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RESUMEN

El céncer cérvico uterino (CaCU) ocupa el cuarto lugar como causa de muerte a nivel
mundial y el segundo en nuestro pais por neoplasias malignas en la mujer. El 99.8% de
los casos el CaCU esta relacionado con la infeccion por el virus del papiloma humano
(VPH) del cual existen virus de alto riesgo asociados con la progresion de la
enfermedad. Otro factor importante en el desarrollo de la lesion es la inestabilidad
cromosOmica en la célula y que conduce al desarrollo de aneuploidias, rearreglos
cromosomicos, etc., que producen a su vez cambios a nivel génico como apagado de
genes supresores de tumor, encendido de oncogenes, que individualmente o en conjunto

promueven al desarrollo del tumor.

En el afio 2011, se describié un proceso llamado cromotripsis que postula que todos los
rearreglos son generados a partir de un solo evento catastréfico en la célula con el
posterior pegado de los fragmentos en zonas de micro-homologia, lo que da lugar a la
formacion de cromosomas derivativos. Se han realizado pocos estudios al respecto pero
se ha encontrado asociacién entre cromotripsis y mal prondstico de algunas
enfermedades, como neuroblastoma y mieloma miultiple. En CaCU, se ha encontrado
asociacion entre los estadios de cdncer cervical y aneusomia del cromosoma 1, asi como
inestabilidad en secuencias de 5 pb de DNA satélite del cromosoma 1, lo que se

pretende asociar con el fendmeno de cromotripsis.

En el presente trabajo, se estudiaron muestras de epitelio cervical de pacientes con
lesion intraepitelial de bajo grado (LIE-BQG), lesion intraepitelial de alto grado (LIE-
AG) y muestras de mujeres sin ningin tipo de lesién cervical a las que se les realizaron
pruebas de citogenética molecular para evaluar inestabilidad de regiones especificas de
los cromosomas 1y 3 (CEP 1, CEP 3, 1q36 y 3q26), tomando como base la literatura
revisada. Encontramos, que el dafio en esas secuencias especificas del DNA de las
pacientes con neoplasia cervical fue mayor que en el grupo de mujeres controles,
evidenciamos signos de cromotripsis y se encontré que todas las pacientes con LIE-AG,

presentaron VPH de alto riesgo.
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SUMMARY

Cervical cancer (CC) is the fourth largest cause of death worldwide and the second in
our country for malignancies in women. 99.8% of cases the CC are related to virus
infection (HPV) human papillomavirus which high-risk virus associated with disease
progression exist. Another important factor lesion development is chromosomal
instability in the cell and leading to the development of aneuploidy, chromosomal
rearrangements, etc., which produce changes at the gene level like, turn off tumor
suppressor genes, oncogenes ignition which individually or jointly promote the

development of the tumor.

In 2011 was described a process called chromothripsis, which postulates that all
rearrangements are generated from a single catastrophic event in the cell with the
bonding of the fragments in areas of micro-homology, resulting in the formation of
derivative chromosomes. There have been few studies on the subject but found
association between chromothripsis and poor prognosis of some diseases, such as

multiple myeloma and neuroblastoma.

In CC, was found association between stages of cervical cancer and aneusomy of
chromosome 1 and instability sequences 5 bp satellite DNA of chromosome 1, which is

associated with the phenomenon of chromothripsis.

In the present work, samples of cervical epithelium of patients with intraepithelial lesion
low grade (L-SIL), intraepithelial lesion high grade (H-SIL) and samples of women
were studied without any cervical lesion, which are conducted molecular cytogenetic
tests to evaluate instability of specific regions of chromosomes 1 and 3 (CEP 1, CEP 3

1936 and 3q26), based on the literature reviewed.

We found that the damage to these specific sequences in the DNA of patients with
cervical neoplasia was higher than in the control group women, we show signs of

chromothripsis and found that all patients with H-SIL, presented high-risk HP.
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1. INTRODUCCION

El céncer cérvico uterino (CaCU) es la cuarta causa de muerte a nivel mundial por
neoplasias malignas en la mujer, con una incidencia de 526,000 y causando 266,000
defunciones reportadas en el afio 2012. En nuestro pais es la segunda causa de
muerte (Ferlay et al. 2012). Se sabe que en el 99.8% de los casos el CaCU estd
relacionado con la infecciéon por el virus del papiloma humano (VPH) (Lopez-

Saavedra y Lizano-Soberén 2006, Snijders et al. 2006).

Se han descrito més de 100 tipos de VPH que se dividen en virus de alto y de bajo
riesgo, dependiendo de su relacion con el CaCU. Los tipos 6 y 11 son ejemplos de
virus de bajo riesgo que no causan cancer, pero pueden causar verrugas en la piel,
genitales, ano, boca y/o garganta. Los tipos 16 y 18 son ejemplos de virus de alto
riesgo que estdn asociados con lesiones cervicales con evolucién maligna (Cortés-
Gutiérrez et al. 2010). En nuestra poblaciéon se han encontrado co-infecciones de
VPH 16 con otros subtipos virales por ejemplo VPH 31, 33 y 51, entre otros
(Sanchez-Anguiano et al. 2006).

La infeccién por el VPH causa replicacion continua y acelerada de la célula, lo que
impide la maduracién y diferenciacion de la misma y esto a su vez es causante de
inestabilidad cromosdémica, la cual es otro de los factores asociados con la progresion
de la lesién (Miinger et al. 2004, Doorbar 2005). A nivel génico esta inestabilidad
puede expresarse como pérdida de genes supresores de tumor, activaciéon de
oncogenes o generacion de proteinas de fusion. A nivel citogenético se expresa por la
ruptura de sitios alcalinos labiles (Cortés-Gutiérrez et al. 2011), aneuploidias,
rearreglos cromosémicos, ciclos de ruptura-fusiéon y formacién de microntcleos
(MN) (Leal-Garza et al. 2002), los cuales individualmente o en conjunto, pueden

promover a la progresion del tumor.

En el caso especifico del CaCU, se han encontrado mediante técnicas de citogenética
convencional alteraciones en un gran ndmero de cromosomas (Atkin 1997)
especificamente se ha observado asociacion entre el cancer cervical y anormalidades
del cromosoma 1 como deleciones, inversiones, duplicaciones, isocromosomas y

translocaciones (Sreekantaiah et al. 1988). Otros estudios han reportado asociacion


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000045333&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046523&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000439429&version=Patient&language=Spanish

entre los VPH de alto riesgo y alteraciones numéricas del cromosoma 1 en neoplasia
intraepitelial cervical (Bulten et al. 2002) y asociacion entre los estadios de céncer
cervical y aneusomia del cromosoma 1 demostrada por hibridacion in situ
fluorescente (FISH) (Cortés-Gutiérrez et al. 2005). Mdas recientemente se reportd
inestabilidad cromosémica especifica en secuencias DNA satélite de 5 pb del
cromosoma 1 en pacientes con neoplasia cervical mediante técnicas de deteccién de
rupturas del DNA e Hibridacién in situ Fluorescente (DBD-FISH) (Cortés-Gutiérrez
et al. 2013) y en el cromosoma 3 (Heselmeyer et al. 2005).

Anteriormente se postulaba que las mutaciones presentes en el genoma se adquirian
de manera progresiva, pero recientemente, en el 2011, se describié un fenémeno
llamado Cromotripsis (Chromothripsis ; Chromo: cromosoma, y thripsis: destrozado
en piezas) en el que se propone que en una sola regién cromosémica pueden ocurrir
décimas o cientos de rearreglos cromosémicos a partir de un solo evento catastréfico
(“shattering”: rompimiento) seguido por un pegado de las piezas al azar (“stitching”:
pegado) lo que da lugar a la formacion de cromosomas derivativos. Las células que
pueden sobrevivir a ese evento estin muy mutadas y esto les confiere una ventaja

selectiva de la clona que promueve la progresion del tumor (Stephens et al. 2011).

Estudios iniciales muestran que la cromotripsis se encuentra en aproximadamente del
2-3% de todos los cénceres y presenta alta frecuencia en cinceres de hueso y hasta
donde conocemos, no existen reportes de estudios en CaCU. Se piensa que la
cromotripsis pueda jugar un papel importante durante el desarrollo normal humano,
aunque el mecanismo no estd del todo explicado y se requieren mds estudios para
entender el proceso (Maher y Wilson 2012). La cromotripsis se ha relacionado con
mal prondstico en algunos pacientes con padecimientos malignos o enfermedades
con desarrollo de cdncer como neuroblastoma y mieloma multiple (Raush et al.

2012).

En el presente trabajo estudiamos la inestabilidad cromosémica especifica causada
por el VPH en pacientes con neoplasia cervical y la asociamos con la presencia de

cromotripsis.



2. JUSTIFICACION

La importancia de este estudio radica en que el CaCU ocupa el cuarto lugar en
incidencia a nivel mundial y el segundo en nuestro pais. Se ha relacionado la
presencia de la infeccién del VPH de alto grado con el desarrollo y progresion del
CaCU asi como con la inestabilidad cromosémica de la célula lo cual puede
observarse con la utilizacién de técnicas de citogenética molecular. Los resultados
obtenidos en este estudio nos pueden orientar a conocer el dafo en regiones
especificas en el DNA con el fin de en un futuro poder encontrar un biomarcador que
pueda ser utilizado para predecir el prondstico de la lesion, asi como para asociar la
infeccion del VPH con cromotripsis y brindarle al paciente algunas alternativas de
tratamiento que no dafien su DNA pero que a su vez puedan eliminar las lesiones
presentes. Los resultados ademds también podran orientar a conocer el tipo de VPH
mds comuin en nuestra poblacién que afecta regiones especificas del DNA asociado
con cromotripsis, lo que puede brindar informacién en el desarrollo de nuevas

vacunas contra el virus.

3. HIPOTESIS

El nivel de dafio en secuencias especificas del DNA es mayor en el grupo de

pacientes con neoplasia cervical que en el grupo control.



4. OBJETIVOS

4.10bjetivo general

El objetivo de este estudio de casos y controles es evaluar la inestabilidad
cromosoOmica especifica en las células epiteliales del cuello uterino en mujeres con
carcinoma cervical mediante técnicas de citogenética molecular y asociar este dafio

con el tipo de VPH.

4.2 Objetivos Particulares

1) Evaluar y comparar el dafio en regiones especificas de los cromosomas 1 y 3
(CEP 1, CEP 3, 1p36 y 3g26) en las pacientes con neoplasia cervical y un
grupo control mediante las técnicas de citogenética molecular.

2) Asociar el dafio encontrado en regiones especificas del DNA en las pacientes

con neoplasia cervical con el tipo de VPH.



5. ANTECEDENTES
5.1 Epidemiologia

El céncer cérvico uterino (CaCU) es la cuarta causa de muerte a nivel mundial por
neoplasias malignas en la mujer, con una incidencia de 526,000 nuevos casos y
causando 266,000 defunciones reportadas en el afio 2012. El 80% de los casos
corresponden a paises en vias de desarrollo (Figura 1) (Ferlay et al. 2012). Es
considerada la enfermedad de transmision sexual mas frecuente en el mundo (Rivera

et al. 2006).

