiere en pacientes con estas
etapas que coinciden con embarazo. La dosis utilizada de radioterapia es de 7000-
8000 cGy fragmentados en las modalidades de irradiacion externa y aplicacion de
material intracavitario.

El resultado de los tratamientos, cirugia radical o radiaciones en pacientes con Ca
Cu estadio clinico IB produce como resultado el control de la enfermedad en el
80% de los casos a 5 afios

2.1. Ciclo celular y cancer humano

El ciclo celular es la secuencia de eventos a través del cual una célula duplica su
material genético y se divide en dos células hijas (Poon 1997).

El ciclo celular esta dividido en 4 fases: después de la divison celular la célula hija
pasa por un periodo de crecimiento G1, donde la mayoria de las proteinas celulares,
RNA , membranas y otras macromoléculas son sintetizadas. G1 es seguida de un
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periodo de sintesis de DNA, fase S y luego por otro periodo de crecimiento G2. esta
ultima es seguida por la mitosis, fase M en la cual los cromosomas se condensan, la
envoltura nuclear se rompe, se forman los husos mitoticos, los cromosomas se
colocan unidos a los husos mitéticos y ocurre la separacion de las cromatidas
hermanas.

Se llama interfase a todas las fases del ciclo a excepcion de la fase M o mitosis. El
ciclo celular se completa mediante la separacion de dos células hijas , evento
denominado citocinesis. Las células que no se dividen salen del ciclo celular en la
fase G1 y se mantienen en un estado quiescente o de reposo denominado GO.

Se podria determinar que una célula se encuentra en ciclo celular si la
identificaramos en las fases S o M. La identificacion de las células en fase S puede
lograrse mediante la administracion de 3H-timidina, o bromodeoxiuridina, que es
un analogo artificial de la timidina; el nucleo celular incorpora el compuesto
marcado y este puede ser reconocido por medio de autoradiografia, y en el segundo
caso por medio de la tincion del anticuerpo anti-bromodeoxiuridina. Asimismo de
manera clisica podemos observar mediante microscopia de luz la fraccion
aproximada de células en mitosis por medio del indice mitético.

Alternativamente, a través de la medicion del contenido de DNA se puede valorar si
la célula se encuentra en ciclo celular por la citometria de flujo. Diferentes
colorantes fluorescentes que se unen al DNA, lo tornan fluorescente, por lo que la
cantidad de fluorescencia emitida es directamente proporcional a la cantidad de
DNA contenido en cada célula (Alberts y col. 1994).

El sistema de control que regula el ciclo celular en cada tipo celular es muy
complejo y consiste en una maquinaria de diferentes proteinas, cinasas e inhibidores
de cinasas.

Las células de animales multicelulares como los mamiferos parecen tener el mismo
control basico del ciclo celular que las células de eucariontes inferiores como las
levaduras, a través de dos puntos de control , en G1 y G2 (Figura 3),sin embargo
guardan diferencias importantes como el ser influidos por diferentes factores de
crecimiento que regulan la proliferacion celular a través de redes complejas de
sefiales intracelulares.
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2.1.1. Defectos génicos en el control del ciclo celular y el cancer humano

Estudios recientes indican que las proteinas reguladoras del ciclo celular,
principalmente las ciclinas y los genes relacionados con las ciclinas pueden ser el
principal blanco durante la oncogénesis. La alteracion de estos genes puede
perturbar la progresion del ciclo celular y el control del crecimiento celular

Desde los afios de 1970s ha habido una serie de descubrimientos que nos han
permitido entender mejor la complejidad de los mecanismos de control en la
progresion ordenada del ciclo celular en células de mamiferos. La magquinaria esta
compuesta por proteinas complejas que son activadas de manera ordenada. Lo mas
importante de esta maquinaria es una familia de cinasas dependientes de ciclinas
(CDKs), las cuales son reguladas por una familia de proteinas activadoras positivas
llamadas ciclinas y por una familia de inhibidores negativos llamados inhibidores de
cinasas dependientes de ciclinas (CDIs).

En suma las CDK son reguladas por otras cinasas y fosfatasas. Estos complejos
CDK son formados y activados en las fases especificas del ciclo celular y pueden
fosforilar a un numero de moléculas blanco lo cual permite llevar a cabo finalmente
la replicacion del DNA y la division celular

Las CDK son una familia de serina/treonina cinasas, sus niveles se mantienen en un
exceso constante a través del ciclo celular y la regulacion de su actividad catalitica
es post-traduccional, activacion mediante la union con su apropiada ciclina y de su
inactivacion con la asociacion con su especifico CDI.

La activacion de las CDK es regulada positivamente por la fosforilaciéon de una
treonina en los residuos 160, 161 o 172 de esta proteina por una cinasa que activa a
las CDK llamada también CAK, y por la defosforilacion de un par de aminoacidos,
treonina-14 y tirosina-15 mediante una serie de CDC25-fosfatasas. E1 mecanismo
contrario previene que las CDK sean activadas. Otros multiples mecanismos regulan
este sistema de control: p53, envejecimiento y diferenciacion a traves de p21, factor
de crecimiento de transformacion beta (TGFp) o inhibicion por contacto celular a
través de p27, retroalimentacion de Rb por p16, y nuevamente TGFp por pl15.

Las diferentes ciclinas unidas con sus CDK especificas actuan en diferentes fases del
ciclo celular permitiendo rebasar los sitios de control, por ejemplo, en el punto de
control de G1 el complejo D-CDK4 fosforila a la proteina Rb, la cual puede liberar
los factores de transcripcion E2F y con ello realizarse la activacion transcripcional y
progresar de la fase G1 a la fase S (Figura 4).
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Figura 4.

Esquema de los multiples mecanismos que regulan la activacion de la cinasa
dependiente de ciclina DI-CDK4, la cual puede liberar la sintesis de DNA en la fase
S (Tomado de Weinstein y Zhou 1997).
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Se han identificado en organismos eucariontes mas de 30 tipos de ciclinas, estas se
pueden agrupar dependiendo en la fase del ciclo celular que participan:

En G1, ciclinas C, D1, D2, D3 yE

En S, ciclinas tipo A

En G2/ M, ciclinas B1 y B2
Las ciclinas H se asocian con las CAK, vy las ciclinas G se asocian con el producto

del gen supresor p53. Uno de los mecanismos de degradacion de las ciclinas es la

ubiquitinacion

Las CDK dependientes de ciclina D ejercen su accion durante la Gltima mitad de la
fase G1(Figura 5). La interferencia de la funcion de la ciclina D1 mediante la
microinyeccién de plasmidos antisentido o anticuerpos a fibroblastos normales o
células tumorales durante la fase G1, previene que las células progresen a la fase S.
Asi la pérdida de la regulacion de la expresion del gen de la ciclina D1 puede causar
alteraciones en el control del ciclo celular y en la via de sefiales mitogenas, lo cual
podria contribuir a su capacidad de aumentar la transformacion celular y la
tumorigenicidad.

La ciclina D1 se asocia con diferentes CDKs, 1-2-4-5-6, y diferentes datos sugieren
que juega un papel importante en los mecanismos de inhibicion del crecimiento
celular.

Los CDIs son proteinas que inhiben los complejos de cinasas activos CDKs ,
permitiendo un control negativo de crecimiento y de regulacion del punto de control
en Gl, y su pérdida o inactivacion podria conducir a la proliferacion celular
encontrada en las células cancerosas. Estos inhibidores incluyen 2 categorias: los
Cip/Kip 21,27y 57 que influyen a diferentes CDKs y los inhibidores encontrados en
células de mamifero Ink 16,15,18 y 19, que contienen cuatro secuencias repetidas de
ankirinas.

Diferentes evidencias sugieren que algunos CDIs pueden comportarse como
proteinas supresoras de tumores.

2.1.2. Reguladores del ciclo celular y cancer

Distintos estudios de la funcion celular de protooncogenes y genes supresores de
tumores indican que la mayoria de estos regulan vias de sefiales de traduccion tanto
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(CDKs) que se activan en el ciclo celular. No se muestra la participacion de los
inhibidores de cinasa dependientes de ciclinas (CDIs) (Tomado de Poon 1997).




como del control del ciclo celular, jugando con esto un papel muy importante en la
proliferacion y diferenciacion celular y en la oncogénesis (Weinberg y col.1996)
Uno de los mas importantes puntos de control ubicado en la porcion tardia de la
fase G1 esta a menudo alterado en las células tumorales debido a cambios en la
activacion secuencial de complejos especificos de ciclina-CDKs. Esta pérdida de la
regulacion puede resultar tanto de la sobreexpresion de reguladores positivos como
ciclinas y CDKs, como de la pérdida de reguladores negativos como los CDIs
(Cuadro 2).

El gen de la ciclina D1 localizado en la banda 11q13 del cromosoma humano sufre
un rearreglo en casos de adenoma paratiroideo y esta amplificado y sobreexpresado
en alta proporcion en multiples carcinomas. La presencia de amplificacion de esta
banda en estos tumores también se ha relacionado con menor sobrevida y con la
presentacion de canceres indiferenciados.

Experimentalmente la sobreexpresion de la ciclina D1 mas la activaciéon de
oncogenes ras y/o myc en ratones transgénicos inducen a la presentacion de
linfomas de células B

La capacidad de revertir el fenotipo transformado de algunas lineas celulares de
carcinoma esofagico humano con un cDNA D 1-ciclina antisentido sugiere que la
actividad cinasa de la ciclina D1 o de la D1-CDK 4 puede usarse como blanco en la
terapia del cancer.

Las ciclinas D ejercen su efecto en la regulacion del ciclo celular a través de la
proteina supresora de tumor Retinoblastoma (Rb). La Rb normalmente actia
asociandose a una variedad de proteinas celulares, entre ellas a la familia de los
factores de transcripcion E2F. La union de Rb con E2F previene o evita que E2F
active la transcripcion de varios genes que incluyen los involucrados en la sintesis
del DNA y en la progresion del ciclo a la fase S, como c-myc, ciclina A,
dihidrofolatoreductasa y timidilato sintetasa (ver figura 11).

Entre los CDIs, el p16Ink4, es el mas notable en el papel de supresor tumoral, esta
mutado, deletado o rearreglado en gran variedad de canceres. Otros estudios han
demostrado la importancia del p15Ink4b, que es un efector potencial del TGFB que
detiene el ciclo en fase G1; el p27 es activado tanto por el TGFB como por el efecto
de la inhibicion por contacto celular (Figura 5).
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ALTERACION DE LOS REGULADORES EN EL CONTROL DEL CICLO CELULAR

Relacionados con las ciclinas:

Ciclina D1 Amplificacidén del gene y aumento de su ex-
presién: mama, eséfago, pulmén, higado, etc.
Incremento de su expresion, sin amplifica-
cién del gene: mama, colon.

Ciclina E Incremento de su expresion: mama, colon, etc.

Relacionados con cinasas dependientes de ciclinas
CDK4 Amplificacién e aumento de expresion: gliomas,
sarcomas

Relacionados con fosfatasas
CcDC25B Aumento de su expresion: mama

Relacionadas con los inhibidores de las CDKs

p16 ink4 Pérdida de su expresién debido a deleciones,
mutaciones puntuales o metilacion del DNA:
pancreas, esdéfago, gliomas, leucemias, etc.

p21 cipi Induccidén danada después del dafo del DNA en
células mutantes en p53: numerosos tipos
de cancer
Relacionadas con los proteinas de los puntos de control G1/ S
p53 y Rb Pérdida de la heterocigocidad, mutaciones pun-

tuales inactivacion por oncoproteinas vira-
rales: numerosos tipos de cancer

Cuadro 2. Genes, tipo de alteracién y cancer especifico
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2.1.3. Relevancia clinica de los factores que regulan el ciclo celular

La naturaleza ubicua de todas estas proteinas en el cancer humano sugieren que se
podrian utilizar para mejorar la prevencion, diagnostico y tratamiento del cancer.

El incremento de la ciclina D1 puede ser detectada por inmunohistoquimica en
lesiones precursoras de cancer; en cuanto a tratamiento se podrian utilizar
secuencias antisentido de ciclina , inhibidores de ciclinas, o manipulacion de genes

de las ciclinas (Weinstein y col. 1997).

3. Citometria de flujo

La citometria de flujo es una metodologia con gran potencial para el estudio de
poblaciones celulares y actualmente es una herramienta para la investigacion basica
y clinica.

Consiste en la medicion de células individuales a través de colocarlas en un sistema
de fluidos exponiendolas a un haz de luz excitador -laser- que al sufrir desviacion ,
nos proporcionan a través de su registro, informacion cuantitativa sobre sus
caracteristicas particulares.

El citometro de flujo por lo tanto utiliza una combinacion de componentes fluidicos,
opticos y electronicos. La informacion que se puede obtener es, tamafio celular
relativo, granularidad o complejidad interna, e intensidad relativa de emision de
flurescencia relacionada con el tipo y cantidad de 4cidos nucléicos; estas
caracteristicas son detectadas usando un sistema acoplado Optico-electronico que
registra como las células desvian la luz del laser y como emiten fluorescencia.

Para que las células o particulas sean analizadas en el citometro, deben ser colocadas
en suspension, si las células provienen de tejidos solidos deben ser disgregadas
antes de ser analizadas.

Las células o nucleos son aspirados y conforman un flujo laminar con el paso
individual de ellos en donde es enfocado el rayo laser y por sus caracteristicas
celulares desviado, si alguna molécula fluorescente se encuentra presente en la
célula o particula analizada, se registrara la emisiéon de fluorescencia, la cual es
captada por lentes colocados apropiadamente que la conducen a detectores, donde es
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convertida a una sefial electrénica para poder digitalizarla y realizar el anélisis por
el software de la computadora.

La desviacion minima de la luz hacia delante entre 1 y 10 grados -forward light
scatter- (FSC), generalmente se relaciona con el area del superficie celular y por
ende con el tamaiio celular.

La desviacion mayor de la luz, hacia los lados , cercano a 90 grados -side scattered
light- (SSC), varia en relacion a la estructura fina y granularidad de la célula o
particula.

Diferentes componentes celulares, como los nucleos tienen afinidad por los
colorantes fluorescentes. Los compuestos fluorescentes como el yoduro de propidio
(PI), ficoeritrina (PE), isotiocianato de fluoresceina (FITC), absorven la energia
luminosa en un intervalo de longitud de onda especifico, y la emiten en un rango
diferente, generalmente mayor; por ejemplo la PE es excitada a 488 nm y tiene un
espectro de emision de 585 nm. El fluorocromo PI tiene un espectro de excitacion a
535 nm y de emision a 630 nm, se une especificamente a los acidos nucléicos de
doble cadena.

De acuerdo a la emision de fluorescencia en diversos intervalos de longitudes de
onda, el sistema de dptico del citometro de flujo los detecta en canales diferentes:
FL1 las emisiones de 515 nm, FL2 de 585 nm y FL3 de 677 nm mediante tubos
fotomultiplicadores los cuales contienen filtros especificos para dejar pasar
longitudes de onda de intervalos limitados.

Los detectores de luz generan una sefial eléctrica con voltaje proporcional a la
intensidad de desviacion de la luz provocada por la particula analizada.

El perfil del registro de las particulas analizadas es graficado y presentado como
un histograma, donde el eje horizontal representa el intervalo de intensidad en los
canales y el eje vertical denota el nimero de eventos por canal; los eventos con
mayor sefial se colocan a la derecha y aquellos con menor sefial a la izquierda
(Figura 6).

El umbral electronico para captar niveles de sefal puede ser conseguido antes que el
citometro acepte la sefial, si marcaramos a FSC como limite; las sefiales por debajo
de cierto tamafio serian eliminadas del registro, por ejemplos las fracciones
subcelulares o residuos.

Por lo tanto el citometro de flujo puede detectar cinco parametros: FSC, SSC, FL1,
FL2, y FL3 (Haynes y col. 1988, Becton -Dickinson 1993).
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Las aplicaciones mas importantes de la citometria de flujo son poder determinar
inmunofenotipos celulares y poder realizar analisis cuantitativo del ciclo celular.

Las células diploides-2n contienen 7.14 pg de DNA en su nucleo durante la fase G1.
durante la fase S el contenido de DNA aumenta progresivamente de 7.14 a 14.28 pg.
En las fases G2/M el contenido de DNA es 4 n.

En GO- G1, el indice de DNA (DI) es de 1, correspondiente a 2n, DNA diploide o
46 cromosomas;, en las fases G2/M el DI es 2, correspondiente a 4 n, o0 46
cromosomas bivalentes.

Los métodos de cuantificacion del DNA contenido en células individuales o grupos
de ellas permite identificar el patron de ploidia celular (Becton-Dickinson 1993)
(Cuadro 3). La distribucién del contenido del DNA en poblaciones celulares puede
analizarse por medio de citometria de flujo y registrarse a través de un histograma.
En el histograma el DNA de células diploides predomina el pico de la fase GO-GI.
ya que en una poblacion celular en ciclo celular, el 85% de sa poblacion total se
encuentra en la fase G1 conteniendo en promedio 7.14 pg o 2n, y solo el 15% del
total de las células se encuentra en las fases F, G2 y M (Figura 6 ) (Ross y col.
1996); la cifra de indice de DNA (DI) de 1 corresponde especificamente a las
células diploides en fase G1, y generalmente se registra alrededor del canal 200.
Las poblaciones celulares con DI menor a 1 corresponden a células hipodiploides, y
con DI de 1 1 a2 a poblaciones hiperdiploides.

Al registrar el histograma de la poblacion celular en fase G1 podemos observar la
variacion inherente de contenido de DNA en sus nucleos celulares, el cual es
reflejado en la base amplia o estrecha del registro de G1; la anchura representa
dicha variabilidad y el software lo calcula como coeficiente de variacion de Gl
(CV), cuyas cifras de 6 a 12 se consideran adecuadas.

En relacion al contenido de DNA, la DNA-aneuploidia es definida como la
variacion del DNA en un poblacion celular contenido en la fase G1 comparandola
con la correspondiente poblacion celular diploide de referencia. ( Cuadro 3 ).

Una de las aplicaciones mas usadas de la citometria de flujo es la medicion del DNA
de las células de tumores solidos; esto puede ayudar a discriminar tumores benignos
y malignos, puede ayudar en el seguimiento y la vigilancia de la progresiéon de la
enfermedad y en la prediccion de la respuesta al tratamiento.
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Indice de DNA, y tipo de ploidias

Contenido de DNA de las células tumorales en G1-GO
D | = cemm e mmmmmmc e cmmmmmmmen

Contenido de DNA de las células normales en G1-GO

Ploidias en relacién con el Indice de DNA

Diploide igual a 1
Aneuploide diferente a 1
Hiperdiploide mayor a 1
Hipodiploide menor a 1

Cuadro 3. Férmula para obtener DI, y tipos de ploidias
de acuerdo a su valor.
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Nimero
de CITOMETRIA
eventos DE FLUJO
Coeficiente de
vanacion

Indice de DNA

Canal de registro de fluorescencia

Figura 6.

DNA histograma de una poblacion con ciclo celular normal. En la imagen del
histograma, 85% de las células totales se encuentran en fase Go/G1, con 7.14
picogramos de DNA como promedio, correspondiendo a un indice de DNA de 1.
Generalmente el pico GO/G1, es leido en el eje de las abscisas como
aproximadamente en el canal 200. También se muestra el coeficiente de variacion
de las poblaciones el cual indica la dispersion / homogeneidad de dicha poblacién
(Tomado de Roos 1996).
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El contenido del DNA es comunmente estudiado tifiendo los niuicleos con PI,
fluorocromo que puede ser excitado con el laser de argon.
La medicién de las células en fase S generalmente se puede realizar por un software
que estima la proporcion de células en fase S usando una variedad de modelos
matematicos que ayudan a ajustar los datos crudos registrados tanto de la fase S
como de G2/M. Los modelos empleados por el software CellFIT (Beckton-
Dickinson 1993) son: RFIT, que analiza los eventos de la fase S en un 4rea de un
rectangulo; SFIT, correspondiente a un polinomio de segundo orden; SOBR,
correspondiente a la suma de rectangulos gausianos sobrepuestos, y POLY, que los
analiza considerandolos como la suma de poligonos.(Brown y col. 1995).
El software CellFIT nos permite identificar poblaciones de nucleos individuales.
dobletes y tripletes, principalmente para distinguir poblaciones de nucleos
individuales hiperdiploides versus dobletes, y esto se realiza mediante la calibracion
del instrumento usando particulas estandarizadas, como nucleos de eritrocitos de
pollo (CEN) y nucleos de timocitos de ternera (CTN).
La determinacion del contenido de DNA de tumores solidos por citometria de flujo
ha sido mas fi:cuentemente utilizado en tejidos conservados en parafina, al
comparar sus resultados con los obtenidos en tejido fresco, se ha obtenido que el
CV es menos preciso y por tanto con valores mas altos (Ross y c0l.1996), sin
embargo los resultados son equivalentes para ambos tipos de muestras (Shankey y
col. 1993) La calidad de los resultados obtenidos en las muestras de tejido
conservado en parafina esta influido por las condiciones de fijacion.
Recapitulando, la citometria de flujo del DNA es comunmente usada para
determinar dos parametros: contenido de DNA celular a través del DI, y actividad de
proliferacion celular a través de los porcentajes de células en fase G1, S, y G2/M; y
desafortunadamente es una.metodologia realizada en solo escasos hospitales para
obtener informacion adicional al estudio histopatologico y para estimar riesgos de
pronéstico clinico y prediccion de respuesta al tratamiento.

Diversos estudios en cancer de vejiga y de colon sugieren que la presencia de
aneuploidia o de alta proporciéon de células en division son importantes para el
apoyo diagnostico; mientras en linfomas, cancer mamario y vesical ayudan en
consideraciones pronosticas y prediccion de respuesta al tratamiento (O'reilly y col.
1995)

Se han identificado miltiples variables que pueden modificar la determinacion del
contenido de DNA total en neoplasias humanas: volumen total y proporcional de
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células tumorales, conservacion y fijacion de la muestra, preparacion y disgregacion
de tejido, tinciones para analisis de DNA, diferentes células controles y estandares
de calibracion, experiencia del operador, interpretacion del histograma,
heterogenicidad celular del tumor, técnicas, intrumentos y modelos para analisis de
DNA, agrupamiento numérico de DI y porcentajes en las diferentes fases del ciclo
celular , etc. .

Por la falta de acuerdos universales en la estandarizacion de estas variables, los
resultados de diferentes estudios con citometria de flujo en relacion a ploidias, no

son absolutamente comparables.

3.1. Citometria de flujo y Ca Cu

En general el uso de la determinacion del estado de ploidia por medicion de DNA
como parametro independiente de sefial diagnéstica de malignidad, no ha sido
significativamente especifica, ya que diferentes tumores benignos presentan
aneuploidia

Sin embargo la ploidia determinada por medicion del DNA ha sido reconocida como
factor predictivo en la agresividad biolégica tumoral. Diferentes estudios de
seguimiento clinico en pacientes con neoplasias malignas han permitido agrupar
correlaciones significativas y no significativas entre la valoracion de ploidias por
medicion del DNA vy el prondstico clinico (Cuadro 4)

Generalmente los tumores con grandes anormalidades en el contenido de DNA o
aneuploides son biologicamente mas agresivos que los tumores con contenido de
DNA normal o diploide (Hedley y col.1993).

Sin embargo cuando a la determinacion de la ploidia se agrega el indice de DNA y
la fraccion de células en fase S, e indice de proliferacion, estos en conjunto
aumentan su sensibilidad de asociacion con el comportameinto bioldgico del tumor.
La distribucion del DNA del tejido fresco comparativamente con el tejido fijado en
parafina es similar en tumores solidos, aunque en este ultimo tipo disminuye
minimamente el porcentaje de nucleos con DNA aneuploide (Hitchcock y col.
1993).

En carcinoma cervicouterino, los estudios de citometria de flujo son relativamente
escasos; los valores del indice de DNA (Raber y col. 1988) asi como de las
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DNA-Ploidias como factor pronéstico en neoplasias humanas

Correlacién excelente con el seguimiento clinico de la
enfermedad:

Diagnéstico citolégico del carcinoma de células transicionales
Clasificacion y prondstico del linfoma no Hodgkin

En los canceres de prostata, ovario, endometrio, renal, hueso y
sarcomas de partes blandas, melanoma maligno, y tumores del
estroma de mama y gastrointestinales.

Correlacion excelente, mediante la relacién inversa entre

estado de ploidia y supervivencia

Neuroblastoma, Meduloblastoma, Leucemia linfoblastica aguda en
nifos, y ciertos subtipos de linfoma no Hodgkin

Correlaciéon buena con el seguimiento clinico:
Carcinomas de mama, escamosos de cabeza y cuello, adenocarcino-
mas gastrico y colorectal, hepatocarcinoma, esofagico

Correlacién inconstante con el seguimiento clinico:

Carcinoma epidermoide del cérvix uterino, cancer pulmonar de
células no pequefias, mesotelioma maligno, tumores ovaricos del
estroma, canceres papilares y foliculares del tiroides

Correlacion limitada o no significativa con el seguimiento clinico
Enfermedad de Hodgkin, leucemia aguda, cancer pulmonar de célu-
las pequenas, tumores carcinoides, etc.

(Tomado de Ross J. 1996. DNA ploidiy and cell cycle analysis in
Pathology. Igaku-Shoin Med Publ Inc. New York, 118-119)

Cuadro 4. Evaluacion prondstica de DNA-ploidias en neoplasias humanas
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proporciones de las células en fase S y de ploidias son controvertidas con relacion a
factor pronéstico ( Zanetta- 1991, Strang y col. 1991, Kenter y col. 1990 y Nguyen y
col.1993). Diferentes estudios permiten determinar una correlacion inconsistente y
por ende con utilidad clinica incierta. Los estudios son frecuentemente
contradictorios y el consenso actual se orienta a la consideracion de que los
diferentes resultados se han obtenido de analisis univariados y en ocaciones de
poblaciones tumorales heterogéneas, y por lo tanto se requiere de estudios
multivariados con disefios metodoldgicos estrictos para comparar poblaciones
muestrales homogéneas y poder resolver estas discrepancias (Strang y col.1991,
Nguyen y col.1993, Lai y col. 1993)

4. Papilomavirus Humano (HPV)

De acuerdo al Comite Internacional de Taxonomia de Virus, los papilomavirus
pertenecen a la familia de los papovaviridae, en la cual también se encuentran los
virus SV 40 y los poliomavirus.

Los papiloma virus infectan a los humanos y a multiples animales, guardan todos
ellos caracteristicas en comin como tamafio pequefio, virion no envuelto, capside
icosaédrica, doble cadena de DNA gendmico circular y que su multiplicacion se
realiza en el nucleo. Miden 55 nm de diametro y su genoma es de 8000 pares de
bases (bp); la particula viral tiene una densidad de 1.34 g/ml en cloruro de cesio
(Shah y col. 1996).

Aunque los papilomavirus humanos y de animales muestran organizacion genomica
parecida, son altamente especificos para infectar solo una especie, y debido a que las
proteinas de su capside son antigénicamente similares, estos virus no se subdividen
en serotipos, sino solo en genotipos y subtipos basados en muy pequefias diferencias
de su DNA. La homologia del DNA entre los genotipos -secuencias de marcos de
lectura abiertos de E6, E7 y L1- es de 90%; entre los subtipos de entre el 90 a 98%,
y finalmente entre las variantes es de mas del 98% (Van Ranst y col. 1993)
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4.1. Biologia del HPV

Los papilomavirus humanos tienen tropismo por los epitelios, su infeccion esta
intimamente asociada al crecimiento y diferenciacion de las células epiteliales
escamosas. En su ciclo de vida el HPV ademas de replicar su DNA implica la
sintesis de las proteinas de su capside, y su ensamblaje solo se realiza en el
ambiente que permiten los queratinocitos terminalmente diferenciados. Las
observaciones de cortes de seccion infectados muestran que la transcripcion viral
empieza en la parte basal del epitelio , y que la expresion en conjunto se incrementa
de las células basales hacia la superficie.

Cuando se inicia la infeccion el genoma del HPV se localiza en las células basales
en estado episomal y luego se replica coordinadamente con la replicacion celular;
como las células infectadas maduran y migran para formar el estrato espinoso y
luego el estrato corneo, en este altimo es donde se produce la capside protéica, la
cual se ensambla para formar otra vez el virus completo.

Mas de 70 tipos de papilomavirus han sido reconocidos que infectan a humanos. De
acuerdo al sitio de infeccion los HPVs pueden ser clasificados en dos grupos
principales:

cutaneos, encontrados en verrugas cutaneas y epidermodisplasia verruciforme, y en
mucosas, encontrados predominantemente en lesiones anogenitales; los tipos de
HPV comunente encontrados en lesiones benignas son considerados "virus de bajo
riesgo" como los tipos 6 y 11; los tipos de HPVs encontrados en lesiones malignas
se les reconoce como "virus de alto riesgo", como los 16,18, 30, 31, 33, 35, 45, 51,y
52 (Cuadro 5).

En la actualidad 22 genomas de HPVs han sido completamente secuenciados y otra
gran cantidad de manera parcial, dichas secuencias estan disponibles en el Gene
Bank.

La organizacion genética de los HPVs es similar en todo el grupo, y consiste en 8
marcos de lectura abiertos (ORFs) localizados en la misma cadena de DNA, que han
sido clasificados en tempranos-early (E) y tardios-late (L) basados en su localizacién
del genoma (Figura 7). Los genes E1, E2, E4, E5, E6 y E7 son regiones que
contienen la informacion necesaria para la replicacion viral y eventualmente la
transformacion celular. Los genes L1. y L2 son regiones que solo pueden expresarse

en queratinocitos diferenciados y codifican las proteinas estructurales de la capside
viral.
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Genotipos de HPV y su asociacion con lesiones epiteliales

En piel:

1,4 Verruga plantar

2,4 Verruga vulgar

3,10 Verruga plana

5,8,14,17,20 Epidermodisplasia verruciforme y
carcinoma de células escamosas

7 Verruga del carnicero

9,12,15,19,21-25

36,46,47 Epidermodisplasia verruciforme

41 Carcinoma de células escamosas

En mucosas:

6 Condiloma acuminado, NIC

11 Papiloma laringeo, NIC

13,32 Hiperplasia focal epitelial

16,18,31,33,35,

45,51,52,56 NIC, carcinoma cervical

30 NIC, carcinoma laringeo

39 NIC, carcinoma cervical, NIP

34,58,61,62 NIC

40 NIC, NIP

42,43,44 NIC, papiloma, hiperplasia, con-
diloma vulvares

57 NIC, papiloma invertido

59 NIV

NIC, NIP, NIV= neoplasia intraepitelial cervical,peneana
vulvar.
(Tomado de Fiels y col. 1996)

Cuadro 5. Principales tipos de HPVs asociados a lesiones
benignas / malignas
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Figura 7.
Organizacion genética y las funciones de los genes de los papilomavirus humanos.
se cjemplifica con el HPV 16 (Tomado de O’Connor y col. 1997).
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Una region, no codificante, localizada entre la terminacion del ORF de L1 y el inicio
del ORF E6, denominada region larga de control-long control region (LCR),
también es llamada region no codificante o region reguladora rio arriba-upstream
regulatory region (URR). La LCR es una zona de aproximadamente 400 bp en
donde se inicia el origen de la replicacion, contiene el arreglo de varios sitios donde
se unen diferentes activadores y represores de la transcripcién. La LCR regula la
transcripcion de las regiones tempranas y tardias y controla la produccion de
proteinas virales y sus particulas infectantes, puede jugar un papel fundamental para
determinar la extension de la infeccion viral del huésped.

La transcripcion del papilomavirus es compleja debido a la presencia de miltiples
promotores , tanto como de miltiples alternativas de patrones de ensamblamiento o
splicing del RNA mensajero. En la LCR se han identificado secuencias de
amplificadores-enhancers que actian como cis -reguladores de la expresion del
HPV’; los transcritos virales de los oncogenes E6 y E7 son controlados por esos
"enhancers " o amplificadores.

4.1.1. Region temprana (E)

La region temprana esta localizada rio abajo de la region LCR (Figura 7 ) y esta
compuesta por 6 ORFs

El gen E1 codifica una fosfoproteina nuclear que se une al origen de la replicacion
y es requerida para mantener la integridad episomal. La proteina E1 es capaz de
formar un heterodimero con E2 y asi regular la replicacion extracromosomal del
DNA y completar el ciclo viral

E2. Los productos de E2 son factores multifuncionales involucrados en la
transcripcion y replicacion del DNA viral, tanto como en su regulacion de expresion
de las proteinas oncogénicas virales E6 y E7.

La proteina E2 es una proteina nuclear que se une como dimero al DNA mediante
dos dominios: COOH terminal y la funciéon amino inicial, conectados por una
bisagra flexible, el ORF de E2 codifica al regulador mas importante de la
‘transcipcion de papilomavirus.

. En HPVs el ORF de E2 puede codificar un represor transcripcional, que se une
especificamente a 4 sitios identificados donde existe una secuencia palindromica
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ACCNgGGT de 12 pares de bases, 2 de estos sitios estan localizados a 4bp rio
arriba de la caja TATA de los promotores E6/E7. La modulacién de la expresion de
los oncogenes E6 y E7 (vease mas adelante E6 y E7) puede involucrar tanto
regulacion positiva como negativa y tiene implicaciones importantes para la
progresion maligna.

En lesiones benignas y premalignas el DNA viral se encuentra en estado episomal o
extracromosomal, en cambio en las lesiones malignas el DNA viral se ha integrado
al DNA del huésped Se ha sugerido que la integracion de HPV a los cromosomas
humanos no es un evento al azahar, ocurre preferentemente cuando los niveles de
los E1 y E2 dejan de reprimir a los genes E6 y E7, produciéndose en consecuencia
una sobreexpresion de estas oncoproteinas (Saewha y col.1995). Por esta razon, la
integracion del DNA viral es considerado como un importante paso en la progresion
de las lesiones de HPV al cancer (Kristiansen y col.1994), sin embargo se ha
encontrado que entre el 13 al 90% en los canceres cervicales el HPV ademas de
estar integrado, se encuentra en forma episomal; aun esta pendiente la clarificacion

de este punto.

E4. Aunque el ORF de E4 esta localizado dentro de la region temprana, se expresa
en las etapas tardias junto con L1 y L2. En algunos casos como verrugas de la piel
inducidas por HPV 1. la proteina E 4 es el componente mas abundante de las células
infectadas. Las proteinas E4 no se asocian con propiedades de transformacion en
los queratinocitos humanos. E4 induce el colapso de la red de citoqueratina
facilitando la liberacion de particulas virales y esto podria causar el caracteristico
halo nuclear de las células infectadas y productivas; la imagen observada histologica
y citologica de estas células es la de coilocitos.

E5. En algunos reportes se ha descrito que la actividad de la E5 puede participar en
la iniciacion de la transformacion maligna, a través de afectar la actividad de los
receptores de factores de crecimiento como el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y el receptor del factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF).

E6. El ORF del HPV 16 codifica a una proteina de 150 aminoacidos que se
relaciona con la proteina EIB de adenovirus. Todas las E6 tienen el potencial de
formar 2 grandes dedos de zinc, su tamafio es de aproximadamente 16 Kd y estan
localizadas principalmente en el nicleo.

22358
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La proteina E6 es capaz de unirse a la proteina del gen supresor de tumores p53. el
cual en su forma silvestre normalmente esta involucrado en la supresion de la
transformacion celular.