En México, es la segunda causa de muerte después del cancer de mama, con 13,960
nuevos casos y 4,769 defunciones en el 2012 (Ferlay et al. 2012). La mayoria de las
mujeres que desarrollan este cancer tienen entre 40 y 50 afios de edad, sin embargo,
cada vez es mds comun ver mujeres jovenes infectadas y que a edades de 20 y 30

afos se les diagnostica CaCU (Lépez-Saavedra y Lizano-Soberén 2006).
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Figura 1. Incidencia de cancer cérvico uterino a nivel mundial en el 2012. WHO Organizacién
Mundial de la Salud 2015, Globocan 2012. Cifras por 100,000 habitantes. Tomada de

http://globocan.iarc.fr/ disponible en web.
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5.2 Historia

Por mucho tiempo se sospechd una etiologia infecciosa para las verrugas, esto se
demostré en el siglo XIX. Uno de los primeros reportes de transmision de verrugas
en humanos fue por un accidente ocurrido en 1845 a un fabricante de velas de cera,
que mientras estaba removiendo un condiloma acicular con su instrumento se lastimé
debajo de la ufa. Tiempo después aparecié una verruga en el lugar de la lesion, que
luego de destruirla repetidamente reaparecia, hasta que la ufia fue finalmente
removida. En otro experimento, el investigador Ullmann inoculé extractos de
papilomas laringeos en heridas hechas por el mismo en su brazo. Después de 9 meses
brotd una verruga en el sitio de inoculacién (Ullmann 1923). Estos y otros
experimentos concluyeron que las verrugas representaban enfermedades distintas

causadas por un agente transmisible.

El concepto de que algunas verrugas pueden progresar a la malignidad fue
establecido por los estudios de Shope, Rous y otros, que estudiaron la transmision de
verrugas que aparecen de manera natural en los conejos comunmente llamados de
cola de algodoén. Estos investigadores descubrieron que las lesiones formadas en
conejos domésticos, después de inocularlos con extracto de verrugas de los conejos
de cola de algodon, eran sensibles a la progresion maligna (Shope 1933, Rous 1935).
También se demostré que tales extractos causaban la aparicion de verrugas solo en
conejos y no en otros animales, lo que ilustra la especificidad del virus por su
hospedero (Phelps 1987). El primer virus del papiloma fue aislado de conejos por

Richard Shope en 1933 (Shope 1933).

El enlace entre el CaCU y el VPH fue demostrado a principios de los afios 80’s por el
médico aleman Harald zur Hausen y se demostré que la infeccién por el virus es un
requisito necesario para el desarrollo de esta enfermedad (Zur Hausen 1982). En el
afio 2008, el doctor zur Hausen, recibié el Premio Nobel de Medicina por este

descubrimiento (Lopez-Saavedra y Lizano-Soberén 2006).


https://es.wikipedia.org/wiki/Premio_Nobel_de_Medicina

5.3 Factores de riesgo para la infeccion

El riesgo de contraer un VPH genital estd influenciado por la actividad sexual, por lo

que el CaCU sigue un patrén tipico de enfermedades transmitidas sexualmente. Los

factores de riesgo para la infeccién son mostrados en la Tabla 1.

Tabla 1. Factores de riesgo en el paciente para la infeccion de VPH.

Factor

Promiscuidad

Explicacion
Existe fuerte asociacion entre el nimero de parejas sexuales y la

adquisicién del VPH (Burk et al. 1996).

Actividad sexual a temprana edad

El CaCU es méds comiin después de los 35 afios, lo que sugiere infeccién

a temprana edad y progresion lenta a cancer.

Historial de otras enfermedades

transmitidas sexualmente

Relacionado con la actividad sexual.

Verrugas genitales

Indican infecciones previas.

Pareja sexual con cdncer de cérvix o

de pene

Aumenta el riesgo de contraer el virus.

Edad

La infeccién es mds comun en mujeres jovenes sexualmente activas (18-
30 afios), después decrece la prevalencia (Adam et al. 2000, Burk et al.

1996).

Persistencia viral

Causa inmortalizacion de la célula por interaccion de las proteinas virales
con los puntos de control del ciclo celular (Lépez-Saavedra y Lizano-

Soberdn 2006).

Uso prolongado de anticonceptivos

orales

La regién larga de control del virus contiene elementos de respuesta a

glucocorticoides, inducibles por hormonas esteroidales como la

progesterona (Negrini et al. 1996).

Co-infeccién con otros virus

Como el herpes simple (HSV) tipo 2, citomegalovirus (CMV), herpes
virus humano tipos 6 y 7 (HHV-6), detectados en cérvix (Lopez-Saavedra

y Lizano-Soberén 2006).

Carga viral

Correlaciona directamente con la severidad de la enfermedad. VPH 16

puede alcanzar carga viral mds alta que otros tipos virales.

Predisposicion genética

Representa el 27% del efecto de los factores subyacentes para el
desarrollo del tumor. La herencia afecta la susceptibilidad a la infeccion
por VPH, la capacidad para resolverla y el tiempo de desarrollo de la

enfermedad (Magnusson et al. 2000).

Uso de tabaco

Existe fuerte asociacién en el consumo de tabaco y mayor riesgo de

infeccion por el VPH (Chacéna et al. 2006).

Variantes virales intratipo

Las diferencias en la secuencia nucleotidica de la LCR y de los genes E2,
entre variantes virales, podrian repercutir en funciones tales como
modulacién de la expresiéon de genes virales y replicacién (Lépez-

Saavedra y Lizano-Soberén 2006).




5.4 Patologia

5.4.1 Clasificacion de las lesiones

Los cénceres invasores del cuello uterino vienen precedidos generalmente por una
larga fase de enfermedades pre-invasoras. Existen varios sistemas de clasificacion
por patologia de esas lesiones precancerosas. Uno de estos sistemas divide a las
lesiones en diferentes grados de displasia o neoplasia intraepitelial cervical (NIC o
CIN, segiin sus siglas en inglés) antes de progresar a carcinoma invasor. Estas
lesiones se caracterizan microscopicamente por una serie de manifestaciones que van
de la atipia celular a diversos grados de displasia que van desde leve, moderada y
severa, clasificidndolas en NIC 1, NIC 2 y NIC 3, respectivamente, segin el grado de
afectacion de la capa epitelial por las células atipicas. El término carcinoma in situ
(CIS) se introdujo en 1932 para denotar las lesiones en las cuales las células
carcinomatosas indiferenciadas abarcaban todo el espesor del epitelio, sin
interrumpir la membrana basal. Por muchos afios, las lesiones precancerosas
cervicales se notificaron usando las categorias de displasia y CIS, todavia

ampliamente empleadas en muchos paises en desarrollo (Richart 1990).

En los afos ochenta fueron reconociéndose cada vez mds alteraciones andtomo-
patoldgicas como la atipia coilocitica o condilomatosa asociada con la infeccién por
virus del papiloma humano. Los coilocitos son células atipicas con una cavitacion o
halo perinuclear en el citoplasma, que indica cambios citopaticos debidos a la
infeccion por el VPH. En 1990, se propuso una terminologia histopatolégica basada
en dos grados de la enfermedad y fueron denominadas Sistema Bethesda e incluye:
Lesion intraepitelial de bajo grado (LIE-BG) (o LSIL por sus siglas en inglés), que
comprende las anomalias compatibles con atipia coilocitica y las lesiones NIC 1, y
Lesion intraepitelial de alto grado (LIE-AG) (o HSIL por sus siglas en inglés) que
comprende NIC 2 y NIC 3. Se consider6 que las lesiones de alto grado eran
precursoras del cancer invasor (Solomon et al. 2002). Este sistema de clasificacion es

el que se empled para las lesiones de las pacientes en el presente estudio.

El CaCU de células escamosas es el mds comun, mientras que el 10 % de los casos
son de origen glandular, es decir adenocarcinoma. Este también contiene VPH pero
la correlacion es menos pronunciada y es dependiente de la edad. Cerca del 50% de

las mujeres con adenocarcinoma in situ (AIS) tienen también NIC y es a menudo
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encontrado en pacientes que han sido operados por carcinoma escamoso. El
adenocarcinoma invasor puede ser puro o mezclado con carcinoma de células
escamosas, con lo que se denomina carcinoma adenoescamoso. La incidencia de
estos cdnceres aumenta en los paises desarrollados sobre todo en mujeres jovenes, se

cree que esto puede deberse al incremento en el consumo de anticonceptivos orales

(Lopez-Saavedra y Lizano-Soberén 2006).

Figura 2. Clasificacion de las lesiones de CaCU en el epitelio cervical. Biopsia de epitelio cervical
con tincién de hematoxilina y eosina. a) Epitelio normal, b) NIC 1, ¢) NIC 2 y d) NIC 3 (Tomado de
Richart 1990, disponible en web).

5.5 Diagnéstico

El diagnéstico del CaCU se realiza de manera combinada con los sintomas clinicos
de la paciente y enviando muestras de raspado cervical a andlisis al laboratorio. Las
mujeres con cancer de cuello uterino en etapa temprana usualmente no presentan
sintomas, estos a menudo se observan, hasta que una lesion precancerosa se torna en
un cancer invasor y crece hacia el tejido adyacente. Cuando esto ocurre, los sintomas
mds comunes son: sangrado vaginal anormal, sangrado entre periodos menstruales,
secreciones vaginales inusuales, dolor durante las relaciones sexuales. Se considera
que un diagndstico temprano de esta neoplasia, es potencialmente curable. Existen
diferentes técnicas de diagndstico del CaCU, a continuaciéon se mencionan algunas

de las mds importantes:

5.5.1 Citologia

La deteccién temprana y el tratamiento oportuno del VPH en lesiones precancerosas
pueden prevenir la progresion a cancer. El método principal de tamizaje entre la

poblacién es la citologia de raspado cervical con tincién de Papanicolau. Es una



técnica de bajo costo y de aplicacién masiva. Gracias a su implementacion, aumento
la deteccion del CaCU en etapas tempranas disminuyendo la incidencia y la

mortalidad por esa causa, tanto a nivel mundial como en nuestro pais.

En estas preparaciones citolégicas, se evaldan los cambios de cada célula para el
diagnéstico y la clasificaciéon de NIC. Las células displédsicas siempre presentan
distribucion irregular de la cromatina, como en grumos. Los nicleos anormales en
las células superficiales o intermedias indican una NIC de bajo grado (las figuras
mitéticas y los nucléolos visibles son poco comunes en estos frotis), mientras que la
anomalia de los nucleos de células parabasales y basales indica NIC de alto grado. El
tamafio del nucleo respecto de la cantidad relativa de citoplasma (relacién
nucleo/citoplasma) es una de las bases mds importantes para evaluar el grado de
NIC. Las mayores relaciones se asocian con grados mds avanzados de NIC. En
general, en un frotis cervical se observan células con diversos grados de alteracion, lo
que conlleva muchas dificultades y una buena dosis de subjetividad al presentar los
resultados. La experiencia del cit6logo es sumamente importante en el informe final

(Richart 1990).
5.5.2 Citologia en base liquida

El frotis de Papanicolaou logra reunir entre 600.000 y 1.2 millones de células
epiteliales cervicales y menos del 20% se transfiere al portaobjeto, el traspaso de
células es aleatorio y sujeto a error si las células anormales no se distribuyen de
forma homogénea por toda la muestra, debido a esto, en afios recientes se desarroll6
una variante de esta técnica que es la citologia en base liquida. En esta técnica, la
muestra que se obtiene de la paciente se introduce en su totalidad en un medio
liquido, fijando las células y evitando la degeneracion por aire. Toda la muestra es
colocada en un portaobjetos, tefiida y revisada por el citotecnélogo. Existen
diferentes marcas comerciales que venden los kits para este estudio como ThinPrep®
y Autocyte Prep® (Ricci 2004). Aunque su implementacion es mds costosa en el
laboratorio, si se han observado diferencias en los diagndsticos entre la citologia
convencional y la de base liquida. Cheung y colaboradores en 2003, presentaron un
estudio comparativo entre PAP convencional y tecnificado de base liquida. Para ello
compararon, los datos de 191,581 PAP convencionales con 190,667 PAP de base
liquida utilizando Thin Prep®. Con PAP de base liquida los resultados
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insatisfactorios, se redujeron de 0.48% de la citologia convencional a 0.32% de la

base liquida (Cheung et al. 2003).
5.5.3 Colposcopia

La colposcopia es un procedimiento médico que consiste en la observacion
microscopica del epitelio del cuello uterino, paredes vaginales y la entrada a la
vagina, que permite identificar lesiones precancerosas con gran precision. El
colposcopio es una especie de microscopio o lente de aumento que permite visualizar
a mayor tamafo los tejidos y que sirve para detectar lesiones tanto benignas como
malignas, ademds de que permite realizar con mayor exactitud y seguridad la prueba
de Papanicolaou o toma de biopsias ante la presencia de lesiones sospechosas en el

cuello uterino (Prendiville y Davies 2004, Leal-Garza y Cortés-Gutiérrez 1996).

5.5.4 Inspeccion visual con acido acético y lugol

La inspeccion visual a simple vista del cuello uterino tras la aplicacién de 4cido
acético al 5% (IVA) y/o solucion de yodoyodurada de Lugol (IVL), son pruebas
sencillas para detectar las lesiones cervicales precancerosas tempranas y el cancer
invasor temprano. Son técnicas que siguen empledndose en los consultorios de
ginecologia y displasias ya que son procedimientos rdpidos y no invasivos. La IVA
consiste en que durante la revision ginecoldgica, se aplica en el cérvix de la paciente,
una solucidn de 5% de é4cido acético en dreas que el médico considera sospechosas
de lesion (Lopez-Saavedra 2006, Cortés-Gutiérrez 2002). Cuando las areas de tifien
de blanco, se consideran positivas para lesiones intraepiteliales. Se cree que el acido
acético al 5% causa una coagulacién o una precipitacion reversible de las proteinas
celulares. Si el epitelio contiene muchas proteinas celulares, el acido acético coagula

estas proteinas que puedan opacar el color del estroma (Prendiville y Davies 2004).

La IVL corresponde a la prueba de Schiller al yodo que se empleaba en los afios
1930 y 1940 para detectar las neoplasias cervicales. Al contrario del dcido acético, al
aplicar yodo las lesiones cancerosas positivas son aquellas que son yodo-negativas
después de aplicar lugol, pues el epitelio de la NIC contiene escaso o ningun

glucégeno, el yodo es glucofilico y, en consecuencia, la aplicacion de una soluciéon
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yodada da lugar a la captacion de yodo por los epitelios que contienen glucégeno

(Prendiville y Davies 2004).

5.5.5 Biopsia

El diagnéstico final de NIC se establece por examen histopatolégico de una biopsia
cervical con sacabocados o una muestra de escision, es la prueba gold standard para
el diagndstico de CaCU. Se observan las caracteristicas histoldgicas de
diferenciacion, maduracion y estratificacion de las células y de las anomalias de los
nucleos. Para clasificar la NIC se observa la proporcién del espesor epitelial que
presenta células maduras y diferenciadas. Los grados mas avanzados de NIC suelen
tener una mayor proporcion del espesor epitelial con células indiferenciadas y solo
una delgada capa superficial de células maduras, diferenciadas. Al realizar el
diagndstico se evalian anomalias nucleares como la dilatacién, la mayor relacién
nucleo/citoplasma, la hipercromasia, el polimorfismo y la variaciéon del tamafio
nuclear (anisocariosis). A menudo existe una fuerte correlacion entre la proporcion
del epitelio que presenta maduracién y el grado de anomalia nuclear. Las figuras
mitéticas de las células en division son poco frecuentes en el epitelio normal vy,
cuando existen, se ven solo en la capa parabasal. Conforme se incrementa la
gravedad de la NIC aumenta el niimero de figuras mitéticas, que pueden verse en las
capas epiteliales superficiales. Cuanto menos diferenciado es un epitelio, mas alto es
el nivel en que pueden verse figuras mitéticas. Las configuraciones anormales de las
figuras mitdticas también se tienen en cuenta al establecer el diagndstico final

(Richart 1990).

En la NIC 1 existe buena maduracion, con minimas anomalias nucleares y pocas
figuras mitdticas. Las células indiferenciadas se encuentran en las capas epiteliales
mds profundas (tercio inferior). Se observan figuras mitéticas, pero no muchas.
Pueden verse cambios citopaticos debidos a la infeccién por el VPH en todo el
espesor del epitelio. La NIC 2 se caracteriza por cambios celulares displésicos
restringidos sobre todo a la mitad o los dos tercios inferiores del epitelio, con
anomalias nucleares mds marcadas que en la NIC 1. Pueden verse figuras mitéticas
en toda la mitad inferior del epitelio. En la NIC 3, la diferenciacién y la

estratificacion pueden faltar por completo o existir solo en el cuarto superficial del
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epitelio, con abundantes figuras mitéticas. Las anomalias nucleares aparecen en todo

el espesor del epitelio (Richart 1990).
5.6 Otras metodologias diagnosticas para VPH

Existen diferentes métodos de laboratorio para deteccion del VPH. Estas
metodologias son utilizadas en muestras que se obtienen de las pacientes en las
revisiones clinicas. Entre ellas estan: La hibridacién in situ fluorescente (FISH), la
captura de hibridos, Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR o RCP), hibridacién
reversa, etc, que son técnicas que nos ayudan a determinar la presencia o ausencia

del VPH, asi como determinar el genotipo del virus, la carga viral, ente otras.
5.6.1 Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

La hibridacion in situ fluorescente (FISH por sus siglas en inglés), consiste en aplicar
sondas de DNA complementarias a la secuencia que se desea estudiar marcadas con
fluorescencia, que permitan su posterior visualizaciéon sobre un corte del tejido
problema o sobre una extension citoldgica. Requiere de equipo especializado como
microscopio de fluorescencia e hibridador para llevarse a cabo, ademds de personal
capacitado en el area. Existen algunas sondas para VPH comerciales que pueden
utilizarse, sin embargo, estdn bajo categoria de investigacidon y atin no se emplean
como diagnéstico. Ademds con esta prueba solo podriamos evaluar la presencia o
ausencia del virus pero no la progresion de la enfermedad (Leal-Garza et al. 1996,

Cortés-Gutiérrez et al. 2013).

5.6.2 Captura de hibridos

La captura de hibridos es una técnica en la que se utilizan sondas de RNA capaces
de detectar varios tipos de VPH. Cuando la muestra presenta infeccién virica se
produce un hibrido RNA-DNA que es capturado por un anticuerpo especifico contra
hibridos y detectado mediante una reaccion tipo ELISA que utiliza un compuesto
quimioluminiscente para revelar la reaccion y que proporciona incluso informacion
sobre la cantidad de DNA viral presente en la muestra, que parece tener relacion con
la presencia de lesiones de alto grado. La técnica dispone de dos sondas: una para
virus de bajo riesgo y otra para virus de alto riesgo, aunque una préctica habitual

consiste en aplicar Unicamente la sonda para deteccion de virus de alto riesgo, con lo
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cual se reducen notablemente los costos. Se detectan cinco virus de bajo riesgo (6,
11, 42, 43, 44) y 13 tipos de riesgo alto o intermedio (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 68). La captura de hibridos es la tinica aprobada por la FDA (Food
and Drug Administration) de los Estados Unidos. Se requiere de equipo sofisticado y

personal capacitado en el drea (Chacdna et al. 2006).
5.6.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR punto final)

La reaccién en cadena de la polimerasa (RCP o PCR por sus siglas en inglés) es una
técnica de biologia molecular cuyo objetivo es obtener un gran ndmero de copias de
un fragmento de DNA particular, partiendo de un minimo; en teoria basta partir de
una unica copia de ese fragmento original, o molde. Tiene gran sensibilidad y esta
depende de varios factores como los cebadores utilizados, la longitud del fragmento
de DNA a amplificar, la sensibilidad del método de deteccién, etc. También depende
de la calidad de la muestra cervical, esta no debe de contener sustancias que puedan
inhibir la polimerasa. La PCR detecta la presencia del virus e identifica el genotipo
exacto del virus, pero no puede predecir la progresion que tendrd la enfermedad.
Existen multiples juegos de cebadores que se pueden utilizar como el MY09-MY11,
GP5-GP6, SPF10, dependiendo el tamaio de la region que se desee amplificar y el
tipo de muestra a analizar. También existen kits como el VPH fast®, Gendmica, S.A.
que facilitan la realizacién de la prueba (Chacona et al. 2006). Al igual que las
metodologias anteriores requiere de equipo sofisticado con el cual no cuentan todos

los laboratorios de diagndstico y personal capacitado en el 4rea.
5.6.4 PCR en tiempo real (Q-PCR)

La PCR en tiempo real o PCR cuantitativa (en inglés Q-PCR: quantitative
polymerase chain reaction) es una variante de la PCR punto final solo que a la
mezcla de reaccién se le adiciona una sustancia marcada con un fluoréforo que se
una al producto amplificado o bien sondas fluorescentes que son detectados con un
termociclador especial que cuenta con sensores para medir fluorescencia. Esta
medicién, se realiza luego de cada ciclo de amplificacién y esto permite conocer la
cantidad de DNA sintetizado en cada momento, los resultados son generados en
grificas donde se representa la cantidad de DNA detectado por el ciclo de
amplificacion. Esta metodologia también puede usarse para cuantificar RNA. Existen

kit comerciales para detectar VPH como el HBRT-H14 de Hybribio ® que detecta 14
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tipos de VPH: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68 (Chacoéna et al.
2006).

5.6.5 Secuenciacion

La secuenciacion es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya finalidad es
la determinacién del orden de los nucledtidos en un fragmento o la totalidad del
acido nucleico. Existen equipos automatizados y Kits en el mercado para realizarlo de
manera comercial, sin embargo, su costo es alto para sugerirse como método
diagnéstico. Tiene algunas ventajas como su gran sensibilidad y especificidad, se
pueden detectar virus de alto y bajo riesgo y es recomendable como un método de
monitoreo en pacientes tratadas ya que nos indica el tipo viral y se puede determinar
si hay recurrencia o si se trata de una nueva infeccion. Sin embargo, no pueden
detectarse co-infecciones, las cuales tienen una alta prevalencia en nuestra poblacién
y no es recomendable como método de tamizaje debido a su alto costo. No es una
técnica cuantitativa de manera que no se puede establecer una carga viral, ni siquiera

de manera relativa, para conocer el nivel de la infeccion.
5.6.6 Genotipificacion del VPH

Existen kits en el mercado que nos ayudan a conocer el genotipo especifico del virus,
se basan en realizar una amplificacion de una secuencia especifica del VPH por PCR
para su posterior deteccion. Uno de ellos es el kit de Extra INNO-LiPA HPV®
Innogenetics el cual se basa en el principio de hibridacién reversa. Primero se
amplifican fragmentos de la region L1 del VPH usando cebadores SPF10 de los tipos
virales mds comunes de alto y bajo grado para su posterior hibridacién en sondas
inmovilizadas como lineas paralelas sobre tiras de membrana. Después de la
hibridacién y lavado se afiade fosfatasa, que se une a cualquier hibrido formado
biotinilado previamente. La incubacién con el cromdgeno se obtiene un precipitado
de color purpura y los resultados pueden interpretarse visualmente o utilizando el
software HPV LiRAS® para LiPA. Con este kit se detectan hasta 28 genotipos
diferentes de VPH (Inserto INNO-LiPA). Otro kit también comercial es el LINEAR
ARRAY® HPV Genotyping Test con el que se detectan 37 tipos virales (Inserto

Linear Array).

5.7 Tratamiento
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El tratamiento de la paciente con CaCU, depender4 a la etapa de desarrollo en la que
se encuentre la neoplasia. Existen varias opciones que pueden emplearse de manera

sencilla o combinada con otras terapias.
5.7.1 Cirugia

En las etapas tempranas del CaCU, el tratamiento ideal es el quirdrgico. Los
tratamientos varian desde la conizacidn cervical hasta la histerectomia, como
resultado se obtiene una curacién del 99 al 100%. En el caso de las pacientes a
quienes se les realiza histerectomia radical el porcentaje de curacion llega a ser de
85% a 90%. Aqui se incluye la criocirugia que se utiliza para eliminar las células
cancerosas congeldndolas con una sonda de metal enfriada con nitrogeno liquido

(Richart 1990).
5.7.2 Conizacion

Es un procedimiento terapéutico-diagndstico mediante el cual se practica en el cuello
uterino una incisién en forma de cono, para que sea estudiada por anatomia
patoldgica para corroborar el diagndstico clinico de la paciente. La conizacién
también se puede utilizar como opcidn de tratamiento ya que con esto se eliminan las

regiones en las que el médico observa directamente la lesion.