La union de E6 a p53 es dependiente de la proteina asociada a E6 (E6-AP) lo que
conduce a un incremento en la inestabilidad de la proteina p53. por lo tanto E6
inhibe la actividad de transactivacion transcripcional de p53

La union de E6 de los HPVs 16 y 18 a p53 resulta con la pérdida de la actividad de
p53 dentro de la célula, E6 estimula la degradacion de p53 a través de una via
proteolitica dependiente de ubiquitina, conduciendo a que bajen los niveles celulares
de p53

Comparando la proteina E6 de los HPVs 16 y 18 con la de HPVs de bajo potencial
oncogénico, la E6 de virus oncogénicos se unen a p53 con mayor afinidad y por lo
tanto aceleran su degradacion. Asimismo E6 puede inhibir la funciéon regulatoria
normal de p53

Se sabe que en la infeccion de HPVs. pocos transcritos codificados por E6 y F7 son
detectados en la capa basal de los epitelios. donde p53 es expresado Los niveles de
p53 en células inmortalizadas con E6 o en c¢lulas de carcinoma cervical infectadas
con HPV son en promedio de 2 a 3 veces menores, comparadas con células
normales, la vida media de p53 en queratinocitos humanos que expresen Eo6 es de 3
horas, 20 minutos

E7 El ORF de E7 codifica a la proteina E7 que es la mas importante en la
transformacion tumoral. es una fosfoproteina de 98 aa localizada en el nucleo
especificamente en la matrix nuclear. en su estructura contine 2 secuencias
repetitivas de cis-xxx-cis, las que se ha demostrado que juegan un papel muv
importante en cooperacion con el oncogén ras activado en la transformacion de
fibroblastos embrionarios de rata expuestos a HPV 18

[Las proteinas E7 han sido encontradas en carcinomas cervicales y en lineas celulares
derivadas de ellas En modelos de células humanas se ha demostrado que F” junto
con F6 de HPVs oncogénicos son necesarios y suficientes para mmortalizar los
queratinocitos requiriendo generalmente la participacion de un segundo oncogen que
puede ser ras. c-myc o p53 mutado

Algunas regiones conservadas en la secuencia de los aminoacidos en F7 se unen al

producto del gen retinoblastoma (Rb), mismo que se relaciona con las proteinas
pl07y pl130
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En células normales las proteinas Rb, p107 y p130 forman complejos con los
factores de transcripcion E2F en la fase G1 del ciclo celular. Estos complejos
regulan negativamente el crecimiento celular por medio de la represion de la
transcripcion de los genes E2F cuyos productos se requieren para la sintesis del
DNA; para que la replicacion se realice los complejos E2F-Rb deben disociarse.

La proteina E7 del HPV 16 altera el mecanismo de control de crecimiento celular
por su unién al Rb y la disociacion del complejo E2F-Rb, causando la liberacion del
E2F transcripcionalmente activo y consecuentemente se replica el DNA celular, esto
ultimo se observa en queratinocitos humanos suprabasales que no estan ciclandose,
en los cuales el programa de diferenciacion celular no esta alterado.

Las proteinas E7 de HPV6 tienen 10 veces menor afinidad de unién al Rb que las de
los HPVs 16 y 18, esta diferencia se debe a la simple sustitucion de algunos
aminoécidos encontrados en las proteinas de los virus oncogénicos; asimismo se ha
observado que la mutacion de la E7 del HPV 6 en estos sitios, permite un aumento
dramatico en la unién de esta proteina con el Rb, observandose con ello un
incremento en la actividad transformadora celular.

Normalmente el estado de fosforilacién de la proteina Rb es regulado a través del
ciclo celular; siendo hipofosforilado-Rb en la fase GO/Gl, y fosforilado-ppRb
durante las fases S, M, por union a E7. La fosforilacion de pRb se realiza en
residuos de serina por una o varias CDKs (Figura 4).

4.1.2. Region tardia. L1, L2

La region tardia contine 2 ORFs separados y codifica las proteinas L1 y L2, que
forman la capside viral. La proteina L1 es la proteina viral mas abundante que
contiene las determinantes antigénicas que son similares en los diferentes grupos de
HPVs.

La sintesis de proteinas de la capside mas el ensamblaje del virién ocurren en los
queratinocitos diferenciados.
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5. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Durante las ultimas tres décadas han surgido una serie de metodologias que
faciliatan el analisis del DNA, entre ellas la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), la que probablemente ha tenido el mayor impacto en el avance reciente de la
biologia molecular. Esta metodologia permite amplificar a gran escala regiones
especificas del DNA vy facilita la manipulacion posterior de los fragmentos
amplificados. El principio de la PCR se basa en el uso de oligonucleotidos sintéticos
que son complementarios a secuencias que flanquean una region especifica del DNA
molde. Asi por medio de ciclos de termoamplificacion, que comprenden cambios de
temperatura repetidos, permiten el alineamiento de oligonucledtidos especificos o
"primers" con las secuencias complementarias y la replicacion del fragmento de
DNA de interés, mediante el uso de la tag DNA polimerasa; con esto es posible
obtener amplificaciones numéricas del fragmento de interés entre 1000 a 1000,000
de veces.

Esto aumenta significativamente la probabilidad de detectar secuencias génicas
blanco de la compleja mezla del DNA, facilitando la clonacion y secuenciacion de
genes ( Bej y col.1991).

Las caracteristicas de la PCR se modifican de acuerdo a las necesidades especificas
segin el campo donde se aplique. Su utilizacion tiene numerosas aplicaciones en el
diagnostico patologico, especialmente en los campos de la microbiologia, medicina
forense, oncologia, etc. (Remick y col. 1990).

Las implicaciones en la amplificacion de los acidos nucléicos han aumentado la
informacion acerca de diferentes problemas médicos y biologicos.

Posterior al descubrimiento de las enzimas de restriccion durante la decada de 1970,
surgieron una serie de técnicas que permitieron detectar genes o zonas especificas de
DNA mediante el uso de sondas moleculares que se apareaban o hibridaban a las
secuencias complementarias. La hibridacion DNA-DNA tipo Southern presenta
diversas dificultades para su ejecucion y tiene baja sensibilidad.

En 1985 Kary Mullis descubrio la PCR, cuya sensibilidad es muy alta , y su
ejecucion, a partir del uso de los termocicladores automatizados la coloca como una
metodologia altamente reproducible y especifica.

La PCR es una metodologia que permite amplificar secuencias especificas de DNA
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o RNA imitando el proceso de replicacion del DNA en vivo.

Los componentes bésicos requeridos son: el DNA molde de cadena sencilla, los
"primers” que son oligonucledtidos con secuencias complementarias especificas que
se unen a los extremos de una secuencia molde de DNA; desoxinucledtidos
trifosfatados (ANTPs) y la enzima DNA-polimerasa (Figura 8).

El método consiste en llevar a cabo ciclos repetitivos de desnaturalizacion del DNA,
alineamiento de los "primers" y la extension de DNA por la polimerasa. Los 2
primers hibridan las 2 cadenas del DNA de la secuencia blanco, y asi la cadena se
sintetiza de la region entre los primers, replicando el segmento de DNA. El producto
de cada ciclo de PCR es complementario al DNA molde previo, asi la cantidad de
DNA sintetizado es el doble por cada ciclo sucesivo. El molde original de DNA
puede estar en forma pura o ser una pequefia parte de una mezcla compleja de DNA
(Bej y col. 1991).

El gen humane de la beta globina fue la primer secuencia de DNA que fue
amplificado por PCR (Saiki y col. 1985).

Se pueden obtener las cadenas sencillas de DNA mediante desnaturalizacion con
calor

Los "primers" se pueden obtener a través del aparato “oligosintetizador”. Se utilizan
soluciones amortiguadoras o buffers que contienen cationes monovalentes de Mg, y
algunos co-solventes.

Los co-solventes ayudan a estabilizar la enzima e influyen en su procesividad o la
capacidad de adicionar nucledtidos antes que se disocie la polimerasa, y/o en la
temperatura de desnaturalizacion del DNA. La introducciéon de la Taq DNA
polimerasa estable al calor, permiti6 un mejoramiento importante para la
automatizacion de los métodos de PCR. La mayoria de las DNA-polimerasas usadas
en PCR son estables a temperatura entre 95°C y 97°C.

La PCR requiere de 3 pasos: 1) desnaturalizacion del duplex de DNA a 920960 C,
2) alineacion de los "primers" al molde complementario de DNA a temperaturas
entre 4509-72° C, y 3) extension del" primer" y adicion sucesiva de los dNTPs a 720C.
El esquema de desnaturalizacion, alineacion y extension a través de un periodo de
tiempo especifico se llama ciclo. La repeticion de los ciclos permite la amplificacion
de la cadena del DNA de interés. La sintesis exponencial de un fragmento de DNA
esta directamente relacionada con el namero de ciclos de amplificacién y con el

numero de copias de la secuencia a amplificar del molde original de DNA (Figura
9).
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Figura 9.

Diagrama esquematico de la amplificacion con PCR. Se muestra el orden tipico de
un ciclo de termoamplificacion, asi como se incrementa exponencialmente el DNA
amplificado con el nimero de ciclos (Tomado de Bej 1991).
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Durante los 2 primeros ciclos los amplificados tienen una longitud indeterminada; a
partir del 30. ciclo los fragmentos blanco sintetizados del DNA limitan su longitud
programada por ambos “primers”, por lo que después del 4o. ciclo ocurre la
amplificacion de estos fragmentos blanco.

Tanto los diferentes componentes fisicos y quimicos de la PCR pueden ser factor
que modifique el nivel de amplificacion del fragmento blanco de DNA, estos
factores estan interrelacionados e incluyen principalmente: equipo -por ejemplo el
tipo de termociclador-, la temperatura y el niimero de ciclos, concentracion y tipo de
DNA polimerasa, incluyendo su buffer y co-solventes, concentracion de dNTPs, tipo
y concentracion de "primers”, cantidad y pureza del DNA de la muestra, tamafio y
estructura del producto de amplificacion ( para completar esta seccion se
recomienda consultar a Rolfs y col. 1992)

Debido al enorme poder de amplificacion de la PCR, debe de guardarse gran
cuidado en su realizacion para evitar contaminacionés accidentales de las
soluciones y de las micropipetas utilizadas, tanto como de la muestra por un DNA
exdgeno. Deben realizarse constantemente controles negativos para verificar la
pureza de las soluciones usadas en dicha metodologia.

Aunque insignificantes también se han encontrado errores en la
replicacion/amplificacion durante la PCR, como la insercién de A por Gy T por C
(Dunning y col.1988).

En la mayoria de las aplicaciones de la PCR, la secuencia y la combinacion de los
"primers" pueden determinar el éxito de la reaccion . Dependiendo del proposito de
la PCR la longitud del primer puede variar de 14 a 40 bases, con un contenido de
G+ C entre 40 y 75%.

La temperatura de alineacion de los "primers" puede ser calculada usando la
formula:

Ta=2(A+T) + 4(G+C) -5C  (Bej y col.1991)

Una guia general para el disefio de "primers" es: los "primers" deben disefiarse a
través de regiones altamente conservadas del genoma de las especies analizadas; las
terminaciones 3' de los "primers" deben codificar aminoacidos conservados evitando
codones degenerados  -triptofano y metionina- ; las terminaciones 3' de los
"primers" deben evitar complementaridad para evitar la formacion de dimeros entre
los "primers" , por lo que no deben contener en su terminacion secuencias
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palindromicas, los "primers" deben ser carentes de estructura secundaria, deben
evitarse la distribucion desbalanceada de los dominios G/C y A/T, y los "primers"
deben ser especificos para un miembro tinico de una familia de genes (Rolfs 1992).

5.1. Identificacion de productos amplificados por la PCR

Los fragmentos generados por la PCR pueden ser valorados en geles de
electroforesis, pero esto usualmente no es suficiente para comprobar la especificidad
de una PCR.

El gel debe ser rutinariamente transferido a un blot para realizarle mas tarde el
analisis de hibridacion; esta identificacion es usualmente mucho mas sensible que
verificar la identidad de los fragmentos de DNA solo a través de observar la
fluorescencia de la banda tefiida con bromuro de etidio.

La sensibilidad de la deteccion en un gel de agarosa depende entre otras cosas de la
resolucion de las bandas de los fragmentos de DNA vy de la transparencia del gel. La
concentracion maxima de agarosa que permite la migracion del DNA difiere de los
tipos y marcas de agarosa. En resoluciones altas del gel, podemos detectar distintos
fragmentos que pueden contener menos de 2-4 ng de DNA. Deben usarse solo geles
de agarosa frescos, ya que la resolucion de las bandas se reduce significativamente
en geles usados después de 12 a 24 hrs.

Las cadenas dobles de DNA con bromuro de etidio intercalado dan un maximo de
fluorescencia a 302 nm con el transiluminador ultravioleta.

Diferentes marcadores de peso molecular pueden ser utiles para la cuantificacion
aproximada y poder analizar el tamafio de los productos de la PCR. Por lo menos 2
diferentes cantidades de un fragmento de DNA deben ser analizados en un gel para
estimar la concentracion de DNA del control positivo de la muestra..

5.2. Analisis de dot blot / slot blot de productos de PCR

En la identificacion de la hibridacion de la muestra de DNA, se puede utilizar DNA
de esperma de salmon de cadena simple como control negativo. Generalmente
diferentes sondas de hibridacion individualmente son mezcladas con el producto del
DNA amplificado, se requieren controles positivos especificos , ya que muchas
muestras pueden ser negativas. El volumen depositado en los pozos para dot o slot
blot depende del tipo de aparato.
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Los pasos necesarios son: desnaturalizar el DNA del producto de amplificacion de la
PCR; e hibridar con las sondas especificas marcadas previamente, si estas fueron
marcadas con biotina (nucleétidos biotilinados), se puede revelar la hibridacion por
medio de quimioluminiscencia. Aparentemente la combinacion de la mezcla de
hibridacion con fosfatasa alcalina o con dioxietano como sustrato, cuando este se
encuentra en estado electrénicamente excitado permiten la mayor sensibilidad en el
sistema de luminiscencia

5.3. Amplificacién de productos de la PCR obtenidos de tejidos fijados en
parafina

La gran sensibilidad de la PCR permite realizar estudios moleculares en tejido fijado
en parafina (TFP), que combinados con los diferentes métodos de hibridacion
subsecuentes o- con secuenciacion , logran detectar la identificacion de agentes
infecciosos vy alteraciones genéticas de manera mas sensible y especifica.

La preparacion de estos tejidos es tedricamente simple, disolver la parafina de las
rebanadas de tejido y subsecuentemente tratar los tejidos deshidratados para liberar
el DNA.

El éxito de cualquier estudio de PCR basado en TFP depende de miltiples factores:
substancias fijadoras usadas en el procesamiento de tejidos, la duracion de la
fijacion, edad del bloque y longitud del fragmento de DNA a ser amplificado.

Las mejores substancias fijadores de tejidos que permiten las siguientes
amplificaciones con la PCR son acetona, etanol, omnifix seguidas de formalina al
10% en buffer neutro ( Greer y col 1991).

Diferentes estudios han demostrado que la capacidad para amplificar productos
largos de PCR -1000 bp- disminuye con la mayoria de substancias fijadoras a
excepcion del etanol, acetona y omnifix; los fijadores no acidos permiten la
amplificacion de fragmentos de 536 bp o mas. En varios laboratorios rutinariamente
la fijacion de los tejidos es de 24 horas o menos, sin embargo cuando este periodo
aumenta el DNA es comprometido, considerando que con la PCR solo podrian
amplificarse productos de menos de 200 bp (Neubaver y col. 1992).

En la Universidad de Nuevo Mexico se estudiaron 240 TFP cruzando 2 variables:
afios o edad del especimen conservado en parafina con 3 pares de "primers”
diferentes para amplificar fragmentos de 268 bp, 536 bp y 986 bp. del gen de beta
globina; los resultados demostraron que entre mayor sea el fragmento por
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amplificar, su amplificacién decae rapidamente después de los primeros 3 afios de
conservacion (Greer y col. 1995)

De tal forma que ademas de las variables reconocidas en la amplificacion de DNA
de las muestras de tejido en fresco: demasiada o escasa cantidad de DNA,
incompleta inactivacién de la proteinasa K que resulta en la digestion de la Taq
polimerasa, ciclos e intervalos de termociclos insuficientes, demasiada cantidad de
primer especifico, presencia de substancias inhibidoras en la muestra; en la PCR de
tejidos conservados en parafina se agrega que el DNA sea demasiado degradado o
de baja calidad

5.4. Deteccion y tipificacion de HPVs de genitales

Los HPVs de genitales son un grupo de mas de 20 tipos distintos , que se asocian a
verrugas, condilomas, displasias, cancer in situ y cancer invasor. Dentro de éste
grupo existen tipos especificos asociados a lesiones benignas y otros a lesiones
malignas, llamados por esto de alto riesgo ; mediante la PCR podemos detectarlos y
tipificarlos.

Los genomas de HPVs de genitales son nicos, sin embargo presentan secuencias
homologas particularmente en los ORFs de LI. Aunque mas de 20 se han
identificado, solo en 6 se ha reportado la secuencia completa del DNA. Comparando
la secuencia de los HPVs de genitales 6, 11, 16, 18 y 33; se han identificado
regiones de homologia en fragmentos de 20 a 25 pb, dichas regiones se denominan
sefiales consenso y sirven como "primers” en la PCR

Estos "primers" consenso denominados MY 11 para la cadena positiva y MY09 para
la cadena negativa, son degenerados en varias posiciones, contienen uno u otro
nucleétido en algunas posiciones, permitiendo la complementaridad de 5 secuencias
de los HPVs de genitales ( Cuadro 6).

La region amplificada entre los "primers" MY 11 y MY09 tiene una longitud de 450
pb, es una regidn conservada y es usada para detectar la secuencia de L1 consenso
de los HPVs 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, y 56 (Ho y col. 1995).

Otros nucleotidos especificos para cada tipo de HPV se denominan MY 12, MY 13,
MY14, WD74 y MY16, y se utilizan como sondas especificas para tipificar las
secuencias de estos 5 tipos de virus ( Cuadro 7).