5.7.3 Radioterapia

Es un tratamiento médico de algunas enfermedades que consiste en la utilizacion y la
aplicacion de todo tipo de rayos, especialmente los rayos X. Se aplican de 45-50 Gy
a pelvis total dependiendo del tamafio del tumor y de si existe o no ganglios
positivos. La frecuencia y dosis depende del diagnodstico de la paciente y si existe o
no metdstasis a otros organos. La radioterapia postoperatoria se reserva para aquellas

pacientes en riesgo intermedio o alto.
5.7.4 Quimioterapia

Es otro tratamiento médico que consiste en la aplicacion de sustancias quimicas al
organismo. Es muy empleado en cdncer sobre todo cuando hay metdstasis. Puede
emplearse un solo quimico o combinados como por ejemplo: Cisplatino: 50 mg/m?,
mas paclitaxel 170-175 mg/rn2 cada 21 dias por seis ciclos. El tipo de medicamento

utilizado y el nimero de ciclos dependera del diagndstico de cada paciente.
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5.8 Prevalencia, Regresion y Persistencia

La prevalencia de infeccion por VPH en el mundo va de un 2-44% (Bosh y de
Sanjose 2003) y es mds alta en mujeres jovenes, decayendo conforme aumenta la
edad (Schiffman 1992). Ademads la incidencia de la infeccién con tipos virales
oncogénicos parece ser mds alta que aquella con tipos virales no oncogénicos
(Franco et al. 1999, Giuliano et al. 2002). La mayoria de las lesiones leves o
moderadas revierten espontaneamente en pacientes inmunocompetentes (Holowaty et
al. 1999). Se sabe que mds del 70% de las adolescentes sexualmente activas y
mujeres jovenes adquieren una infeccién por VPH. Sin embargo, la mayoria son
transitorias y solo cerca del 25% desarrollan una LIE-BG. Después, solo del 20 a
40% de estas progresardn a lesiones intraepiteliales de alto grado LIE-AG. Esto
significa que aquellas mujeres que en alguna ocasion adquieren un VPH, solo el 5 o
10% de ellas desarrollardn una LIE-AG, mientras que cerca del 90% de las mujeres
infectadas no mostrarén evidencia alguna del tipo viral adquirido después de 12 a 36
meses (Hildesheim et al. 1994, Ho et al. 1998). Sin embargo, en aquellas pacientes
con deficiencia inmune, heredada o inducida farmacolégicamente, hay una fuerte
tendencia para que la infeccion persista y malignice en caso de infecciéon con VPH de
alto riesgo. Si el virus permanece en forma latente, una mujer que parece haber
tenido una regresion de su infeccion entre sus visitas de seguimiento estaria atin en
riesgo de desarrollar alguna lesién asociada al VPH, fendmeno que se conoce como
persistencia. Se ha encontrado que la infeccién con miltiples tipos virales de VPH
estd asociada con este fendmeno (Muifioz et al. 2003). Reportes anteriores sugieren
que la infeccién multiple estd asociada con un mayor riesgo de progresion de la
enfermedad (Bachtiary et al. 2002). No estd claro si esto es debido a la
susceptibilidad del hospedero, la interaccién entre los virus o la probabilidad de

progresion independiente en cada tipo viral.
5.9 Virus del Papiloma Humano

El VPH pertenece a la familia Papilomaviridae (de Villiers et al. 2004), estdn
ampliamente distribuidos en la naturaleza e infectan especificamente epitelio
escamoso en mas de 20 especies de mamiferos, aves y reptiles. Mas de 40 tipos de
VPH pueden transmitirse facilmente por contacto sexual directo, de la piel y de las

membranas mucosas de personas infectadas a la piel y a las membranas mucosas de
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sus parejas. Pueden transmitirse por contacto sexual vaginal, anal y oral. Otros tipos
de VPH como el 6 y 11 son responsables de verrugas genitales (Prendiville y Davies

2004).

5.9.1 Clasificacion de los virus

Los VPH con capacidad para infectar las mucosas del aparato genital se han
clasificado en dos grupos, segin el riesgo de producir céncer: Los VPH de bajo
riesgo (VPH-BR), no causan céncer, pero pueden causar verrugas en la piel,
genitales, ano, boca y/o garganta. Son virus de bajo riesgo los genotipos 6, 11, 40,
42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81. Los tipos 6 y 11 de VPH causan 90% de todas las
verrugas genitales y papilomatosis respiratoria recurrente, una enfermedad que es
menos comun en la que tumores benignos crecen en las vias respiratorias que van de

la nariz y la boca a los pulmones (Prendiville y Davies 2004).

Los VPH de alto riesgo (VPH-AR), son los genotipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82. Estan relacionados con proliferaciones epiteliales en las
superficies cutdneas y mucosas, que en caso de tornarse persistentes o repetitivas
pueden desencadenar la formacién de lesiones de tipo maligno causando céncer
cervical, de pene, buco-faringeo, anal, entre otros. E1 VPH-16 es el tipo de alto riesgo
mas comun encontrado en casi la mitad de todos los canceres de cuello uterino
(Prendiville y Davies 2004). A nivel mundial, los cinco VPH mds frecuentes son los
genotipos 16, 18, 51, 52 y 58. Estudios epidemioldgicos han demostrado que en
Europa los genotipos de VPH mas comunes son el 16, 18, 31, 33 y 58 (Castafio
2012) y en poblacion mexicana son el 16, 31, 33, 51 (Aguilar-Lemanrroy et al.
2015). Existen otros tres genotipos: 26, 53 y 66, que se han clasificado como de

probable alto riesgo (Castafio 2012).

5.9.2 Biologia molecular del VPH

La particula viral del VPH tiene una cédpside de 72 capsémeros (60 hexdmeros y 12
pentdmeros) con un didmetro aproximado de 55 nm. Los capsémeros estdn hechos
por dos proteinas estructurales L1 en mayor proporcion y L2. EL. VPH es
relativamente estable y debido a que no tiene envoltura, permanece infeccioso en un
ambiente himedo por meses. Su genoma consiste en una molécula de DNA circular
de doble cadena de aproximadamente 8 kb. Se divide en 3 regiones: Region larga de
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control LCR que no contiene marco de lectura, la regiéon que corresponde a las
proteinas tempranas (E1 a E8) y las proteinas tardias (L1 y L2) (Lopez-Saavedra y
Lizano-Soberén 2006) (Figura 3).
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Figura 3. Genoma del VPH. Es una molécula de DNA circular de doble cadena dividida en 3
regiones: LCR, Regién temprana que contiene los genes E1 a E6 y Regidn tardia que contiene los

genes L1 y L2. Modificado de Lépez-Saavedra y Lizano-Soberén 2006.
5.9.3 Region larga de control (LCR)

La regién larga de control es un segmento genémico que tiene mdltiples elementos
de respuesta en cis que gobiernan la expresion génica y la replicacion viral. El
tamafio varfa segun el tipo viral. La LCR puede dividirse en 3 partes: el promotor
temprano, el amplificador o “enhancer”, de alrededor de 230 pb y la region maés
alejada del 5°. Numerosos factores, celulares y virales, interaccionan con esta region
como por ejemplo: las proteinas virales E1 y E2, modulan la actividad
transcripcional y la replicacion del virus; componentes de la maquinaria basal de
transcripcion como SP1 y TBP; receptores de glucocorticoides que modulan
positivamente la transcripcion, asi como otros factores que parecen intervenir en la
especificidad por el tejido como KRF, Skn — la/i, TEF, AP1, etc. (Bouallaga y
Thierry 1999). Los VPH infectan solo a los tejidos epiteliales de la piel y mucosas,
fijdAndose primero a proteinas como integrina a-6 y heparan—sulfato (Evander et al.

1997, Giroglou et al. 2001, Yoon et al. 2001). El promotor temprano, responsable de
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la transcripcién de los oncogenes virales, es activo en células de tejido de céncer
cervical o en los queratinocitos de la piel. Sin embargo, no es activo en las células
epiteliales del higado (HepG2) o del seno (MCF7). Esta especificidad por el tejido,
no muy comun en muchos virus, corresponde al amplificador transcripcional o
“enhancer”. Se conocen diversos factores proteicos de las células epiteliales
asociados a la actividad transcripcional del promotor, que pertenecen a familias de
proteinas cuyos miembros se hallan en diferentes cantidades en los diferentes tipos
celulares (Thierry et al. 1992, Bouallaga et al. 2000, Buta et al. 1993, Morris et al.
1993, Hoppe-Seyler et al. 1991, Apt et al. 1993). El complejo proteico que se
ensambla en el “enhancer”, conocido como el “enhanceosoma’, interacciona con
las proteinas del aparato basal de transcripcion, que se unen en la regién promotora
hacia el extremo 3’ del LCR, aumentando de esta manera la actividad transcripcional
del promotor y por ende la expresion de los genes tempranos (Bauknecht et al. 1995,

Dong et al. 1994, May et al. 1994).
5.9.4 Proteina E6

Esta proteina de casi 150 aminoécidos con un peso molecular de 16 a 18 kDa es
sintetizada por el gen E6, de aproximadamente 450 a 500 pb. La proteina tiene un
potencial oncogénico débil en algunas lineas celulares y coopera con E7 para la plena
capacidad transformante e inmortalizante. E6 es de las que se expresan muy
tempranamente durante una infeccién por VPH. Esto le confiere varias funciones que
alteran el ambiente celular, como por ejemplo el bloqueo de la apoptosis mediante la
degradacion de p53, la alteracion de la transcripcion de genes celulares a través de la
interaccion con p300 y CBP, e incremento de la vida celular por la sobre activacion
de la telomerasa. La accion clave de E6 de los VPH de alto riesgo (E6 — AR) es
inhibir la funcién de p53, una proteina supresora de tumores, mediante su
degradacion por la via de la ubiquitina (Hengsterman et al. 2001, Mantovani et al.
2001). Para ello E6 requiere a la proteina celular asociada a E6 (E6-AP). Esta
proteina reemplaza a mdm2, que en células normales no infectadas es quien degrada
a p53 (Figura 4). Este cambio reduce draméaticamente la vida media de p53 (desde 3
horas hasta 20 minutos) y el nivel de proteina en las células de CaCU a menos de la
mitad del nivel presente en las células normales. La mayoria de las proteinas E6 de
los VPH de bajo riesgo (E6 — BR) no se unen a p53 o lo hacen débilmente y no lo

degradan. E6 también puede retener a p53 en el citoplasma bloqueando su
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translocaciéon al nucleo y asi inhibiendo su funcién independientemente de su
degradacion (Mantovani y Banks 1999). En consecuencia E6 inhibe la capacidad de
pS3 para activar o reprimir la transcripcion de sus genes blanco. E6 puede superar la
apoptosis dependiente e independiente de p53. Con respecto a esto dltimo, se ha visto
que E6 interactia con Bak, una proteina proapoptdtica que se expresa en altos
niveles en las capas superiores del epitelio en diferenciacion (Krajewski et al. 1996).
El incremento de p53, que se daria por la proliferacién inducida por el VPH, asi
como la consecuente induccién de apoptosis, probablemente mataria a una célula
infectada por VPH antes de que la replicaciéon de este ocurriera. Por tanto, la
modulacién de los niveles de p53 por parte de E6 es importante para una infeccién
productiva. En la figura 4, se resume la interaccion de E6 con otras proteinas
celulares, que se ha establecido gracias a nuevos estudios en el tema, asi como las
posibles consecuencias funcionales que le puede acarrear a la célula (Munger et al.