Asimismo existen otros "primers" consenso parecidos a los anteriores denominados

~22858
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Primers consenso de L1 para HPVs 6, 11, 16, 18 y 33

Clavee M=A+C; R=A+G
W=A+T;,Y=C+T

Primer de la cadena positiva.
MY11 GCMCAGGGWCATAAYAATGG

Posicion de la primera base
HPV 16 6584
HPV 18 6558

Primer de la cadena negativa:
MY09 CGTCCMARRGGAWACTGATC

Posicidon de la primera base
HPV 16 7035
HPV 18 7012

Tamano de los productos de L1 por PCR

HPV 16 451 pb
HPV 18 454 pb

(Tomado de Ting 1990. Detection and typing of genital HPV)

Cuadro 6. Tamano de los productos, secuencia y posicion
de la primera base de MY11 y MY09
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Sondas especificas de L1 para identificar HPVs 6, 11, 16, 18 y 33

Sonda HPV  Secuencia Posicién

MY12 06 CATCCGTAACTACATCTTCCA  6813-6833
MY13 11 TCTGTGTCTAAATCTGCTACA  6800-6820
MY14 16 CATACACCTCCAGCACCTAA 6926-6945
WD74 18 GGATGCTGCACCGGCTGA 6905-6922
MY16 33 CACACAAGTAACTAGTGACAG 6628-6648
(Tomado de Ting 1990. Detection and typing of genital human

papillomaviruses, en PCR Protocols: A guide to methods)
and applications)

Cuadro 7. Secuencias de sondas especificas para productos de
PCR de algunos HPVs.
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GP5 y GP6, que son degenerados como los MY11 y MY09, y que también detectan
secuencias de L1 consenso, cuyo alineamiento de su primer nucledtido esta ubicado
cerca de los MYs y amplifican fragmentos mas pequefios de 140 bp.

Para analizar los productos de la PCR generados por estos "primers”, se pueden
utilizar geles para electroforesis de acrilamida o agarosa tefiidos con bromuro de
etidio, permitiendo visualizar productos que contengan por lo menos 200 copias de
los HPVs.

El analisis de hibridacion con su sonda especifica puede realizarse mediante
Southern blot o dot-slot blot ( Ting y Manos 1990).

6. Biologia molecular del cincer cervical y sus precursores

Estudios moleculares y epidemiologicos han conducido en los tdltimos afos a
reconocer que ciertos tipos de HPVs son los agentes etiologicos del cancer cervical
y de las lesiones precursoras. De mas de 70 HPV descritos, la mitad han sido
aislados de las mucosas genitales ; la asociacion de ciertos tipos con tejidos
normales y lesiones benignas en oposicion a tipos asociados a cancer, ha permitido
el concepto’de bajo y alto riesgo oncogénico de los HPVs.

La expresion de las proteinas oncogénicas interfiere con las funciones del control del
crecimiento celular. Como consecuencia de la expresion continua de estos genomas
virales, puede ocurrir inestabilidad cromosémica conduciendo a la completa
transformacion celular o inmortalizaciéon y crecimiento celular independiente de
anclaje’/(Park y col. 1995, Shah y col.1996); ya que las células normales adultas o -
neonatales suspendidas en gel de agar liquido o semiso6lido detienen su proliferacion,

y las células tumorales crecen continuamente en estas condiciones.

Mientras que la mayoria de las infecciones de HPV son transitorias y no parecen ser
importantes en carcinogénesis cervical, diferentes estudios indican que la
persistencia de HPVs de alto riesgo pueden determinar la progresidn a estados mas —
severos de la enfermedad cervical. El riesgo de que la enfermedad progrese parece
también estar asociada con la carga viral (Villa 1997), asi como a las estrategias del —
virus para la evasion de la respuesta inmune del huésped (Smith y col. 1994).

64




“Como lo ha anotado Franco y col. (1995) la magnitud de asociacién entre el HPV y
cancer cervical es mas alta que la encontrada entre el fumar y el cancer pulmonar, y
muy cercana a la asociacién del estado de portador cronico de la hepatitis viral B
con el cancer hepatico.

Los HPV constituidos de cerca de 8000 nucledtidos se mantienen episomales en el
nicleo de las células normales infectadas, sin embargo en CINs y aun mas
frecuentemente en canceres, el genoma del HPV se encuentra integrado a los
cromosomas de la célula huésped (Cullen y col. 1991). Mientras que este evento
parece ocurrir en sitios azarosos del genoma celular, la integracion del DNA viral
involucra los genes El y E2, ocasionando consecuencias importantes en la
regulacion de la expresion génica viral como la inmortalizacién y transformacién

celular.

Los genes E6 y E7 estan localizados en el extremo 5' final de la region temprana E;'

estos genes codifican para proteinas multifuncionales que interfieren con el
crecimiento celular y son transcritos por el mismo promotor produciendo un mRNA
policistronico. Las proteinas codificadas por los genes de E6 y E7 de HPV de alto
riesg9/ estan directamente involucrados en la transformacién celular, sin embargo
esto lo realizan solo en presencia de otro oncogén activo como ras o myc (Park y
col. 1995). Otra caracteristica importante de las proteinas E6 y E7 es su capacidad
para inmortalizar queratinocitos de piel humana o de epitelio cervical, asimismo
estas proteinas pueden influir en la transcripcion de diferentes promotores virales y
celulares produciendo inestabilidad genomica y provocando fenotipos de
malignidad.

La proteina E6 de HPVs de alto riesgo se une a la proteina supresora tumoral p53,
induciendo su degradaciéon por ubiquitinacion y con esto eliminando el control
dependiente de p53 en el ciclo celular (Figura 10), un importante gen activado por
p53 es WAF1/cip 1, el cual es un inhibidor de las CDKs.

La fosfoproteina nuclear E7 se asocia con la proteina supresora tumoral Rb que es
un control negativo del crecimiento celular. La unién de E7 a Rb permite la
liberacion de los factores de transcripcion E2F, que activan la transcripciéon de
varios genes involucrados en la progresion de las células de la fase G1 a S en el
ciclo celular; E7 también interactua con la ciclina A y la CDK-2 perturbando la
progresion del ciclo celular (Figura 11).

Otro gen involucrado en la estimulacion del crecimiento y en la transformacién
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Condiciones fisiologicas Intecciin con HPV de alte tiesgo
estrés
1 Inactive Proteggs':sb ig:ﬁ:n'adlente f P 5 3._ E 6 1
pS3 —|warucip / Activo
] cdk-ciclma dk-ciclin
niveles p53 4 cicima
altos Proqresién niveles Progresion
nhbida bajos estirmulada
Gl S Gl S
Ciclo celular Ciclo celular
M G2 M G2
Inhibicion del ciclo celular E sttmulacién del ciclo celular

Figura 10.

Efectos de la unioén de E6 con p53. En el lado izquierdo la respuesta fisiologica al
estrés; en el lado derccho el efecto por la infeccion con un HPV de alto riesgo
oncogénico (Tomado de Park y col. 1995).
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celular es el ES, su proteina se une a la membrana celular y se sinergiza con el EGF,
en la estimulacién de la proliferacion celular probablemente a través de que aumenta
la fosforilacion de los receptores para EGF.

Los productos del gen E2 estan involucrados en la regulacion transcripcional del
genoma HPV, cuando éste gen esta interrumpido como resultado de la integracion

del genoma viral, se observan niveles altos de E6 y E7 tanto en lesiones cervicales

intraepiteliales como en canceres, asimismo el incremento de E6 y E7 se
correlaciona con un incremento de la actividad de inmortalizacion en los cultivos
celulares.

El sitio donde el HPV se integra al DNA de la célula huésped es altamente variable,
sin embargo en algunas lineas celulares tumorales se ha mapeado, localizandolo en

sitios fragiles, tanto como en sitios cercanos a oncogenes celulares como c-myc y N-
myc.

Aunque la integracion del DNA viral en el huésped hospedero parece ser un paso
importante para muchos canceres cervicales, puede no serlo necesariamente , ya que
algunos tumores lo contienen sélo de manera episomal; de manera que el modelo
propuesto de la alteracion fisica del ORF de E2 y la sobreexpresion de E6 y E7 que
conducen a la transformacion célular sea probablemente un modelo bastante
simplista (Park y col. 1995).

Diversos estudios epidemioldgicos han indicado claramente que tanto la infeccion
de HPV y el cancer cervical estan fuertemente influenciados por las caracteristicas
de la actividad sexual en la mujer y en su pareja.

Como se observa en la Figura 12, las infecciones persistentes de HPVs de alto
riesgo son determinantes importantes para las SIL de alto grado, sin embargo otros
factores adicionales contribuyen al proceso polietapico del cancer cervical
Condiciones que permiten estados de inmunosupresion y variables como paridad uso
de anticonceptivos orales, y tabaquismo que influyen en el desarrollo del cancer
cervical
Los HPVs de genitales son tipicamente divididos en 2 grupos:

Los tipos 6,11, 26, 42, 44, 54, 70 y 73 corresponden a bajo riesgo, y

Los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 55, 56, 58, 59, 66, y 68 , corresponden a alto

riesgo en la asociacion con €l cancer cervical
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Comdiciones fisiolagicas Inteccién con HPV de alto riesgo
Complejo
; Rb-E7
Inactive P
Hiveles bajos L—-———I )
pRb imidin cinasa E2F Niveles altos
| dihidrofolato reductasa . timidin cinasa
DN A polimerasa o Activo ~———p dhidrotolato reductasa
E2F DNApolmerasa o
{ G1 l G1 s
¢ -myc

¢ -MYc
N-wmyc

Ciclo celular

Inhibicidn del ciclo celalar

N-myc Ciclo celular

G2

E stimulacién del ciclo celular

Figura 11.

Efecto de la unién de E7 a Rb. En el lado izquierdo, en condiciones fisiologicas las
células se detienen en G1 en el ciclo celular; en el lado derecho por el efecto de ,la
infeccion con HPV de alto riesgo oncogenico las células entran a ciclo celular
(Tomado de Park y col. 1995).
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6.1. Interaccion de los HPVs con diversos cofactores.

Diferentes mutagenos e inmunosupresores como los constituyentes del tabaco,
pueden cooperar con los HPV en la induccion de malignidad mediante la
facilitacion de la persistencia viral, o participando en la transformacion de las
células inmortalizadas.

Los tejidos cervicales contienen receptores para estrogenos y progesterona. La
interaccién de los HPVs con diferentes hormonas modifican su expresion. La region
rio arriba de la LCR se ha demostrado que tiene secuencias similares a la region de
respuesta a los glucocorticoides y, es inducible por hormonas esteroideas; en células
de ratones infectadas por HPV 16, la tumorigénesis se produce.en presencia de
dexametasona. Sin embargo se requieren estudios adicionales para establecer la
relevancia de asociacion entre hormonas sexuales y sus receptores en relacion a la
transformacion maligna provocada por HPV in vivo.

6.2. Persistencia del virus en la progresion de la enfermedad.

Es conocido desde hace afios la persistencia del genoma de HPV en los tumores
malignos tanto como en sus lineas celulares derivadas; sin embargo poco se sabe
acerca de los factores determinantes que favorecen la persistencia de la infeccion por
HPV.

El DNA viral se puede detectar en el 10 al 50% de las mujeres asintomaticas en
edad reproductiva, sin embargo cuando se hace seguimiento de dichas pacientes, se
ha observado que la mayoria de las infecciones son transitorias y solo una pequefia
proporcion de las mujeres tienden a mantener el mismo tipo de HPV. Se ha
demostrado que la persistencia es mayor en mujeres post-menopausicas y con
infeccion de HPVs de tipos de alto riesgo. Estos hallazgos pueden sugerir que solo
las infecciones persistentes del epitelio cervical activan el desarrollo del tumor, lo
cual se ha comprobado con estudios epidemioldgicos (Schiffman y col. 1995, Ho y
col.1995), estos resultados concluyen que la persistencia de HPVs de alto riesgo
conduce a la progresion de las lesiones cervicales (Figura 12).

~ En los dltimos afios se ha empezado a comparar diferentes variantes de HPVs de
alto riesgo de los tipos 16 y 18 en relacion a progresion tumoral (Xi y col.1995,

Lizano y col. 1997), sin embargo se requieren mas estudios para probar esta
posibilidad.
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Figura 12.

Interrelacion de factores de riesgo en la historia natural de las infecciones de HPV y
el cancer cervical (Tomado de Villa 1997).
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6.3. Carga viral y enfermedad cervical

El namero de genomas de HPV presentes en las células ha demostrado que se
correlaciona con la severidad de la enfermedad cervical, mediante la técnica de la
PCR cuantitativa, se determinaron niveles mayores de HPV 16 en CIN
comparados con lesiones de bajo grado (Cuzick y col. 1994). La evidencia sugiere
que la mayor carga viral puede predecir la persistencia de la infeccion de HPV, en
las subsiguientes muestras (Ho y col. 1995). Caballero y Villa en 1995 propusieron
recientemente un método cuantitativo basado en una PCR de baja especificidad o

astringencia para medirla.
6.4. Otros factores o eventos celulares que afectan la carcinogénesis cervical

Los virus del herpes simple (HSV 2) han recibido atencion como cofactor potencial.
En un estudio de casos y controles en Latinoamérica, la presencia de anticuerpos
contra HSV 2 fue asociado con el desarrollo de cancer invasor, con un riesgo
relativo de 1.6. Mujeres con HSV seropositivas y presencia de HPV 16 o 18, tienen
el doble riesgo de presentar Ca Cu, comparado con mujeres que solo presentan
HPV 16 o 18, sugiriendo un posible sinergismo entre HSV 2 y HPV

6.5. Alteraciones cromosomicas

El desarrollo del cancer de cualquier sitio involucra un proceso de pasos miltiples
de adquisicién y acumulacion de varias alteraciones genéticas. El cancer cervical es
un modelo clasico de pasos miltiples en carcinogénesis porque se desarrolla de
lesiones precursoras que perduran mucho tiempo

Debido a las dificultades técnicas asociadas a la obtencién de preparaciones de
bandeo de cromosomas de buena calidad en tumores solidos, se han realizado
estudios citogenéticos solo en un nimero limitado de casos; sin embargo estos han
identificado alteraciones estructurales y numéricas complejas en diferentes
cromosomas y no especificas.
Las mas comunmente observadas han sido en el cromosoma 1, pero de manera
ocasional se han encontrado en los cromosomas 4, 5, 6, 11, 13, 17, 18, y 21;
Sreekantaiah y col. (1988) encontraron alteraciones en el 95% en el cromosoma 1,
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en namero, deleciones, isocromosomas, y translocaciones; siendo las regiones
1p11-p13,y 1q21-q32 las mas afectadas.

6.6. Perdida de la heterocigocidad.

Los estudios clasicos citogenéticos han sido completados con el desarrollo de
técnicas moleculares, que usan analisis de alotipos para detectar alteraciones
genéticas. Una de las ventajas de estos métodos es que ayudan a identificar regiones
de cromosomas que pueden contener los genes supresores de tumor. Solo una copia
es necesario para mantener la funcién normal celular. En la mayoria de tumores en
los que se pierde la funcion del gen supresor tumoral como Rb o APC -gen alterado
en pacientes con poliposis adenomatosa familiar-, se asocia con la mutacién de un
alelo del gen Rb y se acompaiia por la perdida del otro alelo no mutado. La pérdida
del alelo no mutado se acompafia frecuentemente con la pérdida de otros segmentos
vecinos a la secuencia de DNA. La combinacion de la mutacion de un alelo con la
delecion del otro no mutado conduce a la homocigocidad del alelo mutado recesivo
o pérdida de la heterocigocidad.

El analisis de alotipos en cancer cervical ha identificado la pérdida de
heterocigocidad en diferentes locis de varios cromosomas, predominantemente en
los cromosomas 3, 5 y 11. Diferentes estudios indican la presencia de genes
supresores en ¢l brazo corto del cromosoma 3, en la region 3p13-21.3, la pérdida de
este alelo se detecta frecuentemente en cancer cervical, asi como en otra gran
variedad de canceres -mamario, renal, carcinomas de cabeza y cuello y
adenocarcinoma pulmonar-.

6.7. Otras alteraciones celulares.

Existen observaciones controversiales de la importancia sobre las alteraciones de los
proto-oncogenes c-myc,c-Ha-ras en la carcinogénesis cervical. Algunos estudios
consideran que la amplificacién de c-myc esta relacionada con el riesgo de
recurrencia temprana, independiente de otros factores prondsticos (Riou ya col.
1987, Bourhis y col.1990), sin embargo otros estudios lo descartan. '

72




6.8. Respuesta inmunolédgica contra la infeccion de HPV y el cancer cervical.

Las infecciones de HPVs estan favorecidas en pacientes inmunodeprimidos,
tornandose en infecciones persistentes.

Los pacientes con respuesta inmunoldgica alterada muestran alta prevalencia de
tumores benignos y malignos inducidos por HPV. Se han encontrado anticuerpos
séricos contra proteinas tempranas y tardias en estos pacientes, pero la interpretacion
global de estas observaciones aun no es concluyente:

a) no hay acuerdo general de cuales antigenos son blanco de anticuerpos, b) no se ha
establecido correlacion entre los anticuerpos circulantes y la regresion de lesiones
inducidas por HPV, y ningun estudio ha demostrado aumento de titulos de
anticuerpos contra alguna proteina de HPV en infecciones aguda, c) pacientes con
alteraciones inmunologicas caracterizadas por falla en producciéon de anticuerpos,
generalmente muestran piel normal y verrugas genitales. La baja prevalencia de
anticuerpos de proteinas especificas de algin tipo de HPV no estimula al uso de
determinaciones seroldgicas para propésitos de diagnostico. Sin embargo estudios
epidemioldgicos recientes sugieren fuertemente que existe una respuesta
inmunolégica humoral a la proteina L1 de la capside después del desarrollo de
lesiones y a la proteina E7 en pacientes con cancer invasor cervical.

Pacientes con inmunidad celular alterada, como aquellos que son transplantados, con
infeccion de HIV, o con enfermedad de Hodgkin, tienen un incremento importante
de la incidencia de verrugas de piel y genitales, sugiriendo esto que las infecciones
por papilomavirué son controladas por la respuesta celular inmune .

La respuesta celular inmune consiste en 2 clases de células, linfocitos T ayudadores
(helper) y Tinfocitos T citotoxicos (killer); los primeros presentan a los antigenos a
través del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase II a los linfocitos B
como pequefios péptidos, y los segundos pueden matar selectivamente a las células
infectadas, y presentan a los antigenos por medio del MHC clase 1.

La inmunizacion de ratones con células singénicas no tumorales transfectadas con
los genes E6 y E7 de HPV les confieren proteccion contra las células tumorales
singénicas HPV-positivas, la protecciéon es mediada por las células T-asesinas; por
lo tanto se podria considerar que las proteinas E6 y E7 podrian ser blanco para
desarrollar vacunas terapéuticas.

Sin embargo mucho trabajo tiene que realizarse para mapear los epitopes
inmunogénicos de las diferentes proteinas de HPV, ya que por ejemplo el epitope de
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E7 de raton falla en humanos, por lo que se requiere gran cantidad de ensayos para
evitar las restricciones impuestas por el MHC.

El MHC es altamente polimorfico, en los humanos su loci y sus productos llevan el
prefijo HLA. Los genes del HLA-clase I incluyen los loci HLA-A, By C; y los de
HLA-clase II incluyen los loct HLA-DR, DQ y DP.

Los antigenos HLA clase I son virtualmente expresados en todas las células, aunque
a diferentes niveles y presentan los péptidos antigénicos a los linfocitos T-asesinos.
Las moléculas HLA-clase II le presentan los péptidos a los linfocitos T-ayudadores
y solo son expresados en la superficie de las células del sistema inmune.

Las lesiones cutaneas por HPV se caracterizan por una reduccién importante o
pérdida de la beta 2-microglobulina (cadena ligera del un antigeno HLA clase I). La
pérdida de la expresion de uno o mas alelos en el locus de HLA-A y B se encuentra
en mas del 60% de pacientes con cancer cervical, mientras que la pérdida completa
de la expresion.de HLA-clase [ ha sido reportada en células de carcinoma cervical.
Las células epiteliales normales son HLA-clase Il negativas, sin embargo mas del
80% de las células de carcinoma cervical expresan HLA-clase I1.

Diferentes alelos de HL A presentan diferentes péptidos al sistema inmune, cualquier
alteracion en alelos individuales puede influir en el curso de la respuesta inmune.
Ciertos haplotipos HLA-DQ y DQ-DR pueden ser asociados con la susceptibilidad o
resistencia al cancer cervical.

Las células de Langerhans, cuya funcion en la piel y mucosas es el de células
presentadoras de antigenos no parece cambiar en SIL de bajo grado, en contraste
con SIL de alto grado en donde existe menor densidad de dichas células entre el
tejido.

En suma, las proteinas HPV tienen propiedades antigénicas, y la respuesta
inmunoldgica parece estar limitada a epitopes inmunodominantes. Esto hara posible
disefiar vacunas basadas en péptidos sintéticos para fomentar la respuesta terapéutica
de las células T, mientras que la respuesta profilactica por células B puede ser
estimulada a través del uso de proteina L1 nativa. Sin embargo, también a partir de
la modulacion del complejo MHC o de moléculas accesorias de expresion se pudiera
tener un impacto decisivo en inmunizacion o terapia génica, dirigiendo la regulacion
de las moléculas presentadoras de antigeno (O.Connor y col. 1997).
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6.8.1 Respuesta inmune al HPV

Algunos estudios experimentales de la respuesta inmune al HPV se realizaron
usando animales como modelos, dentro de elios se han empleado principalmente
conejos y ganado vacuno. El papiloma del conejo cola de algodon, induce
inicialmente lesiones benignas al cabo de 8 a 14 meses, y mas tarde carcinomas en
el 25 al 80% de los casos; en algunos animales se presenta regresion espontanea y
en otros persistencia de lesiones benignas por toda la vida del animal.

Existen miultiples observaciones relacionadas a estos comportamientos:

La regresion de las lesiones esta relacionada con la respuesta inmunologica mediada
por células, cuando se presenta infiltracion leucocitaria de la dermis, ello se asocia
con regresion.

Los anticuerpos contra las proteinas virales L1 y L2 se incrementan en la
progresion de papilomas a carcinomas.

La vacunacion con extractos crudos de verrugas o vacunas recombinantes induce la
produccion de anticuerpos neutralizantes.

La vacunacion ccn E6 en el raton, provoca la formacion de anticuerpos especificos y
la proliferacion de linfocitos T citotoxicos; la aplicacion de proteina de E6 y E7
recombinantes resulta en el desarrollo de reaccion de hipersensibilidad retardada,
asimismo la respuesta depende de la secrecion de linfocinas especificas que atraen y
activan a las células inmunoldgicas en el sitio de la infeccion.

6.8.2. Medicion de anticuerpos en la respuesta a HPV

La infeccion de HPV induce la generacion de anticuerpos dirigidos contra varios
antigenos virales como L1,L2, E2, E6, y E7.

En estudios recientes llevados a cabo en Colombia y Espafia utilizando proteinas
recombinantes L1y L2 de HPV 16 para detectar anticuerpos en pacientes con CIN 3
y Ca Cu, encontraron anticuerpos Ig G en 55% en tumores invasores y 78% en CIN
3.

En relacion a la proteina E4, las determinaciones de prevalencia de anticuerpos han
sido de 43% en carcinoma invasor y de 39% en CIN, y en lo correspondiente a E6 y
E7, su determinacion ha sido alta en cancer y baja en lesiones benignas.
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Sin embargo existe divergencia del porcentaje de positividad de anticuerpos contra
E6 y E7, ésto relacionado con la diferente metodologia utilizada y especialmente
con el tipo de proteina usada como antigeno-blanco. La mayoria de la informacion
sugiere que los anticuerpos E6 y E7 pueden ser considerados como marcadores de
cancer cervical y pueden reflejar el curso de la enfermedad (Rocha 1996).

6.8.3 Respuesta inmune al HPV durante la progresion del cancer cervical

En general se acepta que la progresion de las lesiones inducidas por HPV al cancer
cervical involucran una serie de eventos continuos que finalmente produciran la
transformacién maligna de las células afectadas.Durante la infeccion temprana el
DNA viral es mantenido extracromosomal, solo episomal estable. La seleccion de la
transcripcion viral asi como de la expresion de los oncogenes virales esta controlada
por la proteina moduladora E2. Desde el punto de vista inmunoldgico se observa
una reaccion leve local representada principalmente por la presencia de Ig A dirigida
hacia varios antigenos de HPV, lo cual se ha comprobado en diferentes
observaciones en pacientes con condiloma, los cuales no presentan anticuerpos
séricos, asi como también en las pacientes sanas quienes no presentan [g A local.
En lesiones premalignas tempranas NIC 1-2, el tamafio de las lesiones que contiene
virus activos crece progresivamente, trayendo como consecuencia aumento en el
nivel de antigenos virales disponibles; en este tipo de lesion el DNA wviral se
mantiene en estado episomal, por lo que los oncogenes E6 y E7 son ain controlados
por los productos de E2. Debido que la regulacion de E6 y E7es mediada por E2,
existe una activa expresion de los productos del gen E2, esto permitiria que exista un
incremento en la presencia de esta proteina y por lo tanto nivel alto de anticuerpos
contra esta, y simultdneamente un bajo nivel de anticuerpos contra E6 y E7.
Diferentes estudios sobre E6 y E7 han encontrado anticuerpos en un 14% en NIC,
comparados con un 35% en céancer cervical, y aumentos progresivos de acuerdo al
estadio del tumor, hasta alcanzar 60-100% en tumores avanzados. En este punto,
durante el desarrollo natural de las lesiones premalignas, un gran nimero de factores
de transformacion celular y virales interactiian juntos para generar el tumor maligno,
entre estos, la integracion del DNA del HPV en el cromosoma del hospedero se ha
puntualizado como esencial.

En la mayoria de las lesiones NIC 3 y en casi todos los carcinomas cervicales, los
genomas virales estan integrados al DNA celular, aunque en algunos casos las
copias episomales coexisten con las formas integradas.
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La integracion invariablemente ocurre a nivel de los ORFs de E1 y E2, alterando
estos genes, pero conservando intactos los ORFs de E6 y E7.

Una consecuencia probable de la integracion del HPV, puede ser la pérdida de la
represion de los oncogenes E6 y E7, permitiendo la sobreexpresion de sus productos
transformantes. La integracion debe ser también relevante para el desarrollo de los
eventos inmunoldgicos. Si la expresion de los productos de E2 ha sido alterada,
mientras que los de E6 y E7 han sido sobreexpresados, se esperaria observar una
disminucion del nivel de anticuerpos contra E2 y un incremento en la produccion
contra E6 y E7 en las lesiones malignas.

Diferentes marcadores inmunoldgicos virales relacionados con canceres han
probado su utilidad en su diagndstico y seguimiento, por ejemplo anticuerpos IgA
contra proteinas del virus Epstein Barr (EBV) en carcinoma nasofaringeo.

En el cancer cervical asociado a HPV, se ha propuesto que los anticuerpos contra
las proteinas E6 y E7 fueran los marcadores de enfermedad, y que los anticuerpos
contra las proteinas L1 y L2 pudieran funcionar como indicadores de HPV; Rocha
en 1996 ha comprobado que la determinacion de anticuerpos contra la proteina E2
en la poblacion inglesa puede ser util para valorar la progresion de lesiones
premalignas a malignas.

6.9. Perspectivas en la biologia molecular del cincer cervical

La identificacion y caracterizacion de alteraciones genéticas y moleculares en
canceres cervicales se ha iniciado. Se reconoce actualmente que los HPVs como el
agente etiologico primario en la carcinogénesis cervical.

Se requieren estudios multidisciplinarios de la historia natural de las infecciones por
HPVs, y de los factores que puedan influir en su persistencia y en la progresion de la
enfermedad.

Considerando la gran cantidad de informaciéon que se genera de los diferentes
estudios alrededor del mundo, se espera que en un futuro proximo se apliquen
nuevas estrategias de tamizaje, detecciéon masiva o "screening" para la prevencion,
el diagnostico y terapéutica del cancer cervical. El desarrollo proximo de vacunas
tanto profilacticas como terapéuticas podra contribuir al control tanto de la infeccion
del HPV como del cancer cervical (Villa 1997).
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Capitulo II.

7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA..

La alta tasa de incidencia, morbilidad y mortalidad provocada por el cancer cervical
invasor en las mujeres mexicanas durante los ultimos 30 afios lo han convertido en
un problema de Salud Piblica, aunado a que su presentacion afecta a mujeres
adultas principalmente entre la cuarta y sexta década de la vida, su tasa de afios de
vida potencialmente perdidos en ellas es elevado, en dichas etapas cronologicas de
la vida una buena proporcién son econdmicamente activas y son el pilar social y
afectivo fundamental de la familia; ademas tomando en consideracion que cuando
falla el tratamiento sus condiciones de sobrevida son deplorables, justifican el
interés de su estudio.

Sin dejar de considerar el interés en los niveles clasicos de investigacion clinica,
epidemioldgica. y psicoldgica, el proyecto se orienta hacia la investigacion basica
aplicativa.

Por la condicién anatomica de facil acceso a la exploracion clinica y obtencion de
material celular del cérvix uterino, su estudio ha permitido identificar
morfologicamente lesiones preinvasoras e invasoras del Ca Cu.

Con la obtencién y distribucién de diferentes lineas celulares tumorales
desarrolladas a partir de los diversos canceres cervicales, se han utilizado modelos
celulares y moleculares reproducibles en los distintos laboratorios de investigacion
en todo el mundo, que sirven de control y/o referencia para estudios experimentales.
El conocimiento de los mecanismos de control del ciclo celular y principalmente la
identificacion de la participacion de los HPVs en la carcinogénesis cervical, ayudan
a construir un panorama mas preciso de los cambios moleculares permitiendo asi, la
construccion de explicaciones progresivamente mas validas sobre la Biologia
molecular del cancer cervical y de sus precursores.

El poder sistematizar la fisiopatologia celular/molecular de las diferentes clonas
celulares que conforman un determinado carcinoma cervical nos permitird obtener
un nuevo paradigma cognoscitivo para establecer asociaciones entre los
determinantes moleculares y su comportamiento biologico del huésped-parasito.
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Diferentes estudios celulares y moleculares en cancer cervical, como el indice de
DNA, ploidias, indice de proliferacion, transtornos cromosoémicos, presencia y grado
de traduccion de oncogenes y genes supresores de tumor, calidad y tipos de
productos génicos como los factores de crecimiento y sus receptores, componentes
funcionales en la matrix extracelular y sus proteasas, ciclinas, oncogenes de HPVs
relacionados con la inmortalizaciéon y la transformacion celular, nos podrian
facilitar entender los mecanismos de carcinogénesis , invasion local, diseminacion
ganglionar y hematogena, falla a los tratamientos convencionales y asimismo
establecer nuevas estrategias para su prevencion, diagnodstico y tratamiento.

De manera particular hemos escogido para acercamnos a esta gran problematica, un
modelo que implica el analisis de un grupo de pacientes con carcinoma epidermoide
del cérvix clasificados en la etapa clinica I B, lesion inicial invasora maligna cuya
caracterizacion celular /molecular de sus componentes es menos heterogénea que la
existente en lesiones clinicamente mas avanzadas, ya que en estas pacientes a pesar
de que la lesion tumoral local es relativamente poco voluminosa, alrededor de 2-5
cm, el tratamient) convencional falla en un 10-20%.

Desde el punto de vista de estudios celulares/moleculares, seleccionamos la
determinacion de algunos indicadores terminales del control del ciclo celular: indice
de DNA, tipo de ploidia e indice de proliferacion, determinaciones que se realizaran
mediante el uso de la citometria de flujo; y determinaciéon de HPVs de alto riesgo
tipos 16 y 18 como indicadores moleculares parciales , identificandolos mediante su
amplificacion con la reaccion en cadena de la polimerasa.

Analizando estos dos tipos de determinaciones celulares/moleculares en tumores de
pacientes con Ca Cu E IB que respondieron exitosamente al tratamiento (Grupo 1)
con pacientes similares que no respondieron exitosamente al tratamiento o
presentaron recurrencia tumoral (Grupo 2), podriamos obtener asociaciones entre los
2 distintos comportamientos bioldgicos, intentando con esto mejorar el grado de
estimacion de pacientes con mayor riesgo a la recurrencia post tratamiento ; para
que, finalmente, de manera aplicativa prospectiva modificar las estrategias de
tratamiento actual y/o seguimiento clinico de las pacientes con mayor riesgo a la
recurrencia de acuerdo a estas determinaciones.
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7.1.0BJETIVO GENERAL

Establecer la asociacion entre las variables de cinética de proliferacion celular y la
integracion del papilomavirus humano de alto riesgo al genoma celular en las
células tumorales de las pacientes con Ca Cu tipo epidermoide E 1B, comparando
el grupo de pacientes sin, y con recurrencia post tratamiento

7.2. HIPOTESIS GENERAL

La recurrencia tumoral de las pacientes con carcinoma cervicouterino tipo
epidermoide E I B aumenta en mas de 2 veces cuando su poblacion celular tumoral
presenta DI mayor de 1.4 y se detecta la presencia de HPV tipos 16 y 18 en su
genoma celular

7.2.1. HIPOTESIS PARTICULARES

El riesgo de recurrencia tumoral mediata o tardia de los casos de pacientes con
carcinoma cervicouterino en etapa clinica IB que recibieron tratamiento ortodoxo
esta aumentado por lo menos en dos veces cuando en la poblacion celular tumoral
inice de DNA es mayor de 1.4, y el indice de proliferacion celular es de mayor de
0.5.

Los casos de pacientes con Ca Cu IB en quienes se detecta los HPVs tipos 16 y/o
18 integrados a su genoma celular cursan dos veces con mayor riesgo de
recurrencia tumoral post tratamiento, comparativamente con los casos en donde
otros tipos de HPVs se integraron a su genoma celular.
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Capitulo III

8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Tipo de estudio: Encuesta comparativa.

Muestra : Cortes de tejido incluidos en parafina de pacientes atendidas en el
Hospital de Oncologia del CMN SXXI L.M.S.S. entre los afios 1980-1984 (con
seguimiento clinico de 10 afios)

Namero total de muestras: 50

Obtencion del tejido tumoral: producto de biopsia, de conizacidn y/o histerectomia:

Variable independiente o de referencia:
RESPUESTA AL TRATAMIENTO ORTODOXO 2 GRUPOS:
1. paci:ntes controladas (curadas)
2a pacientes que presentaron recurrencia tumoral mediata (0 a 2 afios)
2b pacientes que presentaron recurrencia tardia (local o con metastasis,
entre 2 y 10 afios post tratamiento)

Variables dependientes o de analisis:
3TIPOS: a)INDICE DE CANTIDAD DE DNA
b) INDICE DE PROLIFERACION CELULAR
¢) PRESENCIA DE HPVs DE ALTO RIESGO: 16y 18

El analisis comparativo se estructurara mediante bloques
Numero de muestras por grupo: 25 del grupo 1

15 del grupo 2a

10 del grupo 2b

Instituciones donde se realiza el estudio:

Hospital de Oncologia CMN S XXI L.M.S.S. (Seleccion de pacientes y obtencién
del tejido tumoral incluido en parafina)
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Laboratorio de Biologia Celular de la Division de Ciencias Bioldgicas y de la
Salud de la Unidad Iztapalapa UAM (Obtencion de los niicleos celulares y
realizacion de la citometria de flujo)

Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de Biologia Molecular del
Instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM. (Obtencién del DNA,
identificacion del HPV vy caracterizacién de su genotipo)

8.1.1. Logistica de seleccién de las muestras: Seleccién polietapica

a) Bilsqueda y registro de los casos a partir del Archivo del Departamento de
Anatomia Patoldgica, y Archivo clinico del Hospital de Oncologia (HO)

Criterio de inclusién: Casos registrados con diagnostico de Ca Cu E IB de los cuales
se localizaron los bloques de tejido incluidos en parafina.