2001).
5.9.5 Proteina E7

La proteina E7 de aproximadamente 100 aminodcidos con un peso molecular de 10
kDa, es codificada por el gen E7, de aproximadamente 300 a 320 pb. E7 tiene la
mayor capacidad transformante y actia mediante la unién a proteinas celulares
supresoras de tumores de la familia pRB, que a su vez interactian con factores de
transcripciéon de la familia E2F. La familia pRB controla la replicacién celular
(Boyer et al. 1996). La unién de E7 a la forma activa de pRB conduce a la liberacién
de los factores de transcripcion E2F independientemente de la presencia de factores
de crecimiento externos, lo que promueve el progreso de la fase S del ciclo celular y
por tanto la replicacion celular (Figura 4) (Munger et al. 2001). E7 también se asocia
con otras proteinas tales como desacetilasas de histonas, AP1 e inhibidores de los
complejos CDK, como p21 y p27. Como resultado de la liberacion de E2F se expresa
ciclina E, importante para el progreso de la fase S. Estas interacciones inducen
multiples respuestas celulares, incluyendo la estabilizacién de p53 que normalmente
contrarrestaria esta replicacion celular, anormalmente estimulada, mediante el
incremento de la apoptosis. Sin embargo la proteina E6 — AR degrada a p53 y por
tanto bloquea esta respuesta celular. En la figura 4 se resume la interaccién de E7
con otras proteinas celulares y las posibles consecuencias funcionales que le puede

acarrear a la célula (Munger et al. 2001).
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Figura 4. Interaccion de E6 y E7 en el ciclo celular. (Tomada de Lépez-Saavedra y Lizano-Soberén

2006).

5.9.6 Proteinas L1y L2

La proteina L2, de 43 a 53 kDa, es la minoritaria de la cdpside viral, que como L1, se
produce en células que expresan E4 (Doorbar et al. 1997). La proteina mayoritaria
L1, de 57 kDa y que conforma cerca del 80 % de la cépside, se expresa después de
L2. La cdpside contiene 360 copias de L1 y aproximadamente 12 copias de L2,
organizados en 72 capsOmeros de una particula icosaedral. La proteina L2 se
acumula en estructuras nucleares conocidas como dominios oncogénicos de la
proteina de leucemia pro-monocitica (PML) durante el ensamble del virus y atrae a
L1 hacia estos dominios. Se ha sugerido que estos cuerpos PML son el sitio de la
replicacion del DNA viral (Day et al. 1998) y que las proteinas de la céapside se

acumulan en este sitio para facilitar el empaquetamiento.
5.10 Ciclo viral

5.10.1 Ingreso a la célula

Para que el VPH ingrese a las células se debe de llevar a cabo un micro-trauma en el
epitelio genital, probablemente durante la actividad sexual, en particular en la zona
de transformacion del epitelio cervical, esto permite la exposicion de las células
basales en activa proliferacion al VPH. Posteriormente ocurre la unién entre el
receptor de la célula basal con la proteina de la capside viral L1 a nivel de su extremo
carboxi terminal. Dicho receptor ha sido asociado estructuralmente con hepardn-

sulfato para los tipos virales 16 y 33 y con alfa-6-Integrina para VPH 6. Una vez
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unido el virus a la superficie celular, se produce su internalizacion al citoplasma de la
célula huésped, proceso que ha sido identificado como endocitosis (Rivera et al.
2006, Woodman et al. 2007). Se reconocen dos sistemas de internalizacién del virus;
el primero involucra un complejo proteico llamado Clatrina (Kirchhausen et al. 2000,
Day et al. 2003), utilizado por los tipos 16 y 18; el segundo, utiliza un grupo de
proteinas principalmente Caveolina, denominado endocitosis por caveolas, en el que
participa el VPH 31 (Anderson et al. 1993). Posterior a la endocitosis, existe
evidencia en modelos de infeccién por particulas virales tipo 11 y 16 que la cdpside
viral de 55 nm de didmetro experimenta degradacion en el citoplasma celular, a
través de un proceso de reducciéon quimica que dafia los puentes disulfuro que
estabilizan la cdpside, originando capsémeros y monomeros, los cuales son
transportados al nucleo junto a pequefios fragmentos del DNA viral, pudiendo
atravesar los poros nucleares de un didmetro aproximado a 39 nm, con ello el
genoma viral y las proteinas de la cdpside participarian en los procesos de
transcripcion génica, replicacion del DNA y maduracion de viriones. Es posible
definir una poblacién viral no productiva, localizado en el estrato basal, en la cual se
mantiene la replicaciéon del DNA viral en un nimero de copias bajo (30-50 copias
por célula infectada), en forma extracromosdémica, llamados episomas que se
estructuran en base a histonas y material genético (Figura 5). Se postula que durante
esta etapa se asegura que el DNA viral se distribuya difusamente por las células
basales proliferantes y que al mantener un ndmero reducido de copias se impediria la
activacion de la respuesta inmune (Li et al. 1998). Las células basales proliferantes
migran a los estratos parabasal y espinoso, amplificindose la expresion de genes
virales tempranos a través de la region no codificante (URR), los cuales permiten
producir DNA a cientos de copias por c€lula; ésta etapa en el ciclo viral es conocida

como la fase vegetante, proliferante o productiva (Ling Peh et al. 2002).
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Figura 5. Etapas de infeccion por el VPH. El virus infecta a las células de la membrana basal del
epitelio escamoso, para permanecer en estado episomal para posteriormente migrar a las células mas

superficiales donde puede o no integrarse al DNA celular. (Modificado de Woodman et al. 2007).
5.10.2 Mantenimiento del Genoma

Después de la infeccién y desensamble en las células basales y para mantener su
genoma episomal en bajo nimero de copias, se expresan las proteinas E1 y E2 que
ademds facilitan la segregacion correcta de los genomas durante la division celular
(Woodman et al. 2007, Wilson et al. 2002). En VPH 31, en lineas celulares
epiteliales, se ha visto que si hay una falla para expresar El, se pierde el estado
episomal y el genoma viral se integra al de la célula. La infeccion inicial es seguida
por una fase proliferativa que conduce al incremento del nimero de células basales
que contienen el genoma viral, 1o que puede requerir la expresion de las proteinas E6
y E7 que estimulan el progreso de la fase de ciclo celular G1 a S (Frattini et al.

1996).
5.10.3 Fase proliferativa

La expresion de E6 y E7, de un RNAm bicistrénico bajo el control del promotor
temprano en la LCR, evita que la célula basal interrumpa el ciclo celular una vez que
esta migra al estrato suprabasal del epitelio. Estas proteinas retardan la diferenciacion

celular y promueven la proliferacién mediante interacciones con proteinas celulares
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responsables del control del ciclo celular (Lopez-Saavedra 2006, Woodman et al.

2007).
5.10.4 Amplificacion del genoma y sintesis de los viriones

Para que se produzcan viriones infecciosos, los VPH deben amplificar su genoma y
empaquetarlo en la particula proteica. Esto ocurre en las capas superiores del
epitelio, en el estrato espinoso, donde aumenta la actividad transcripcional del
promotor tardio dependiente de la diferenciacién. Este promotor se encuentra en el
marco de lectura del gen E7 y promueve la transcripcion de proteinas involucradas
en la replicaciéon del DNA viral, tales como El, E2, E4 y ES5, asi como las
constituyentes de la cdpside, L1 y L2. Para la replicacion viral se necesita que E2 se
una a la LCR y que promueva la unién de E1 en el sitio de origen de la replicacion
viral. El ensamble de las particulas virales ocurre en el estrato granuloso del epitelio
y eventualmente las células infectadas se descaman de la capa superior de este. El
virus es estable extracelularmente ya que es resistente a la desecacion y puede ser
transmitido directamente a otros individuos. Alternativamente las células infectadas
permanecen en el ambiente antes de que el virus sea transmitido a una nueva
superficie epitelial, como ocurre en virus que infectan superficies cutdneas. E1 VPH
no es litico y se ha sugerido que la proteina E4 contribuye al egreso del virus de las
capas superiores del epitelio mediante el rompimiento de los complejos de

citoqueratina (Lépez-Saavedra 2006, Doorbar et al. 1991).
5.11 Inmunologia

El VPH depende de la diferenciaciéon de las células epiteliales para completar su
ciclo de vida. Los virus se han adaptado a multiples mecanismos para evadir la
respuesta inmune del hospedero. Esto incluye la expresion de proteinas virales a altos
niveles solo en las capas superiores del epitelio donde la vigilancia inmune es
limitada y la liberacién no litica de los viriones sin viremia significativa. La
infeccion persistente con el VPH conduce a un ambiente de inestabilidad gendmica y
supresion inmune local, que puede llevar tanto a la acumulacién de alteraciones
genOmicas en la célula huésped, asi como a la integracién del genoma viral en el
genoma huésped. Cuando estas alteraciones adicionales proporcionan una ventaja de
crecimiento selectivo a la célula, la carcinogénesis puede sobrevenir. Estudios

recientes de secuenciacion del genoma/exoma y el andlisis de metilaciéon, han
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descrito alteraciones gendmicas y epigendmicas de canceres asociados al VPH. Estos
estudios exhaustivos han generado informacién novedosa acerca de cémo la
integraciéon de VPH puede conducir inestabilidad gendémica y la progresiéon de la
infeccién viral con el cdncer, asi como aberraciones gendmicas resaltados que
pueden ser objeto de orientacion en el tratamiento de los cénceres asociados al VPH

(Rusan et al. 2015).
5.12 Prevencion

La FDA ha aprobado tres vacunas para la prevencion de la infeccion por VPH, las
cuales contienen particulas semejantes al virus (VLP) formadas por proteinas de la
capside pero que carecen del DNA viral, por lo que no son infecciosas. Se ha
descubierto que las VLP son muy inmunogénicas, lo que significa que ellas causan
una gran producciéon de anticuerpos, esto hace que las vacunas sean altamente
eficaces (FDA HPV vaccinies disponible en web, Zhou et al. 1991, Kinbauer et al.
1992, Koutsky et al. 2002).

Las vacunas aprobadas son: Gardasil® (Merck & Co), Gardasil 9 ® (Merck & Co)

(www.gardasil.com) y Cervarix® (GlaxoSmithKline)

(www.glaxosmithkline/cervarix) . Las tres vacunas previenen las infecciones por los

VPH 16 y 18 de alto riesgo y que causan cerca de 70% de los canceres de cuello
uterino. Gardasil® es una vacuna cuadrivalente ya que protege contra la infeccion de
cuatro tipos de VPH: 16, 18, 6 y 11. Los tipos 6 y 11 de VPH causan 90% de las
verrugas genitales. Contiene 40 microgramos de VLP de los tipos 11 y 16, y 20
microgramos de los tipos 6 y 18 con el adyuvante hidroxifosfato sulfato de aluminio
amorfo (225 pg). Gardasil 9® previene la infeccién de los tipos 16, 18, 6 y 11
ademds de otros cinco tipos de VPH de alto riesgo (31, 33, 45, 52 y 58) por lo que se
dice vacuna nonavalente. Tanto Gardasil® como Gardsil 9 ® estdn aprobadas para su
uso en hombres y mujeres entre 9 y 26 anos de edad. Cervarix®, es una vacuna
bivalente que se dirige a dos tipos de VPH 16 y 18. Contiene 20 pg de cada VLP mas
el adyuvante AS0O4 que es un lipido monofosforilado (MPL 500 ug) e hidréxido de
aluminio (50 pg). Las tres vacunas se administran en una serie de tres inyecciones en
tejido muscular por un periodo de 6 meses (Lineamientos para la aplicacion de las
vacunas de VPH en México, SS). Las vacunas actuales contra el VPH actian como

otras vacunaciones para proteger contra infecciones virales, estimulando al cuerpo
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para que produzca anticuerpos contra el virus. Hasta la fecha, se ha establecido que
la proteccion contra los tipos de VPH a los que estdn dirigidas dura por lo menos 8
afios con Gardasil® y al menos 9 afios con Cervarix®. No se conoce todavia la
duracién de proteccidon con Gardasil 9®. Los estudios de larga duracién que estdn
todavia en curso sobre la eficacia de las vacunas ayudardn a los cientificos a
comprender mejor la duracion total de la proteccién. En nuestro pais la vacunacién
inici6 en el afio 2006 y atn no se conocen resultados (Lineamientos para la

aplicacion de las vacunas de VPH en México, SS).
5.13 Inestabilidad Cromosomica

Se ha observado que ademds de la infeccion por el VPH existe otro factor
determinante para que el CaCU pueda manifestarse, este factor es la inestabilidad
cromosOmica (Cortés-Gutiérrez et al. 2013). Este concepto se refiere a cambios en el
genoma que pueden ser manifestados de diversas maneras a diferentes niveles, por
ejemplo, a nivel cromosémico puede observarse formacién de microntcleos,
aumento en el nimero de intercambio de cromadtides hermanas, aneuploidias
cromosOmicas, alteraciones estructurales de los cromosomas, etc. A nivel génico lo
podemos observar como activacion de oncogenes, pérdida de genes tumor supresor,
generacion de proteinas de fusion, etc., los cuales individualmente o en conjunto

promueven a la progresion del tumor (Stephens et al. 2011, Rusan et al. 2015).