Criterio de exclusion: casos cuya cantidad de tejido tumoral (al ser descritos por el
anatomopatologo) fue menor a 0.8 x 0.8 x 0.8 cm.

b) Busqueda de los expedientes y registro de la informacion del Archivo clinico del
HO.

Criterio de inclusion: Verificacion del diagnostico de carcinoma cervical E 1B
Criterio de exclusion: Los casos en los cuales no se encontr6 el expediente clinico,
o con informacion incompleta.

¢) Seleccion de los casos de acuerdo a los criterios de las etapas [ y II.

Verificacion de seguimiento clinico por lo menos de 5 afios, se conto con el
apoyo del Servicio de Trabajo Social para la localizacion de pacientes del grupo 1
(controladas o curadas)

d) Registro de las variables clinicas

1. estadio clinico de acuerdo a la FIGO

2. edad

3. tamafio aproximado del tumor

4. tratamiento realizado

5. tiempo y condiciones de su seguimiento:
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e) Estudio histolégico de los cortes de tejido (biopsias o piezas quirirgicas), a través
de la revison actualizada por el anatomopatologo

1. grado histologico

2. numero y porcentaje de invasion ganglionar

3. extension parametrial

4. profundidad de la invasion del estroma cervical

5. permeacion vascular y linfatica del tumor cervical

6. tipo de células

7. invasién al canal endocervical y estroma endometrial

8. tumor residual post histerectomia

9. imagen de coilocitosis

10 grado de desmoplasia

11. infiltacion por eosinofilos

12. grado de pleomorfismo celular

13. indice mitdtico

f). Estudios celulares y moleculares

1. Determinacion de ploidia, fraccion de células enla fase S o de sintesis de DNA
en el ciclo celular, indice de DNA ¢ indice de proliferacion celular (fracciones
celulares en fase S + fase G2/ M) determinados por citometria de flujo.

2. Presencia de HPV mediante PCR con “primers” consenso y electroforesis de gel
de agarosa tefiido con bromuro de etidio, y determinacion de genotipos 16 y 18
mediante PCR con "primers" especificos .

g). Verificacion de la representatividad de la muestra

Se realizo analisis histopatologico de las laminillas de cada uno de los casos,
aquellos en los cuales el producto fue solo biopsia generalmente una, en los casos
productos de conizacion, histerectomia o histerectomia radical, hasta 15-20
laminillas; de cada caso se seleccioné la laminilla o laminillas (2) en donde hubiera
material representativo de carcinoma epidermoide en mayor o menor proporcion.
Una vez realizado ésto, se localizo el bloque de tejido incluido en el cubo de
parafina , se identifico el area del bloque que corresponde a la zona identificada en
la laminilla, se secciona el sobrante , y finalmente de esta zona se obfuvieron
rebanadas de tejido, y se fegistré el porcentaje proporcional de tejido tumoral con
respecto al 100% de tejido rebanado. Asimismo con técnica similar se identificaron
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laminillas y bloques correspondientes de tejido cervical adyacente no tumoral que
servirian de muestras controles para considerarlas como poblaciones diploides
Se obtuvieron 5 rebanadas de 10 micras de tejido fijado por parafina por duplicado

de cada caso.

8.2. Trabajo experimental.

8.2.1. Determinacion de DNA-ploidias , indice de DNA, indice de proliferacion
celular por medio de citometria de flujo

La determinacion se hizo deacuerdo a la técnica descrita por Nguyen* y col. 1993y
Hedley y col.1989 y Becton Dickinson (1993)

8.2.1.1. Obtencion y tincion de los nicleos tumorales

Se certifica la representatividad del tejido tumoral por el anatomopatologo.

Se utilizan 5 rebanadas de tejido de 10 um de espesor, obtenidas de bloques de
parafina, se depositan en un tubo eppendorf de 1.5 ml. |

El tejido se desparafina con xileno por 20-30 minutos a 37°C , se requieren al menos
3 cambios , o repetir hasta que las secciones sean transparentes. La suspension debe
agitarse frecuentemente con vortex a media intensidad, al terminar cada cambio, la
suspension se centrifuga por 2 minutos a 10 000 revoluciones por minuto (rpm), y
cuidadosamente se tira el sobrenadante, sin alterar la pastilla.

Se rehidrata exponiéndolo por 15 minutos a 100, 95, 70 y 50% de etanol a
concentraciones descendentes. Se mantiene en temperatura de 37°C, la suspension se
agita frecuentemente con vortex a baja intensidad, se centrifuga y decanta el
sobrenadante en las mismas condiciones anotadas.

Se lava con agua destilada en la mismas condiciones, y se deja toda la noche o 24 -
48 hrs. en agua destilada a temperatura ambiente. Al cabo de esto, se agita con
vortex a mediana intensidad, se centrifuga, se decanta el agua y se resuspende la
pastilla con buffer fosfato salino (PBS) 1 X. Se realiza disgregaciéon enzimatica, se
incuba por 60 minutos la pastilla con 2 ml de pepsina al 0.5% (pH 1.5 ajustado con
HCI), en bafio a 37°C con agitacién continua.
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Se agita 10 minutos con vortex a alta velocidad y la suspension celular se filtra a
través de tela de tejido fino -organza- y se deposita en otro tubo de 12 x 75 mm. Se
enjuaga el tubo original de la muestra con 2 ml de PBS, y se deposita este volumen
filtrado en el tubo de falcon de 12 x 75 mm..

Las células son centrifugadas a 400 x g, y cuidadosamente se extrae el
sobrenadante con una pipeta Pasteur. Se resuspende cuidadosamente la pastilla
celular en 1 ml de PBS, se agita con el vortex a mediana intensidad y se obtiene una
alicuota de 20 l, a la que se agregan 40 pl de PBS 1X y 40 pl de colorante -eosina.
Se realiza cuenta celular de esta suspension mediante hemocitometro utilizando
microscopio de luz y una camara de Neubaver.

Se prepara una suspension de 500,000 células por ml. Si la concentracion es mayor
se hace una proporcion agregando PBS; debe quedar como volumen final 1 ml

Se centrifuga la pastilla a 400 x g por 5 minutos, se decanta cuidadosamente el
sobrenadante hasta la ultima gota.

Se agrega a la pastilla celular, 250 pl de tripsina en solucion amortiguadora
(Solucion A del kit de Becton Dickinson) se mezcla suavemente por 10 minutos a
temperatura ambiente.

Se agregan al tubo 200 pl del inhibidor de tripsina y RNAasa en solucion
amortiguadora (Solucion B de BD) mezclandola suavemente por 10 minutos a
temperatura ambiente.

Finalmente de agregan 200 pl de yoduro de propidio en solucidn fria , entre 2 a 8°C
(Solucion C de BD) se mezcla suavemente y se incuba por 10 minutos en la
obscuridad y en hielo o en refrigeracion.

Se filtra la muestra a través de un malla de nylon de 35 pm, y los nucleos filtrados
en la suspension se transfieren a un nuevo tubo de falcon 12 x 75 mm, asimismo a
esta suspension se le agrega 350 ul de PBS, para obtener un volumen final de 1 ml.
Los nucleos tefiidos se corren en el citometro antes de 3 horas de afiadirse la sol. C,
conservandose en la obscuridad y a 2-4°C de temperatura. |

8.2.1.2. Calibaracioén del citometro de flujo
Se utiliz6 un citémetro de flujo FACScan TM Becton Dickinson Immunocytometry

Systems equipado con laser de argon, con doble fotomultiplicador para emisiones de
520 y 630 nm.
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El citémetro se calibra globalmente mediante el software AUTOCOMP, utilizando
perlas de calibracion de 2 pm de BD

Para el analisis del ciclo celular de los niicleos obtenidos se emplea el software
CellFit . Ahora el citometro se calibra con nucleos de eritrocito de pollo (CEN) y
con nucleos de timocitos de carnero (CTN) de Becton Dickinson, ambos tefiidos con
yoduro de propidio. Mediante la lectura de los CEN se verifica el CV.

Para leer CTN se utilizan los detectores FSC , SSC y FL2, mediante este altimo
registrando en el eje horizontal FL2-W (width= ancho) y en eje vertical FLA-2
(4rea). Esto permite identificar en la impresion puntos o eventos en zonas limitadas
, las cuales se eligen y se encierran manualmente en un rectangulo. El area de
puntos alrededor del canal 200 de la escala, corresponde habitualmente a la zona de
nticleos unicos, la cual es marcada y analizada para descartar dobletes, tripletes o
conjuntos mayores de agrupamiento de nucleos. Una vez seleccionada, el area es
analizada construyéndose el histograma de las distintas fases del ciclo celular de
acuerdo a la cantidad de DNA nuclear. De manera especifica se marca el pico mas
alto de la poblacion en fase G1 y el pico correspondiente a la fase G2 (valor del
canal aproximado al doble del correspondiente al pico de G1), se selecciona el
modelo RFIT y se analiza, el software registra distribucion porcentual de la
poblacion de CTN en las distintas fases del ciclo celular, la cual debe coincidir con
la correspondiente marcada en el Kit de calibracion de BD.

8.2.1.3. Calibaracién con la muestra control y lectura de las muestras de tejido
tumoral

Para el analisis de los datos de las células tumorales, en cada sesion se obtiene un
control interno mediante la lectura de nicleos de células similares no malignas de
tejido adyacente al tumor; el valor del canal en G1, servira como el valor del
denominador al obtener el indice de DNA.

En la mayoria de los nucleos tumorales analizados el modelo matematico utilizado
fue el SOBR, por coincidir con poblaciones con alto porcentaje de CV vy
poblaciones celulares con fase S elevada.
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8.3. Deteccion de papilomavirus humano y caracterizacién de genotipos de alto
riesgo en células de carcinoma cervicouterino

8.3.1. Obtencién de DNA de células de carcinoma conservadas en parafina

(De acuerdo a las técnicas descritas por van Bommel y col. 1992, Willis y col.
1992, Baver y col.1993, y Wright y Manos 1990.)

Se obtienen 5 rebanadas de 10 pm de grosor del bloque de parafina del tejido
tumoral representativo, y se colocan en un tubo eppendorf de 1.5 ml.

Se desparafinan con  n-octano, mezclando frecuentemente en vortex a baja
intensidad por 20 minutos a 37°C ; se centrifuga en microfuga a 10 000 rpm por 8
minutos y cuidadosamente se decanta el sobrenadante, sin alterar la pastilla celular.
Repetir este procedimiento por lo menos 3 veces.

Se repite el paso anterior de 2 a 5 veces utilizando ahora etanol al 100% en lugar de
n-octano y nuevamente de 2 a 5 veces, ahora utilizando etanol al 70%.

Se escurre la Gltima gota de alcohol, y se expone la pastilla al medio ambiente
durante toda la noche para que se evapore totalmente el etanol al 70%.

La pastilla celular se somete a digestion completa mediante buffer de lisis a base de
una solucién de proteinasa K, tween y nonidet a pH 8, se agrega 200 pl de esta
solucion por 3 horas a 55°C o toda la noche a 37°C, debe mezclarse frecuentemente
con vortex a mediana intensidad.

Después de esta incubacion, se calientan los tubos a 95°C durante 10 minutos con la
finalidad de inactivar la proteinasa K.

8.3.2. Purificacion del DNA por extraccion con fenol-cloroformo y su
precipitacion con etanol.

(De acuerdo a la técnica descrita por Maniatis y col. 1989)
Después de la inactivacion de la proteinasa K, los restos celulares en solucién se
aforan a 350 nl con buffer de TE (Tris y EDTA).

Se agrega un volumen de fenol (350 pl) y se mezclan utilizando vortex ‘a media
intensidad por 5 minutos; se centrifuga con microfuga a 10 000 rpm durante 3
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minutos y se extrae la fase acuosa superior que se transfiere a un nuevo tubo; el
volumen de la fase acuosa se afora a 350 ul, si fuera necesario, y se agrega medio
volumen de fenol, (175 pl )y medio volumen de cloroformo-alcohol isoamilico, se
repite el paso anterior.

Al nuevo volumen de la fase acuosa se le agrega cloroformo-alcohol isoamilico y se
vuelve a repetir el paso anterior.

El DNA es recobrado por precipitacion en alcohol: el volumen obtenido de la fase
superior se afora a 300 pl con buffer de TE, se colocan 15 pl de NaCl 4 M y dos
volumenes y medio de etanol al 100%, se mezclan suavemente y se colocan los
tubos verticalmente a temperatura de -70°C por 30 minutos. El DNA se recupera
mediante la centrifugacién con microfuga a 10 000 rpm por 10 minutos y se decanta
con mucho cuidado el sobrenadante.

A la pastilla de DNA se le colocan 750 pl de etanol al 70%. que se mezclan
suavemente, utilizando vortex a baja intensidad, se centrifuga por 5 minutos y se
decanta el sobrenadante. Estos lavados son con la intencion de eliminar el NaCl, y
se repite en 3 ocasiones. Se elimina la ultima gota de etanol, se deja secar unos
‘minutos, y finalmente la pastilla se resuspende en 100 ul de buffer de TE.

8.3.3. Medicion de la concentracion de DNA extraido

Se utiliza el espectofotometro BECKMAN DU-600, realizando la lectura a 260 nm
de longitud de onda.; en varias muestras asimismo se registraron graficas de "scan",
con intervalos de longitud de onda de 220 a 320 nm, para determinar la proporcion
de DNA/proteinas y la contaminacion de fenol por la muestra. '

Se utiliza 20 como factor de dilucion, es decir de la suspension final de 100 pl, se
tomo una alicuota de 5 pl y se aforaron a 100 pl con buffer de TE.

De acuerdo a la mediciéon de la concentracion del DNA en el buffer de TE, se

determinan el volumen en pl que equivalen a 200 ng de DNA, para ser utilizada en
la PCR.
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8.3.4. PCR con '"primers" degenerados MY11/MY09, y GP5/GP6 para la
deteccion de HPVs.

(De acuerdo a Ting y col. 1990, Manos y col. 1989 y Husman y col. 1995).

Reactivos para preparar la mezcla de PCR con volumen final de 20 ul, distribucion
de volumen para un tubo:

Bufferde PCR 10X ..o 2 ul
ANTP 10mMM....o e, 2 "
MgCly 3mM.. ... 24 "
MY 11 50pM...ci e, 04 "
MYO09 50pM. ... 04 "
Taq Pol lunidad.................... 02 "
Agua bidest. necesaria para aforar a 10............. 26 "

A este volumen ce 10 pl se agrega otro volumen de 10 pl constituido por 200 ng. de
DNA que correspondid a volimenes entre 0.5 y 10 pl; cuando el volumen es menor
a 10 pl se afora con agua bidestilada.

A cada serie de reacciones, generalmente en nimero de 12 muestras, se agregan 2
reacciones mas correspondientes al control negativo (agua en lugar de DNA) y al
control positivo (200 ng de DNA de células HeLa).

Las mismas concentraciones fueron utilizadas para realizar la mezcla de la PCR con
los "primers" GP5, GP6; la tnica diferencia fue que se utiliza menor cantidad de
MgCly, al 3 mM, de 2.4 pl a 1.6 pl, con la correspondiente compensacion de
volumen de agua bidestilada.

Para valorar la calidad o integridad del DNA obtenido de las muestras donde no se
presenta amplificacion del HPV mediante ambos "primers", se utilizan 2 tipos de
"primers" que amplifican a fracciones de genes universalmente presentes en todas
las células: ras y beta globina. Para ras se utilizaron los "primers" Kras A y Kras B,
y para beta globina los "primers" HP20 y GH20; ambos en condiciones semejantes
de volumenes y concentraciones de los de GP5 y GP6.
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De manera ocasional la integridad del DNA de las muestras de tejido tumoral se
compard con la integridad del DNA del bacteriéfago lambda.

Los 20 pl de la mezcla de PCR para amplificar HPV (10 ul de mix) y el DNA de
las células de Ca Cu (10 pl, equivalente a 200 -400 ng de DNA, en volumen
aforado) se colocaron en tubos eppendorfs para 100 pl, utilizindose el
termoamplificador GeneAmp PCR System 2400 o 9600 de Perkin Elmer.

Los ciclos de amplificacién correspondieron a temperatura de desnaturalizacion de
950 C por 30 segundos, temperatura de alineamiento (MYs y beta globina de 55° C,
GPs de 43°C,y ras de 58 °C) por 30 segundos y temperaltura de extension a 72.°C
por un minuto. El nimero total de ciclos correspondig a 35.

El programa integral en el termociclador fue:

to. fase: a 95 9C por 5 minutos

20. fase: los 35 ciclos anotados

30. fase: un ciclo a 95 °C por un minuto, temperatura de alineamiento especifico
por un minuw, y 72 °C por 5 minutos

40 fase: conservar a 4 °C en las siguientes horas.

8.3.5 Identificacién del HPV del producto del amplificado de la PCR mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2%.

(De acuerdo la técnica descrita por Maniatis y col. 1989)

Se prepara el gel de agarosa, colocandose 2 g de agarosa en 100 ml de buffer de
TBE al 0.5%, se calienta a 100 °C para fundirse y entonces se agrega 4l bromuro
de etidio de una solucion de 10 mg/ml. Se vacia el gel en el contenedor de la
camara de electroforesis, se coloca el peine que sirve de molde a los pocitos, los
cuales deben quedar cerca del borde eléctrico negativo. La camara de electroforesis
se llena de buffer TBE al 0.5% y se conecta a la fuente de poder. En cada pocito se
colocan 6 ul del amplificado del producto de PCR que se mezclan con 2 pl de jugo
azul - glicerol al 50% +azul de bromofenolal 0.1%y xilencianol al 0.1%-. Se verifica
que ademas de las muestras y sus controles, se coloque de la misma manera el
marcador de pesos moleculares empleando solo 1 pl mas el correspondiente jugo
azul; todo ésto se realiza con la placa de agarosa cubierta por el buffer.
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Se corre la electroforesis con los siguientes estandares de la fuente: voltaje 100
volts, miliamperaje minimo y wattaje minimo, generalmente 45 minutos (el tiempo
promedio requerido). El desplazamiento del DNA se observa de manera indirecta a
través de bandas azules.

Terminado el corrimiento las bandas del DNA de interés se identifican llevando la
placa de gel al transiluminador de luz ultravioleta; y generalmente se fotografia.

Los amplificados de MY corresponden a 450 pb, los de GPs a 140 pb, los de Kras a
128 pb, y los de beta globina a 260 pb. En uno de los carriles de corrimiento de la
electroforesis se coloca el marcador de pesos moleculares, cuyas bandas con pesos
conocidos se utilizan comparativamente para identificar los productos amplificados
tanto de la muestra control como de las muestras en estudio.

8.3.6 PCR con “primers” especificos para la identificacion de HPV 16y 18

(De acuerdo a lo descrito por Manos y col. 1989.)

De manera similar a lo descrito en la seccion 8.3.4 se amplifican fragmentos de
320 pb para el HPV tipo 18 y de 360 pb para el tipo 16 de la region larga de
control (LCR) , mediante “primers” especificos: LCR 18a / LCR 18b, y LCR 16a
/LCR 16b, las condiciones de termoamplificacion son similares , siendo la unica
diferencia que la temperatura de alineamiento es de 54 °C para estos "primers”

8.4 Analisis estadistico

Utilizando el paquete SPSS version 6.1.2, se realiza el analisis estadistico como el
utilizado por Burger y col. 1996.

La asociacién de la edad, estadio clinico, grado de diferenciacion, indice de DNA,
indice de proliferacion, y tipos de HPV son evaluados mediante el uso de la prueba
de Ji cuadrada, su ajuste se realiza por multiples comparaciones por el método de
Bonferroni. La asociacion entre variables como tipos de HPV, el DI, el indice de
proliferacion y otras variables clinicopatoldgicas por medio del modelo de regresion
logistica. Las curvas de seguimiento son analizadas por el método de Kaplari-Meier,
usandose la prueba de logrank de 2 colas. Mediante el uso del modelo de Cox de
riesgos proporcionales se realiza el analisis multivariado para determinar el impacto
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independiente en el tiempo de recurrencia del tipo de HPV , del DI, y del indice de
proliferacion celular y de ambas variables clinicopatologicas.
Para todas las pruebas estadisticas, el nivel de significancia es fijado en 0.05.

Capitulo 1V.

9. RESULTADOS

Bajo una basqueda intensiva de los casos, y de acuerdo a los criterios de inclusion
(seccion 8.1.1.), fueron seleccionados 54 casos para estudio; 25 de ellos
correspondieron a pacientes controladas por el tratamiento, 7 de ellos a pacientes
que presentaron recurrencia tumoral mediata y los 11 restantes presentaron
recurrencia tumoral tardia. En 11 casos con informacion incompleta, por no haberse
determinado la presencia y el tipo de HPV en ellos debido a que el DNA del tejido
tumoral se encontraba mal conservado (seccion 5.3.), de ellos 6 correspondieron a
pacientes controladas por el tratamiento y 5 a casos de pacientes que presentaron
recurrencia tumoral post tratamiento.

De 25 casos planeados de pacientes con Ca Cu IB tratadas que tuvieron recurrencia
tumoral hubo dificultad no superable, y solo se encontraron 11 ; este obstaculo se
resolvio incluyendo en este grupo 13 pacientes en estadios clinicos inmediatos
progresivos; del estadio 1[A se incluyé un caso y del estadio clinico II B se
incluyeron 11 casos.

Asimismo es importante mencionar que en un 83% de los casos de pacientes que
presentaron recurrencia tumoral posterior al tratamiento, las muestras de tejido
tumoral que se encontraron para las determinaciones de presencia y genotipo de
HPVs asi como DI e indice de proliferacion fueron producto de biopsia post
tratamiento, tanto de la recurrencia tumoral pélvica (13%) , como del tejido de la
metastasis del carcinoma cervical (70%: 0seo, pulmonar, ganglionar).

De acuerdo a lo planeado en la seccion 6.2.1, el registro de diferentes variables
clinicas y anatomopatologicas tuvieron algunas limitantes.
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La edad promedio del conjunto de pacientes fue de 48.2 afios, con un intervalo de
30 a 68 afios.

En cuanto al tamafio clinico del tumor, en la mayoria de los expedientes de
pacientes con Ca Cu estadio IB no se registro; en uno de los casos en el cual el
tumor midid 5 cm., esta paciente presentd recurrencia tumoral posterior al
tratamiento. De manera indirecta conocemos el tamafio del tumor a través de la
variable histopatoldgica-medicion de la profundidad de invasion tumoral al estroma
cervical (véase mas adelante).

Los diferentes esquemas terapéuticos correspondieron a:  histerectomia radical
35.1% (seccidn 1.6.3.2.), radioterapia 42.6%, histerectomia radical mas radioterapia
13% e histerectomia simple mas radioterapia 9.3% (casos con diagnostico de Ca Cu
etapa clinica [ B oculto).

El seguimiento clinico de la mayoria de las pacientes fue por 10 afios.

- En los 54 casos analizados, los tipos de especimenes anatomopatologicos fueron
diversos: el 48.1% de los casos fueron productos de cirugia radical, el 9.3%
productos de histerectomia simple, el 9.3% productos de conizacién cervical, el
27.7% producto de reseccion del tejido metastasico, y el 5.5% de productos de
biopsia incisional con pinza cortante de la recurrencia tumoral pélvica. Por esta
gran variacion de muestras de tejidos tumorales, solamente se lograron analizar en
conjunto las siguientes variables histopatélogicas: grado histologico, permeacion
vascular y linfatica, tipo de célula, imagen de coilocitosis, grados de desmoplasia y
pleomorfismo e indice mitdtico.

El grado de diferenciacion predominante fue el moderadamente diferenciado
(células grandes no queratinizadas) con 72%, seguido de bien diferenciado (células
grandes queratinizadas) con 14%, el grado poco diferenciado (células pequeiias) fue
minimo .

En las pacientes a quienes se les realizo histerectomia radical, en el producto de la
linfadenectomia se encontraron ganglios positivos tumorales en el 12 % y extension
parametrial en 18%.

El promedio de la medicion de invasion tumoral al estroma cervical en el conjunto
de pacientes que se les realizé histerectomia fue de 9.56 mm., con desviacion
estandar de 4.6 mm.; se identific6 permeacién vascular y linfatica en 88.6%,
determinandose como intensa en el 13% de los casos. En todos los casos se
identific infiltracion tumoral al canal endocervical y sélo en uno de todos los
casos, infiltracion al endometrio. Asimismo se determind coilocitosis de alto riesgo
en 75% de los casos.
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En todas las lesiones tumorales se identifico6 desmoplasia, eosinofilia y
pleomorfismo, cada una de ellas en diferentes proporciones: desmoplasia leve 42%,
moderada 30.8% e intensa 27%; eosinofilia leve 23%, moderada 34.6% e intensa
42.3%: pleomorfismo leve 23%, moderado 36.6% e intenso 42.4%. El indice
mitético correspondié a leve 7.6%, moderado 27% e intenso 65.4%.

El DI promedio fue de 1.038 con desviacion estandar de 0.145, la poblacién
porcentual promedio de células en fase Gl del ciclo celular fue 44.4% con
desviacion estandar de 16.36%, y el promedio del indice de proliferacion fue de
54.6% (S + G2/M), con desviacion estandar de 17% , el CV promedio fue de 9.77,
con desviacién estandar de 6.02. Los valores promedio de la poblacion celular
control o adyacente no tumoral fueron analizados con el modelo RFIT, tuvieron un
coeficiente de variacion de 7 y las poblaciones celulares en fase GO/ G1 fueron de
80%, en fase S de 17.8% y en fases G2 + M de 0.2% (Figura 13), a través de
seleccionar la zona de registro de eventos marcando una zona rectangular con base
estrecha alrededor del canal 200 (Figura 14). La mayoria de las poblaciones
celulares estudiadas tuvieron proporciones cclulares altas en fase S, por lo que de
acuerdo a las recomendaciones de Becton Dickinson (seccion 3) fueron analizadas
con el modelo matematico SOBR. En las figuras 15 y 16 se muestra el analisis
citométrico de 2 casos con el modelo SOBR, y en las figuras 17 y 18 se analizan 2
diferentes casos tanto con el modelo POLY como con el modelo RFIT

Se detecto la presencia de HPV en el 89.1% de casos de la serie, del cien por ciento
de las pacientes con HPV se identificaron el tipo 16 con 31.7%, el tipo 18 con 22%,
y el resto de otros genotipos (seccion 5.4) con el 46.3%. Como control y
estandarizacion de la PCR para la amplificacion de los HPVs con los "primers"
consenso MYs y especificos LCR 18, se utilizaron diferentes concentraciones de
DNA de células HeLa (HPV 18, con aproximadamente 50 copias por célula).

La estandarizacion del DNA amplificado para visualizar la bandas en el gel de
agarosa al 2% tefiildo con bromuro de etidio se llevo a cabo utilizando diferentes
concentraciones conocidas de DNA de células Hela tanto para los “primers”
consenso Mys (Figura 19), como para los “primers” especificos LCR 18 (Figura 20).
La identificacion de la presencia de HPVs en las muestras de tejido tumoral
incluidas en parafina se realizo mediante el uso de los "primers" consenso MYs con
bandas de 450 pb (Figuras 21 y 22) y con "primers" consenso GPs con bandas de
140 pb (Figura 23).
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La caracterizacion de los HPVs tipos 16 y 18 para las muestras positivas a la
presencia de HPVs, se realizo mediante PCR con "primers" especificos, LCR 16
con control de DNA de células tumorales SiHa (HPV 16, con una copia por célula)
(Figura 24), y con los "primers" especificos LCR 18 con control positivo de DNA de
células tumorales HeLa (Figura 25).

9.1. Resultados comparativos entre casos de pacientes con Ca Cu controlados
con el tratamiento y en quienes presentaron recurrencia tumoral

La edad promedio de las pacientes sin recurrencia tumoral fue de 43.68 afios con
desviacion estandar de 9.39 aiios, mientras que la correspondiente al grupo que
presentd recurrencia fue de 53.13 afios con desviacion estandar de 11.74 afios, la
diferencia de edad tuvo valor de p de 0.32; el resto de variables clinicas no fueron

comparables, por informacion incompleta.

El analisis estadistico comparativo de cada una de las variables histopatologicas
tampoco fue comparable, por la heterogeneidad del tipo de muestra.

La comparacion de los valores promedios del DI entre ambos grupos mediante Ji
cuadrada demostrd diferencia con p de 0.015 ; y entre los valores promedios del
indice de proliferacion no hubo diferencia (Cuadro 8)

Al comparar la presencia de los HPVs tipos 16 y 18 con otros tipos, su presencia es
significativa con valor de p de 0.04 en relacion al seguimiento clinico de las
pacientes con recurrencia tumoral (Cuadro 9); también es significativa en relacion a
los casos con valores de DI mayores de 1.05, con p de 0.04 (Cuadro 10); y no se
presenta significancia cuando se compara con grupos de edades de menor y mayor
de 45 afios o con el grado de diferenciacion del Ca Cu.

9.2. Asociacion significativa entre variables
Mediante modelos de regresion logistica se identifico asociacion entre los valores

de DI mayores de 1.05 y la deteccion de HPVs 16 y 18 con un valor de p de 0.036 ,
obteniendose un grafica de asociacion demostrativa (Figura 26)
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Datos:

Poblacion celular:
control

Fecha de prep: 03-05-96
Modelo utilizado: RFIT
No. de eventos: 13547

Parametros calculados

Pico de G1 79
Pico de G2+M 140

G1 CV 8.9

Estadisticas de la po-
blacién en ciclo celular

Fase G1 82.2%
Fase S 17.7%
Fase G2+M 0.1%

Figura 13. Histograma y valores de la poblacién celular control o adyacente no tumoral
del cérvix uterino (tejido conservado en parafina contemporaneo a las muestras

tumorales estudiadas).
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Figura 14. Para poder obtener el analisis de poblaciones celulares
uninucleares de todo el conjunto, se selecciona una zona rectangular de
base estrecha alrededor de! canal 200, como se muestra en la fotografia.
El perfil de ésta area permanece constante como control durante

la sesidn del mismo dia de andlisis de las poblaciones tumorales.
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Inicial Final blacion en ciclo celular
Poblacién tumoral: Pico de G1 56 62.4 )
CaCu Pico de G2+M 101 97.4 Fase G 18.9%
Fecha de prep: 28-08-96 Fase S 61.0%
(o)
Modelo utilizado: SOBR G1 CV 17 94 Fase G2+M 20.1%

No. de eventos: 8443
Indice de DNA=1.2

Figura 15. Analisis citométrico del caso 85-4637
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Datos:

Poblacién tumoral:
CaCu

Fecha de prep: 14-11-96
Modelo utilizado: SOBR
No. de eventos: 4654

Parametros calculados
Inicial Final

Pico de G1 58 60.7

Pico de G2+M 82 104.0

G1 CV 147 136

Figura 16. Analisis citométrico del caso 91-4981
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Fase G1 55.0%
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Fase G2+M 21.9%
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Datos: Parametros calculados Estadisticas de la po-
blacidon en ciclo celular
Poblacién tumoral: Poblacién 1
CaCu Fase G1 42 .6%

Fase S 22.9%

Fecha de prep: 13-09-96 Pico de G1 42.2
Fase G2+M 34.1%

Modelo utilizado: POLY

No. de eventos: 7190 Gt CV 15.5
Indice de DNA=1.0

Figura 17. Analisis citométrico del caso 83-3597
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Datos: Parametros calculados Estadisticas de la po-
blacion en ciclo celular
Poblaciéon tumoral: Pico de G1 109
CaCu Pico de G2+M 175 Fase G1 71.5%
Fecha de prep: 03-05-96 Fase S 8.0%
Modeilo utilizado: RFIT G1 CV 7.3 Fase G2+M 20.6%

No. de eventos: 20000
Indice de DNA=11

Figura 18. Anélisis citométrico del caso 81-2689
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Figura 19. Estandarizacién de la PCR - MYs con DNA de células Hela
utilizando diferentes concentraciones.

En el carril 2 se colocé el marcador de pesos moleculares; en los
carriles 5,6,7,8 y 9 las respectivas concentraciones de DNA fueron

de 25, 50, 100, 200, 400 ng/.l.
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Figura 20. Estandarizacién de la PCR - LCR18 con DNA de células Hela
utilizando diferentes concentraciones.
En el carril 14 se colocd el marcador de pesos moleculares; en los
carriles 6,5,4,3,2 las respectivas concentraciones de DNA fueron
de 12.5, 25, 50, 100, y 200 ng/,a l.
En el carril 8 se colocd DNA de una muesira de tejido en fresco de CaCu.
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Figura 21. Electroforesis del amplificado de PCR - MYs de
tejido tumoral incluido en parafina.

Bandas de 450 bp.

En el carril 8 se colocd el marcador de pesos moleculares.
En el carril 3 fue el control negativo, en el carril 13, el

control positivo con DNA de células Hela.

Todas las 8 muestras de esta serie fueron positivas para HPV.
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Figura 22. Electroforesis del amplificado de PCR - MYs de
tejido tumoral incluido en parafina.

Bandas de 450 bp.

En el carril 8 se colocd el marcador de pesos moleculares.
En el carril 3 fue el control negativo, en el carril 13, el control
positivo con DNA de células Hela.

Todas las muestras de esta serie fueron positivas para HPV a
excepcién de los carriles 4 y 12.
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Figura 23. Electroforesis del amplificado de PCR - GPs de
tejido tumoral incluido en parafina.

Bandas de 140 bp.

En el carril 1 se colocé el marcador de pesos moleculares.
En el carril 13 fue el control negativo, en el carril 14, el control
positivo con DNA de células Hela.

Las muestras de los carriles 2,3,4, 5,6,9 fueron positivas para
HPV.
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Figura 24. Electroforesis del amplificado de PCR - LCR16 de tejido
tumoralincluido en parafina.

Bandas de 360 bp.

Se utilizdé el DNA de células SiHa como control positivo.

En el carril 2 se colocé el marcador de pesos moleculares. En el carril 3
fue el control negativo, en el carril 12, el control positivo.

Las muestras de los carriles 4,5,6,7,8,11 y 13 fueron positivas para
HPV16.
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Figura 25. Electroforesis del amplificado de PCR - LCR18 de tejido
tumoral incluido en parafina.

Bandas de 320 bp.

Se utilizé el DNA de células HeLa como control positivo.

En el carril 1 se colocd el marcador de pesos moleculares. En el
carril 2 fue el control negativo, en el carril 14, el control positivo.

Las muestras de los carriles 6,8,10 y 11 fueron positivas para HPV18,
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DI, indice de proliferacion en pacientes con Ca Cu IB epidermoide

Respuesta Indice de Indice de
al tratamiento DNA proliferacion
Sin
recurrencia 0.98 0.52
Con 0.56
recurrencia 1.1

p= .01 p= .09

Cuadro 8. Valores promedios de DI e IP celular analizados con Ji cuadrada
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DETERMINACION DE HPVs DE ALTO RIESGO EN PACIENTES CON CACU IB EPIDERMOIDE

Respuesta HPV HPV Otros HPV

al tratamiento 16 18 HPV neg.