En el caso del CaCU, se describi6 que existen alteraciones en diferentes
cromosomas, utilizando técnicas de citogenética habitual en pacientes con céncer
cérvico uterino. El cromosoma 1, al igual que en otros tipos de cdnceres, es el
cromosoma que mds frecuentemente se observa con multiples rearreglos
aproximadamente en el 60% de los tumores. Los cambios incluyen pérdidas de
brazos cortos y ganancias en brazos largos, isocromosomas, duplicaciones o
translocaciones de brazos largos. Se ha observado que los pacientes con alteraciones
en el cromosoma 1 tenian menor tiempo de supervivencia que los pacientes que
tenian alteraciones en el cromosoma 6 y el cromosoma 11. Utilizando la técnica de
FISH, se encontraron aneuploidias del cromosoma 1 en extendidos de raspado

cervical de pacientes con CaCU (Atkin 1996).

Sreekantaiah y colaboradores en 1988, reportaron alteraciones en el cromosoma 1 en

pacientes con carcinoma cervical, siendo la alteracion mas frecuente las deleciones
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en 1q32 en el 41% de los casos. Las inversiones en 30 casos y la mds comun es
aquella que involucra las bandas 1p36 y 1q32 (Bagchi y Mills 2008). En el caso de
las duplicaciones, se observaron en 5 casos e involucraban segmentos variables del
brazo largo. También se observaron isocromosomas del brazo corto del cromosoma
1 en 20 casos y del brazo largo en 34 casos. En 42 casos se observaron
translocaciones involucrando los cromosomas 2, 3, 4, 5, 6, 10, 13, 14, 15, 16, 17 y 18

con puntos de ruptura variables (Sreekantaiah et al. 1988).

Bulten y colaboradores en 2002, encontraron una fuerte asociacién entre las
alteraciones numéricas del cromosoma 1 en pacientes con NIC con infeccion de VPH
de alto riesgo utilizando técnicas de FISH, PCR y ensayo de hibridacién (PCR-
LiPA). Encontraron disomia en todos los epitelios normales y en el 36% de NIC 1.
La tetrasomia fue encontrada en el 64% de NIC 1, 15% de NIC 2y 17% de NIC 3.
Se observo hipertetrasomia en el 77% de NIC 2, 83% de NIC 3 y en el 100% de los
canceres invasores. Los VPH de alto riesgo se encontraron en el 20%, 75% y 94% de
lesiones disomicas, tetrasomicas e hipertetrasémicas respectivamente (Bulten et al.

2002).

En el 2005 Cortes-Gutiérrez y colaboradores encontraron asociacion entre los
estadios del céncer cervical y la aneusomia del cromosoma 1 estudiando mujeres con
diferentes etapas de CaCU vy utilizando FISH con sondas centromérica especifica del
cromosoma 1. El VPH fue detectado por PCR y Polimorfismo en la Longitud de
Fragmentos de Restriccion (RFLP’s). Se determiné el OR (odds ratio) e intervalo de
confidencia (CI) para asociar la aneusomia con el diagndstico y entre la aneusomia,
se encontraron valores de OR de 2.00, 1.93, 6.12 y 8.53 entre NIC 1, NIC 2, NIC 3 y
cancer invasor respectivamente. EI OR fue de 0.78 para VPH de bajo riesgo y 1.87

para VPH de alto riesgo (Cortés-Gutiérrez et al. 2005).

Las alteraciones estructurales en el cromosoma 3 estdn presentes en el 26% de los
casos. Se han observado deleciones de brazos cortos y brazos largos. Se ha reportado
también pérdida de heterocigocidad de 3q particularmente de 3q24-3q28 (Atkin
1996, Fields et al. 2016).

El cromosoma 5 se encuentra involucrado en diferentes alteraciones cromosomicas
en el 77% de los carcinomas estudiados y la alteracion mds comin es el

isocromosoma de brazos largos del cromosoma 5 (Atkin 1996).
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En el caso del cromosoma 11 se han descrito alteraciones en 37% de los carcinomas
estudiados. Se observan deleciones, translocaciones, frecuentemente involucrando
brazos cortos del cromosoma 11. Se ha reportado pérdida de heterocigocidad de 11p
en el 42% de 43 tumores estudiados, por lo que se sugiere la presencia de un gen
tumor supresor. También en 11q13 estd el oncogen BCL-1 el cual tiene un papel
importante en el ciclo celular. En el caso del cromosoma 17 se encontraron
alteraciones en el 42% de los carcinomas analizados, como translocaciones de 17p e
isocromosomas de 17q. Es bien conocido que el gen TP53 localizado en 17p13

puede ser inactivado en carcinomas cervicales (Atkin 1996).

Mas recientemente y con el uso de otras metodologias, en el 2013, Cortés-Gutiérrez
y colaboradores estudiaron el dafio al DNA en secuencias especificas de 5pb del
cromosoma | en pacientes con neoplasia cervical utilizando la técnica de DBD-FISH
(DNA Breakage Detection-Hibridacion in sifu fluorescente). DBD-FISH es una
técnica relativamente reciente que permite la deteccion y cuantificacion de las
rupturas en el DNA célula por célula. La muestra celular se coloca dentro de una
capa de agarosa sobre un portaobjetos de vidrio, se eliminan las proteinas celulares y
se incuban brevemente en una solucion alcalina de que transforma las roturas del
DNA en sitios de cadena sencilla (ssDNA). Después del lavado y deshidrataciéon en
bafios de etanol, el microgel que contiene los nucleoides se colapsa y se seca,
permitiendo de este modo hibridar los ssDNA de la muestra con sondas especificas

marcadas con fluorescencia por la técnica de FISH (Cortés-Gutiérrez et al. 2005).

Las secuencias de DNA de 5 pb, son un tipo de secuencia de DNA satélite 3 en las
que se repite el pentdmero ATTCC, estas secuencias contienen un gran numero de
sitios labiles alcalinos que estdn correlacionados con el grado de progresion de la
neoplasia. Otro tipo de DNA satélite muy importante es el DNA alfoide 6 Satélite
alfa, en el que la secuencia repetida tiene un tamafio de 171 nucleétidos, y que forma

parte del DNA de los centromeros de los cromosomas humanos (Singh et al. 1988).

Cortés-Gutiérrez en el 2013, reportaron un alto grado de rupturas en las secuencias
de DNA especificas de 5pb del cromosoma 1 en pacientes con LIE-AG y bajo
numeros de rupturas en pacientes con LIE-BG, lo que sugiere que la progresion a
transformacién maligna involucra un incremento de inestabilidad en el cromosoma 1.

Estos resultados estin de acuerdo con estudios previos donde muestran una
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correlacidn positiva entre alteraciones numéricas y estructurales en el cromosoma 1y
los diferentes grados de lesiones. La presencia de esta inestabilidad de estas
secuencias puede alterar a organizaciéon de la eucromatina y el medio ambiente
nuclear después de la infeccién por el VPH lo que puede estar correlacionado con el

fenémeno de cromotripsis (Cortés-Gutiérrez et al. 2013).

Por otra parte, la prueba del cometa es otra metodologia para evaluar inestabilidad
cromosOmica, esta técnica evalia dafio del material genético célula por célula que es
causado por diferentes agentes. El dafo es representado por un aumento de
fragmentos del DNA que migran fuera de las células del nucleo bajo una forma
caracteristica similar a la cola de un cometa; estos fragmentos son generados por
rompimientos del DNA es muy similar a la técnica de DBD, con la adicién de la

electroforesis para la migracion de los fragmentos (Cortés-Gutiérrez et al. 2012).

El ensayo del cometa sobre condiciones alcalinas, fue introducido por Sing y
colaboradores en 1988, es ttil para la deteccion rdpida de rompimientos de cadenas
simples de DNA y de lesiones sitios ldbiles al dlcali, entrecruzamientos del DNA
(crosslinking) y en sitios de reparacion del DNA por escision en células in vivo e in
vitro en muestras celulares muy pequefias. Es una técnica aprobada por la FDA y es

utilizada para validacién de otros procedimientos.

Cortes-Gutiérrez y colaboradores en el afio 2012, realizaron un trabajo con pacientes
con diferentes estadios de CaCU y mujeres controles para evaluar la proporcion del
dafio simple y doble en el DNA utilizando técnica de cometa alcalino y neutro
respectivamente. En este trabajo se encontré un incremento significativo en el dafio
global al DNA, tanto dafio simple (ssb) como dafo doble (dsb). En las pacientes con
LIE-AG se encontraron valores de 48.90 + 12.87 y 23.50 + 13.91, en LIE-BG 33.60
+14.96y 11.20 £5.71 y en controles 21.70 + 11.87 y 5.30 + 5.38 respectivamente.
El coeficiente de correlacion de Pearson revel6 una fuerte relacion entre los niveles
de ssb y dsb (2 = 0.99, P = 0.03, y r2 = 0.94, P = 0.16) respectivamente y la
progresion a neoplasia. El incremento del dafio doble fue confirmado por DNA
breakage detection-FISH (DBD-FISH) sobre cometa neutro. Estos resultados

sugieren inestabilidad en mujeres con neoplasia cervical lo cual estd fuertemente
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relacionado con la alta proporcion de dafio doble en el DNA (Cortés-Gutiérrez et al.

2012).

5.14 Cromotripsis

Cromotripsis (Chromothripsis ; Chromo: cromosoma, y thripsis: destrozado en
piezas) es un fendmeno que propone que en una sola regién cromosOmica pueden
ocurrir décimas o cientos de rearreglos cromosémicos a partir de un solo evento
catastréfico seguido por un pegado de las piezas al azar en zonas de microhomologia
lo que da lugar a la formacion de cromosomas derivativos (Figura 6). Existen pocos
reportes de trabajos sobre cromotripsis el primero reportado fue por Stephens y
colaboradores en el 2011 estudiando 746 lineas celulares de cancer. Encontr6é que 18

de esas lineas celulares presentaban sefiales de cromotripsis (Stephens et al. 2011).

Magrangeas y colaboradores en el 2011, confirman la presencia de cromotripsis en
mieloma multiple y sugieren que podria estar asociada a pobre prondstico del
paciente. Raush y colaboradores en 2012 examind el nimero de copias de 311
muestras de pacientes con leucemia mielocitica aguda (LMA) y encontré significante

asociacion entre cromotripsis y pobre prondstico (Magrangeas et al. 2011).