Sin

recurrencia 4 3 18 2

Con

recurrencia 7 5 0 3
p= .04 p= .04

Cuadro 9. Andlisis estadistico mediante Ji cuadrada
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Asociacion de HPVs de alto riesgo con DI en pacientes con Ca Cu IB epidermoide

Indice HPV HPV Otros HPV

de DNAv ; 16 18 HPVs neg.
<=a095 2 2 8

0.96- 1.04 3 3 5

>=al05 5 3 5 S

Cuadro 10. Distribucién de tipos de HPV en relacién a los valores de DI
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DESVIACION DE LA NORMAL

RESIDUALES ESTANDARIZADOS

1

15 10 -5 00 5 1,0 15

RESIDUALES OBSERVADOS

Figura 26. Grafica de asociacion entre los casos con DI mayor de 1.05 y la presencia
de HPVs tipos 16 y 18. |
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9.3 Asociacién de las variables con las curvas de sobrevida

Mediante el método de Kaplan-Meier, y la prueba de logrank de 2 colas se
determiné p de 0.035 en los casos con valor de DI mayor de 1.04 comparandolos
con valores de DI menores (Figura 27), de igual forma p de 0.0054 al comparar los
HPVs tipo 16 y 18 con la presencia de otros tipos de HPVs en cuanto al tiempo de
recurrencia tumoral (Figura 28).

9.4 Analisis multivariable con los tiempos de sobrevida

Mediante el modelo riesgos proporcionales o de regresion de Cox (Cuadro 11) se
encontro que los pacientes con DI mayor de 1.04 y los pacientes con HPV 16 y HPV
18 tienen riesgo mayor para la recurrencia tumoral

El riesgo relativo estimado de recurrir para los pacientes con DI mayor de 1.04 es de
1.97 veces mas alto que para los pacientes con valor de DI menor a 1.04; y los
pacientes con HPVs tipos 16 y 18 tienen un riesgo mayor de recurrir de 3.61 veces
en comparacion con los que tienen otros tipos (Cuadro 11).

Los errores estandar de los coeficientes de regresion no son muy pequefios, debido
posiblemente al pequefio nimero de la muestra.

Si se consideran los dos factores simultaneamente, el riesgo relativo de recurrir para
un paciente que tiene un indice de DNA mayor de 1.04 y se le detemina los HPVs
tipos 16 o 18, es de 7.15 veces mas alto, comparado con los que tienen otros HPVs y
un DI menor a 1.04.
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Figura 27. Curva de Kaplan Meier de recurrencia tumoral estratificada por los

valores de indice de DNA
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Figura 28. Curva de Kaplan-Meier de recurrencia tumoral estratificada por tipos de

HPVs.
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DI y tipos de HPVs asociados a riesgo de recurrencia tumoral en CaCu

Coeficiente Error Valor Riesgo
Factores Ny . .

de regresion estandar de p relativo
DI > 1.04 0.6817 0.317 0.031 1.97
HPVs 16,18 1.2847 0.527 0.015 3.61

Cuadro 11. Andlisis multivariado con el modelo de regresion de Cox
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Capitulo V.

10.DISCUSION Y CONCLUSIONES

La integracion de las variables clinicas y basicas que coinciden en el paciente en
estimaciones de normalidad y enfermedad no es facil, es necesario obtener una
imagen lo mas completa posible de esta interrelacion que nos permitiria mejor nivel
de entendimiento de dicha condicion; en el presente estudio, en el cual se intentan
asociar caracteristicas ordinales y nominales en el nivel clinico, anatomopatologico
celular y molecular en pacientes con carcinoma cervicouterino podriamos rebasar las
explicaciones actuales del problema y obtener mayor grado de interpretacion,
validez y reproducibilidad.

En cada uno de los enfoques biomédicos especificos a investigar se presentaron
innumerables obstaculos a superar, se comentan algunos de ellos.

Por ser un estudio retrospectivo con seguimiento clinico entre 5 y 10 afios  en
promedio, a pesar de que en las enfermedades oncoldgicas la vigilancia horizontal
por 5 afios es la norma, los tiempos de control clinico en una baja proporcion de las
pacientes fueron mas limitados requiriéndose en algunos de ellas de su localizacion
por via telefonica con apoyo de la Trabajadora Social; asimismo la informacion
clinica y anatomopatoldgica fue incompleta a partir de que en el primer rubro
algunas de sus caracteristicas no se registraron, entre las que destacan lo
correspondiente al volumen tumoral. La caracterizacion anatomopatoldgica se
realiz0 mediante la revision actualizada por parte de uno de nosotros, lo que nos
permitié sistematizar cada uno de los casos a través de la valoracion y registro de
mas de 10 subvariables histopatoldgicas planeadas, sin embargo esto sélo se alcanzd
en los casos de las pacientes a quienes se les realizo histerectomia radical.

La obtencion del tejido tumoral incluido en parafina de los casos clinicos presentd
cierto grado de dificultad, los Archivos Clinico y del Departamento de Anatomia
Patologica fueron reubicados afios anteriores, lo cual limito la localizaciéon de
expedientes clinicos y principalmente de laminillas y bloques de parafina de los
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casos por extravio de algunos, consecuentemente en el 20 % de los casos el tejido
obtenido para los estudios citométricos y moleculares fueron de lesiones
metastasicas de carcinoma cervical.

La metodologia con citometria de flujo siendo aparentemente un algoritmo ordenado
y progresivo de por lo menos 8 pasos progresivos para su realizacion, en cada uno
de estos existe una cierta diversidad que puede conducir a resultados de discreta a
moderadamente variabilidad (seccion 3.). Las condiciones de la metodologia y
analisis citométricos realizados por Huey* y col. ( 1993 ) relacionados al uso del
citometro FACScan de Becton Dickinson fueron similares a las de nuestro estudio,
por esta condicion utilizamos la mayoria de sus recomendaciones en el desarrollo
de esta metodologia, asi como sus recomendaciones para la organizacion del
analisis de los tipos de ploidias, sin embargo adoptamos para analisis de
agrupamiento de ploidias intervalos de valores de DI mas pequefios de acuerdo a
que la variabilidad de los valores encontrados fueron  comparativamente mas
pequetios.

La metodologia de la PCR comparativamente cuenta con mayor grado de
reproducibilidad, es mas practicada, y menos automatizada, no requiere que la
muestra sea interpretada por un software especifico y su metodologia es
universalmente mas sistematizada; hemos utilizado la recomendaciones de Ting y
Manos(1990) para su desarrollo, sin embargo, debido a que empleamos el DNA
obtenido de tejido tumoral conservado en parafina por varios afios, provoco que en
una moderada proporcion de los casos perdiera su integridad y el DNA se rompiera
en fragmentos pequefios de 200, 300, 400 bp (Ohara 1992) impidiendo
ocasionalmente la amplificacion de oligonucledtidos de 450 bp (Greer y col. 1995),
por lo que alternativamente utilizamos como estrategia la busqueda complementaria
de HPV mediante el uso de "primers" que amplifican oligonucledtidos mas
pequefios de 140 bp, de manera similar a Kristensen y col. (1966).

El estudio realizado compara predominantemente a los casos de pacientes con Ca Cu
tipo epidermoide etapa clinica IB que recibieron tratamiento con finalidades
curativas las cuales fueron controladas y no controladas de la enfermedad,
corresponde a un grupo selectivo de pacientes con seguimiento de 120 meses; los
resultados obtenidos por tanto, los compararemos con aquellos correpondientes a
solo una seccién de otros estudios menos selectivos, ya que en la mayoria de estos
se analizan pacientes en distintos estadios clinicos y o con dos o tres tipos
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histopatologicos.

El resultado del analisis de los factores clinicopatologicos realizado por Kamura y
col. (1992) , Thoms y col. (1995) y Burger y col. (1996), donde asocian el estadio
clinico, la edad de la paciente, la presencia de ganglios linfaticos, el grado
histologico del tumor y la profundidad de la invasion con el mal prondstico, no
podemos compararlo, por no contar con un nimero suficiente de casos de pacientes
que presentaron recurrencia tumoral con datos correspondientes. Solo coincidimos
parcialmente en el dato clinico de la edad, ya que entre nuestros grupos analizados
hubo una diferencia de 10 afios en promedio entre ambos, coincidiendo con Burger
y col. 1996, quienes encontraron que a mayor edad de las pacientes se presenta con
mayor frecuencia recurrencia tumoral post tratamiento.

Jarrell y col. , Kenter y col., e Isacson y col. han abordado la problematica que
plantea este estudio, han realizado diferentes estudios relacionados a la cinética de
proliferacion celular asi como simultaneamente la identificacion de los HPVs de
alto riesgo; los dos primeros utilizando citometria de flujo, e Isacson mediante
determinacion de antigeno nuclear Ki 67 e indice apoptotico. |
Jarrell y col. 1992 estudiando muestras de TCF en 127 casos encontrd que tanto los
HPVs 16 y 18, como el DI no fueron significativos como factores prondsticos.
Kenter y col. en 1993 estudiaron 69 casos enfocando su estudio solo al HPV 16,
encontrando que su presencia se asociaba solamente a casos con mujeres post
menopaiisicas , sin encontrar tampoco diférencia del DI y del HPV 16 en cuanto a
prondstico; Cheu y col. en 1996 al estudiar 153casos con muestras de tejido fresco,
encontré que las mujeres post menopaisicas con Ca Cu se asociaban con tumores
diploides y que el DI y el tipo de HPV no era significativo para el pronéstico.

En nuestro medio nacional este tipo de estudio combinado tanto de cinética celular
tumoral asociado a la identificacion de HPVs de alto riesgo es novedoso; estudios en
relacion al estudio de HPV son escasos, Berumen y col. 1994 analizan el niimero de
copias de E1 y E2 en relacion al estadio clinico y el tipo histopatogico, y Lizano y
col.1997 trabajaron sobre la asociacion de variantes de los HPVs 16,18, y 45 con los
diferentes tipos histopatologicos del Ca Cu. No se encontraron articulos de autores
nacionales en relacién a estudios de citometria de flujo de Ca Cu u otros canceres, lo
que indica que somos pioneros en su realizacion.

Se comentan los resultados de investigaciones entre la cinética celular del cancer
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cervical de TFP con citometria de flujo: Strang y col. en 1990 y Zanetta y col. en

1992, demostraron que €l aumento en la cantidad de células en fase S durante el
ciclo celular, se asocio con mal pronéstico de las pacientes, y en cambio los analisis
de las investigaciones de Nguyen y col. 1992 y Huey y col. 1993 y Huey* y col.
1993 encontraron que DI elevados entre 1.3 y 1.7 se asociaban a mal pronostico
clinico, mientras que al comparar los indices de proliferacion no fueron
significativos.

Nosotros obtuvimos resultados similares a esta tltima serie de investigaciones, cabe
mencionar que la metodologia usada por Huey* en su estudio fue muy parecida a la
que realizamos, sin embargo al comparar las poblaciones tumorales nosotros
utilizamos células epiteliales adyacentes no tumorales TFP de las mismas piezas
estudiadas como control de referencia, con ello encontramos intervalos de valores de
DI mas estrechos (0.8 a 1.3), conduciendo esto a organizar los valores de DI en tres
grupos: poblaciones hipodiploides = menores de 0.95, poblaciones diploides y
peridiploides= 0.96 - 1.04, y poblaciones hiperdiploides= mayores de 1.04.
Asimismo en nuestra serie analizada, el 72% de los casos correspondieron a lesiones
tumorales con grado de diferenciacion moderado, y esto también nos explicaria
probablemente el porque no hubo diferencias en el indice de proliferacion

Hemos considerado previamente (seccion 3) la diversidad de variables que
intervienen en la realizacion y analisis del estudio de poblaciones celulares de tejido
tumoral mediante citometria de flujo, creemos que ademas de la diversidad existe
entre los subgrupos del mismo tipo histopatologico, con las caracteristicas
particulares relacionadas al grado de diferenciacion y al estadio clinico, deberan
normarse indicaciones o recomendaciones universales en el desarrollo de esta
metodologia en su uso clinico (Shankey y col. 1993, Brown y col. 1996), que
permitan darle cualidades de estricta reproducibilidad .

Recientemente se han iniciado nuevas determinaciones de parametros de cinética
celular en carcinoma cervical, y seguramente en los proximos afios estas se
asociaran a las determinaciones de DI e indice de proliferacion, una de ellas es el
indice apoptdtico, el cual es de cero en el epitelio normal, y es bajo, pero medible en
lesiones tumorales de alto grado histopatologico (Isacson y col. 1996). Otra area
potencial de estrecha relacion con el DI e indice de proliferacion son las
determinaciones de niveles moleculares de ciclinas, CDKs y CDIs relacionados
principalmente con los puntos o sitios de control durante el ciclo celular
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Respecto a la asociacién de la presencia de los distintos tipos de HPVs con el
prondstico clinico: van Bommel y col. en 1992, al estudiar 64 casos de muestras
tumorales TFP, y Kristensen y col. en 1996 de una serie de 223 casos en todas las
etapas clinicas en muestras de tejido en fresco no encontraron diferencias.

Burnet vy col en 1992, con 21 casos con muestras TFP, Zhang y col. en 1995 al
estudiar 80 casos con lesiones TFP y Burger y col. en 1996 en 171 casos con

Ca Cu en etapas tempranas con muestras en tejido fresco, encuentran asociacion
significativa entra presencia de HPV 18 con la condicion de recurrencia tumoral post
tratamiento.

Nuestros resultados en cuanto a la presencia o prevalencia de HPV en pacientes con
carcinoma cervical fueron similares a los reportados en un estudio de prevalencia en
el mundo reportado por Bosch y col. 1995, asi como en diversos trabajos recientes.
En la proporcion de los tipos de HPVs encontrados en nuestro estudio destaca una
elevacion importante del tipo HPV 18 al compararla con estudios de prevalencia
(Bosch y col. 1995) o con las series en las que no se demostr6 asociaciéon entre los
tipos de HPV y el prondstico (van Bommel y col. 1992, Kristensen y col. 1996).

Sin embargo cuando las comparamos con los resultados encontrados por Burnet y
col. 1992, Zhang y col. 1995 y Burger y col. 1996 resultan muy cercanos

Por lo tanto si aceptamos la asociacion de la presencia del HPV 18 en pacientes con
carcinoma epidermoide del cérvix que presentan mal prondstico clinico, en nuestra
serie por disefio experimental, casi la mitad de las pacientes tuvieron recurrencia
tumoral a un seguimiento de 10 afios, esto nos explicaria esta alta incidencia del
HPV 18 encontrada.

Sin embargo dado que alin los resultados son controversiales entre la asociacion de
la presencia del HPV 18 con carcinoma epidermoide de pacientes con mal
prondstico clinico, convendria repetir y ampliar este tipo de estudio comparando
grupos selectivos similares utilizando muestras de material tumoral en fresco

Es conveniente y necesaria la realizacion de estudios clinicos prospectivos similares
al presente. |
No obstante se considera pertinente que las pacientes en quienes se detectaran los
factores de riesgo clinicopatoldgicos reconocidos y/o las determinaciones de DI
mayor de 1.05 o presencia de HPV 18 tuvieran vigilancia clinica semestral con
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seguimiento clinico de 10 afios.

Es muy probable que para entender aun mejor los aspectos de biologia molecular
del Ca Cu se requieran de estudios multidisciplinarios de la historia natural de las
infecciones de HPVs y de los factores que puedan influir en su persistencia y en la
progresién de la enfermedad, al respecto Carter y col. 1996 mediante un analisis de
cohorte de mujeres universitarias, midiendo anticuerpos contra L1 de HPV estimé
en 8 meses el tiempo de las infeccciones transitorias de HPV 16.

Utilizando PCR cuantitativa la carga viral del DNA genémico celular ha sido
calculada en diferentes infecciones virales, por ejemplo se ha demostrado
asociacion significativa entre los niveles del virus de la inmunodeficiencia humana
(HIV-1) con el desarrollo de la enfermedad (Schittman y col. 1990). La carga viral
de HPV en las células del cancer cervical podria ser un marcador de su
comportamiento bioldgico, ciertos tipos de PCR cuantitativas como la PCR de baja
especificidad o astringencia (Villa y col. 1995, Caballero y col. 1995) prometen ser
una metodologia potencial para determinarla.

" La identificacion de las variantes de los tipos y subtipos de los HPVs ( Xi y col.

1995, Lizano y co0l.1997) en los canceres cervicales podria asimismo asociarse con
el comportamiento tumoral y abriria nuevas explicaciones.

El determinar cuantitatiamente la carga viral identificando las formas episomales y
las integradas al genoma seria otro panorama importante.

La identificacion de nuevas rutas moleculares donde intervengan los genes o
productos de transcripcion de los HPVs podria ser potencial para entender aun mejor
su oncogenicidad.

Todo ello mas la caracterizacion de la respuesta inmune al HPV durante la
progresion del Ca Cu, nos orientard sobre futuras estrategias en la prevencion,
diagnostico y terapeutica del cancer cervical.

En el presente estudio el nimero de muestras fue limitado, ya que la inversion

econdmica que implico el desarrollo de las metodologias celulares y moleculares
solo fueron financiados por los propios laboratorios donde se desarrollo.
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 CONCLUSIONES

En nuestro estudio comparativo de muestras de tejido tumoral fijadas en parafina de
pacientes con carcinoma cervicouterino etapa clinica I B de tipo epidermoide con
variable de referencia de recurrencia tumoral en su seguimiento clinico por 10 afios,
encontramos que el indice de DNA (p de 0.015) y la presencia de los HPVs tipos 16
y 18 (p de 0.04) fueron significativos para predecir recurrencia tumoral post
tratamiento, siendo el riesgo estimado de 1.97 veces en los casos de pacientes con
poblacion tumoral con DI mayor de 1.04 y de 3.47 veces con presencia de DNA-
HPV 16 y 18 integrado al genoma de las células neoplasicas.

Asimismo se identifico asociacion directa significativa entre los valores de DI
mayores de 1.05 con la presencia de los HPVs 16 y 18 en la poblacién celular
tumoral de las pacientes que tuvieron recurrencia tumoral post tratamiento.

Aunque nuestros resultados demuestran que los valores de DI y la presencia de
HPV 16 y 18 son factores significativos asociados a la presencia de recurrencia
tumoral en pacientes con carcinoma cervicouterino E I B; consideramos que es muy
importante la continuacion de este estudio mediante el analisis de una casuistica mas
numerosa .
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