Existe evidencia en multiples lineas celulares que soportan el modelo de un solo
evento contra el sistema progresivo. Primero: el numero de estados después de la
cromotripsis es de dos estados. Bajo un modelo progresivo el nimero de estados
deberia de incrementarse durante la acumulacién de los rearreglos. Segundo: Las
regiones con alto nimero de copias retienen la heterocigocidad después de la
cromotripsis. Sin embargo, bajo un modelo progresivo una delecién que ocurra
tempranamente eliminaria el estado heterocigoto. Tercero: bajo un modelo
progresivo se espera que haya una distribucién al azar de los rearreglos, en contraste
con la cromotripsis en el cual los rearreglos estdn en un solo sitio, lo que sugiere una

localizacion espacial, sugiriendo un solo evento catastrofico (Stephens et al. 2011).
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Estimulo/Estrés %

Rupturasde DNA YV V'V VYV Vv VW
v de doble cadena [
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Cromotripsis - -
Cromosomas alterados - - Reglqnes
- perdidas
4/ ¥
Punto de Ruptura GACGTGCATGCTAT Original Positivo
Unién GACGTGCATTTCAG Unidnnueva

GCGCATCATTTCAG Original Negativa

Figura 6. Mecanismo del fenémeno de cromotripsis. Un estimulo o estrés impacta a un cromosoma
normal, esto hace que haya rupturas de doble cadena en la molécula de DNA con el posterior pegado
de los fragmentos en zonas de micro-homologia en diferente orden con o sin pérdida de regiones, lo
que da lugar a la formacién de cromosomas derivativos, diferentes al cromosoma original (Modificado

de Stephens et al. 2012).

Rausch y colaboradores en 2012, revelaron una asociacion entre mutaciones en TP53
y cromotripsis en células germinales y sométicas en un paciente con Sindrome de Li-
Fraumeni (LFS) y Sonic-Hedgehog (SHH-MB), y encontraron una firma de
cromotripsis (Rausch et al. 2012). Dos estudios recientes sugieren que la
cromotripsis puede contribuir también a variaciones estructurales en la linea
germinal, lo que sugiere que los eventos catastréficos pueden ocurrir a lo largo del
ciclo de vida de un organismo. En estos trabajos se encontraron duplicaciones y
triplicaciones extras ademds de las inversiones y translocaciones previamente

reportadas (Kloosterman et al. 2011 y Liu et al. 2011).

En otro trabajo Kloosterman y colaboradores en el 2011, estudiaron los rearreglos
genOmicos provocados por la cromotripsis en cdncer colorectal primario y
metastasico de 4 pacientes. Se identificaron 352 rearreglos somadticos adquiridos y

rearreglos intercromosémicos (Kloosterman et al. 2011).

No esté claro cudles sean los factores que causen los rompimientos de doble cadena
en el DNA pero pueden ser estimulos ambientales como radicales libres o

radiaciones ionizantes que pueden servir de disparadores. El estrés replicativo
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también puede servir de estimulo para la cromotripsis. Una perspectiva diferente es
que la cromotripsis pueda ser causada por un mecanismo apoptético. Las células que
sobreviven a este evento pueden reparar el DNA e introducir rearreglos
cromosémicos nuevos. Hacen falta mds experimentos para elucidar el mecanismo

especifico (Stephens et al. 2011).

No esté claro cudl sea el mecanismo que una los fragmentos al azar. Un mecanismo
propuesto es el NHEJ (Non-homologous end joining, Recombinacién no-homdloga),
en el cual se unen dos extremos de DNA con rompimientos de doble cadena, con la
consecuente pérdida o ganancia de nucledtidos (Stephens et al. 2011). También han
sido asociados los procesos replicativos Fork Stalling Template Switching (FoSTes)
y Microhomology-mediated break-induced repair (MMBIR). Se ha observado que
los fragmentos derivados de cromotripsis presentan microhomologia en los puntos de
ruptura el cual es totalmente al azar y basado en la proximidad espacial de los
fragmentos. Las uniones en los puntos de ruptura revelan microhomologia, pérdida
de homologia o pequefias inserciones o deleciones, lo que soporta la idea del

mecanismo de reparacion NHEJ (Stephens et al. 2011, Forment et al. 2012).

Forment y colaboradores en el 2012 demostraron la replicacion del DNA defectuosa
o retrasada ocurre dentro del micronucleo (Forment et al. 2012). Crasta y
colaboradores en 2012 demostré que los micronucleos generados de errores en la
segregacién mitdtica, tienen replicacion de DNA persistente. La replicacion
aberrante de DNA puede producir DNA dafado y mutagénesis o pulverizacion
cromosOmica dentro del microntcleo. Los micronucleos pueden persistir en las
células por varias generaciones ya que el microndcleo también puede ser distribuido
a las células hijas. Los errores en la segregaciéon de los cromosomas conducen
potencialmente a mutaciones y rearreglos cromosomicos que pueden integrarse
posteriormente en el genoma. Como se observa durante la cromotripsis la particion
de un cromosoma para formar el microndcleo brinda una explicaciéon del extenso
dafio al DNA restringido a un solo cromosoma (Forment et al. 2012, Crasta et al.

2012).

33



6. MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron muestras de raspado cervical de pacientes con diagndstico
histopatolégico de LIE-BG (n=9), LIE-AG (n=9) y mujeres sin ningun tipo de lesién
cervical (n=9) provenientes de la Unidad Médica de Alta Especialidad No. 23,
LM.S.S.

6.1 Criterios de inclusion

Pacientes que acuden a consulta de primera vez en la clinica de displasias y con
diagndstico de neoplasia intraepitelial cervical en diferentes grados. Se les realiz6 un

cuestionario ginecoldgico y firmaron carta de consentimiento informado.
6.2 Criterios de exclusion

Se excluyeron pacientes con tratamiento previos con radio o quimioterapia, pacientes
fumadoras o bien con tratamientos largos con anticonceptivos. Muestras con
presencia evidente de otro tipo de infecciones y muestras con escasa cantidad de

células.

Las muestras fueron tomadas por el médico ginec6logo y transportadas
inmediatamente en tubos estériles con buffer PBS al Laboratorio de Citogenética
Molecular del Centro de Investigacion Biomédica del Noreste, IMSS para su

procesamiento.

A las muestras de los pacientes se les realizaron las siguientes pruebas: DBD-FISH,
cometa-FISH (para confirmar los resultados del DBD-FISH) y Tipificacion de VPH
por el kit de INNO-LiPA.

6.3 Cuantificacion y viabilidad celular

Se cuantificaron las células epiteliales presentes en la muestra por observacion
directa sobre portaobjetos al microscopio de luz convencional y se ajustd a una
concentracién final de 10 x 10° células. Se determiné la viabilidad celular mediante
el método de exclusion de azul de tripano: En un tubo cénico se colocaron
aproximadamente 30 pl de la muestra y se agregaron 10 pul de solucién de azul
tripano (SIGMA®) 0.4%, incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos y

gotear en un portaobjeto, colocar un cubreobjetos 22 x 22 mm y se observé al
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microscopio de luz convencional. Se observo la cantidad de células tefiidas de azul
(células muertas) y células no tefiidas. Se contdé un total de 100 células y se

determiné porcentaje.
6.4 Inclusion de las células en laminillas con agarosa

Se tomaron 30 uL de la suspension de las células epiteliales del cuello del ttero de
cada una de las pacientes y controles y se mezcl6 con 50 ul de agarosa de bajo punto
de fusién liquida al 1% mantenida a 37°C durante por lo menos 30 minutos. Se
toman 30 pl de esta mezcla se depositan sobre un portaobjetos previamente cubierto
con agarosa de bajo punto de fusién al 0.65 %, colocando inmediatamente un

cubreobjetos de vidrio (22 mm x 22 mm) y dejar solidificar por 8 minutos a 4°C.
6.5 DBD-FISH (DNA Breaking Dispersion-Fluorescent in situ hybridization)

Esta técnica se realiz6 en base a la metodologia propuesta por Cortés-Gutiérrez 2011.
A las laminillas incluidas en agarosa se les retiraron los cubreobjetos y se trataron
con una solucién de 2 M de NaCl, 0.05 M de EDTA, Tris-base 0.4 M, y 1% de SDS
(pH 7) a 43° C durante 25 minutos. Los portaobjetos se incubaron horizontalmente,
para evitar la dispersion de la cromatina. Después de la eliminacién inicial de
proteina, los nucleoides restantes se lavaron en NaCl al 0.9% durante 10 minutos.
Para generar ssDNA, las laminillas se incubaron en una solucion alcalina que
contiene NaOH 0.03 M y 1 M NaCl (pH 12.5) durante 2.5 minutos a temperatura
ambiente. Después la muestra se neutralizé con 0.4 M Tris-HCI (pH 7.5) durante 5
minutos, los nucleoides se lavaron TBE 1X (Tris 89 mM, 89 mM de acido borico y
EDTA 2.5 mM; pH 8.3) durante 2 minutos. Para estabilizar el ssDNA, los
portaobjetos se deshidrataron en bafos de etanol secuencial 70%, 90% y 100%
durante 2 minutos cada uno y después se secaron al aire. Posteriormente las

laminillas se hibridaron con sonda de genoma completo y sondas especificas.
6.6 Cometa

Esta metodologia fue utilizada para validar los resultados obtenidos por la técnica de
DBD-FISH. Se realiz6 en base a lo propuesto por Cortés-Gutiérrez y colaboradores

en 2012 y se describe a continuacion.
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6.6.1 Cometa alcalino

Los cubreobjetos se retiraron suavemente y la laminilla se sumergié en solucién de
lisis que contenia 2 M NaCl, Tris-base 0.4 M, 1% de dodecil sulfato de sodio, y 0.05
M EDTA, a temperatura ambiente durante 30 min. Después de la eliminacién de
proteinas, los nucleoides resultantes se lavaron en buffer TBE (Tris 89 mM, 89 mM
acido boérico, EDTA 2,5 mM, pH 8.3) durante 10 min. Los portaobjetos se trataron
con solucion fresca alcalina (NaOH 0.03 M y 1 M NaCl 0.9%) durante 2.5 minutos,
para escindir los sitios de dlcali-1abiles. Las laminillas se colocaron horizontalmente
en una cdmara de electroforesis con buffer alcalino (NaOH 0.03 M, pH 13) y se
somtieron a electroforesis usando un campo eléctrico de 23 V/cm durante 12.5
minutos. Después de la electroforesis, los portaobjetos se retiraron suavemente de la
bandeja y se lavaron con tamp6n (0.4 M Tris-HCI, pH 7.5) neutralizar por 5 minutos
y en TBE 1X por 2 minutos. Los portaobjetos se deshidrataron en bafios secuenciales
de 70%, 90% y 100% de etanol, 2 minutos cada uno y se secaron al aire. Por ultimo,
los portaobjetos se tifieron con yoduro de propidio (1 mg/ml) en Vectashield ®

(Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE.UU.).
6.6.2 Cometa neutro

El procedimiento es igual que para cometa alcalino, solo que la electroforesis se
realiza despues de la deplecion de proteinas y en buffer neutro TBE 1X (pH=7) a 23

V/cm durante 2 minutos.
6.7 Controles negativos y positivos

Todos los experimentos incluyeron control negativo que fueron células de una
muestra de una mujer sin cdncer y, control positivo de una muestra de una mujer sin
cancer pero sus células fueron tratadas con peréxido de hidrégeno (H,O,) a una
concentraciéon de 20 mM a 37°C durante 15 minutos, como control para producir
dafio simple y células tratadas con la enzima de restriccién Alul para producir dafio
doble al DNA. La metodologia se realizard en base a lo reportado por Cortés-

Gutiérrez et al. 2011.

La sonda centromérica del cromosoma 8 (CEP 8) fue empleada como control de las
hibridaciones de las otras sondas centroméricas (CEP 1 y CEP 3) basandonos en el

reporte previo de Cortés-Gutiérrez et al. 2013 donde se observa que esta region
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centromérica del cromosoma 8 no muestra tantos sitios labiles alcalinos con la

técnica de DBD-FISH.
6.8 Cometa-FISH

Las laminillas con cometa alcalino fueron hibridadas con sonda del cromosoma 1
para validar los resultados del DBD-FISH con la misma sonda. La metodologia de

hibridacién se describe en el siguiente punto.

6.9 FISH (Hibridacion in situ fluorescente)

Las pruebas de DBD-FISH y Cometa-FISH, tienen como base la aplicacién de la
técnica de hibridacion in situ fluorescente (FISH) la cual se utiliza para detectar
secuencias especificas a nivel cromosomico o a nivel celular. Se emplean sondas de
DNA marcadas con fluorescencia que son complementarias a la regién que se desea
detectar las cuales se unen por complementariedad de bases al DNA de la célula ya
sea en regiones repetidas como centrémeros o telomeros o bien en genes especificos.
Una vez unidas las sondas a las regiones especificas del DNA, se puedan visualizar
en un microscopio de fluorescencia empleando filtros especificos para los

fluorocromos utilizados.

Para las hibridaciones de secuencias especificas se emplearon las siguientes sondas
de la marca Vysis® Inc., Sunnyvale, CA, EE.UU: CEP 1 (D1Z1, centromérica del
cromosoma 1) marcada en rojo, CEP 3 (D3Z1, centromérica del cromosoma 3)
marcada en rojo y CEP 8 (D8ZI1, centromérica del cromosoma 8) utilizada como
control, marcada en rojo y con las siguientes sondas de secuencia dnica: 1p36
Microdeletion Region Probe marcada en rojo, que tiene una sonda control 1ptel
marcada en verde y 3q26.32 PIK3CA, marcada en verde. Las hibridaciones y los
lavados post-hibridacion fueron realizadas siguiendo las especificaciones del

fabricante.

Para elaborar la sonda de genoma completo, primeramente se realizd extraccion de
DNA de sangre periférica de una persona normal con un kit comercial Wizard®,
Promega siguiendo las instrucciones del fabricante. Este DNA se cuantific en un

Nanodrop (Jenwey ® Genoma Nano, United Kingdom) y 1 pug de la muestra se
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marcé con biotina-14-2'-desoxiuridina 5'-trifosfato (dUTP) utilizando un kit
comercial de la mella NICK Translation, (Roche® Diagnostics Corporation,
Indianapolis, IN, EE.UU.) y se sometié a amplificacién y marcaje de las sondas en
base a las instrucciones del fabricante. La sonda fue desnaturalizada a 73°C y
colocada en el drea diana del portaobjetos e hibridada a 37°C. Posteriormente se
realizaron lavados con formamida al 50% 15 minutos, 2XSSC pH: 7.0 durante 8
minutos, Tween 4 durante 2 minutos. Se colocaron 80 ul del bloqueante del
anticuerpo y se colocé un cubreobjetos de pldstico. Las preparaciones fueron
incubadas a 37°C durante 5 minutos. En obscuridad, se retir6 el cubreobjeto y se
colocaron 30 pl de anticuerpo correspondiente (si se marcd con biotina se coloca
avidin rodamina y si se marcd con digoxigenina se coloca anti-digoxigenina). Se
colocé cubreobjetos de plastico y se incubé a 37°C durante 25 minutos. Las
laminillas fueron lavadas 3 veces 2 minutos en Tween 4. Se dejaron secar y se colocé
una gota de Vectashield® medio de montaje (Vector Laboratories, Burlingame, CA,

EE.UU.).

6.10 Analisis de las muestras al microscopio de fluorescencia

6.10.1 DBD-FISH

Todas las laminillas hibridadas se revisaron en un microscopio de fluorescencia
Axiophot, Zeiss ® (Carl Zeiss, Gottingen, Alemania) equipado con tres filtros para
visualizar emisiones fluorescentes verde (FITC), rojo (Texas red) y azul (DAPI). Se
tomaron fotografias con los filtros de fluorescencia respectivos segin el marcaje de
la sonda. Las imdgenes se registraron utilizando una cdmara CCD en blanco y negro
de 16 bits cdmara Axiocam, Zeiss ® (Carl Zeiss, Gottingen, Alemania) en un
formato TIFF de 12 bits. Se revisaron minimo de 30 nticleos o los maximos posibles
de las células del epitelio cervical de cada paciente de cada grupo de diagndstico y

mujeres controles, por cada tipo de sonda utilizada y se tomaron fotografias.
6.10.2 Cometa

Los portaobjetos se examinaron usando un microscopio de fluorescencia invertido
(IX70; Olympus, Tokio, Japén) equipado con un filtro de excitacién a 549 nm y un

filtro de barrera en 590 nm y unido a una cdmara de video (Olympus, Tokio, Japon).
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Se contabilizaron 100 cometas de cada mujer control y pacientes con LIE-BG y LIE-
AG en base al criterio establecido por Cortés-Gutiérrez et al. 2012, se tomaron

fotografias y se determiné porcentaje.
6.11 Analisis de imagen

Las fotografias fueron analizadas con el software de andlisis de imagen: Image J
1.4.3.6.7 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EE.UU., 2012) (Rasband
1997). Las sefiales fluorescentes fueron delimitadas manualmente y se obtuvo un
umbral (Threshold) de medicion de las mismas. Todas las imédgenes fueron
analizadas bajo el mismo umbral de medicién. El software calcula la densidad
integrada (DI) de cada muestra que es la intensidad de la sefial multiplicado por el

area de la sefial y lo expresa en valores numéricos.
6.12 Genotipificacion de VPH por INNO-LiPA

La tipificacion del virus se realizé mediante la utilizacion del kit de INNo-LiPA ®
HPV Genotyping Extra, INNOGENETICS, con el cual se identifican hasta 28
diferentes genotipos del virus del papiloma humano por deteccién de secuencias
especificas de la regién L1 del virus. Los VPH que se detectan son: Bajo riesgo 6,
11, 40, 43, 44, 54 y 70 (Probables de bajo riesgo 69/71 y 74). Alto riesgo 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68 (Probables de alto riesgo 26, 53, 66, 73 y 82).
Estd basado en el principio de hibridacién reversa. Primeramente se realizd una
amplificacion del DNA de las muestras a estudiar por PCR con los primers SPF10
Buffer, ANTP/dUTP mix, MgCl,, NaN3 0.05% con Amplitaq Gold Polymerasa. La
amplificacion se inicia con descontaminacion, 37°C por 10 minutos; posteriormente
se realizan 40 ciclos de desnaturalizacién 94°C por 9 minutos; desnaturalizacién a
94°C por 30 segundos; alineamiento a 52°C por 45 segundos y extensién a 72°C por
45 segundos; con una extension final a 72°C durante 60 segundos. Se obtienen
amplicones biotinilados que se desnaturalizaron por 5 minutos a temperatura
ambiente (20°-25°C) e hibridaron con sondas especificas que estdn inmovilizadas
sobre tiras de membrana a 49°C durante 1 hora en el bafio de agua con agitacioén (80
rpm). Se realizaron dos lavados poshibridacion con solucién astringente
(previamente calentada a 37°C) y se agitd por 10-20 segundos a temperatura
ambiente. Se afiadi6 fosfatasa alcalina conjugada con estreptoavidina a cada una de

las tirillas y se incubd a temperatura ambiente por 30 minutos en agitacion.
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Posteriormente se incubaron a 49°C con el cromégeno con el cual se obtiene un
precipitado purpura que se observa como lineas marcadas en las membranas o
tirillas. Los resultados se interpretaron visualmente siguiendo la guia sugerida por el

fabricante.

6.13 Analisis estadistico

Los valores numéricos obtenidos del software fueron analizados por la prueba de
Kruskal-Wallis para investigar cualquier diferencia en DI entre las diferentes
secuencias de DNA especificas analizadas. Un valor de p <0.05 fue considerado
significativo. Todos los andlisis se realizaron utilizando IBM SPSS 20.0 para

Windows ® (IBM Corp., Armonk, Nueva York, EE.UU., 2011).

El tamafio de muestra fue determinado en base a un estudio preliminar de 3 personas
por grupo, mediante el paquete MINITAB V12.0 para ANOVA-One Way con un
alfa de 1%, un poder estadistico de 99%, medias (transformacion logaritmica base

10) de 7.82, 8.85 y 10.48 para control, LIE-BG y LIE-AG respectivamente.

Se incluyd un factor de correccion para determinar ploidias y aneusomias
cromosOmicas en base al criterio establecido por Eastmond et al. 1994 y empleado
por Cortés-Gutiérrez et al. en el 2013 en muestras de raspado cervical y linfocitos de
sangre periférica, en mujeres controles y pacientes con LIE-BG y LIE-AG, realizado
FISH con sondas especificas para los cromosomas 1 y 9, sin encontrarse diferencia
significativa entre los grupos estudiados. Lo anterior significa que el nimero de set
haploide de cromosomas (ploidia) o bien la presencia o ausencia de cromosomas de 1
y 9 (aneusomia) presente en mujeres con lesiones neopldsicas no afecta

estadisticamente los resultados obtenidos por DBD-FISH.
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7. RESULTADOS

Se estandarizaron en el Laboratorio de Citogenética Molecular de Centro de
Investigacion Biomédica del Noreste, .LM.S.S, las siguientes metodologias: DBD-
FISH, Cometa-FISH y genotipificacién del VPH por el kit de INNO-LiPA. Asi
mismo se estandarizaron las hibridaciones con sonda de genoma completo y sondas

especificas: CEP 1, CEP 3, CEP 8 y de secuencia unica: 1p36/1ptel y 3q26.

7.1 Cuantificacion y viabilidad celular

. ., 3 L .
Todas las muestras fueron ajustadas a una concentracion de 10 x 10° o lo maximo

posible y con una viabilidad de >95%.

7.2 Control positivo y negativo

Los resultados de los controles negativo y positivo para la técnica de DBD-FISH, se

muestran en la figura 7.

Figura 7. Controles positivo y negativo de la técnica de DBD-FISH. a) Control positivo: Células de
raspado cervical de mujeres sin ningun tipo de lesion cervical con pretratamiento con H,0O,, sometidas
a la técnica de DBD-FISH e hibridadas con sonda de genoma completo marcado en verde y
contrastado con yoduro de propidio, se puede observar el dafio severo causado por el H,O,. b) Control
negativo: Células de raspado cervical de mujeres sin ningin tipo de lesidn cervical sometidas a la
técnica de DBD-FISH e hibridadas con sonda de genoma completo marcado en verde y contrastado

con ioduro de propidio, se puede observar el dafio basal.
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7.2.1 Sonda CEP 8§

Se utilizaron muestras de células de raspado cervical de mujeres sin ningtn tipo de
lesién cervical (a), pacientes con LIE-BG (b) y LIE-AG (c), sometidas a la técnica de
DBD-FISH e hibridadas con sonda centromérica del cromosoma 8 marcada en rojo.
Se puede observar una sefial discreta de hibridacion en los tres grupos de mujeres

estudiadas (Figura 8).

RS

Figura 8. Células de raspado cervical después de tratamiento de DBD-FISH hibridadas con sonda

Cromosoma 8

centromérica del cromosoma 8 marcada en rojo y contrastado con DAPI-Antifade (azul). a) Control,

b) Paciente con LIE-BG y c) Paciente con LIE-AG.

7.3 Pacientes

A continuacién se muestran los resultados obtenidos por las diferentes técnicas de
estudio en los tres grupos de pacientes y por cada sonda especifica. Asi mismo las

lecturas de DI tomadas con el software de analisis de imagen.

7.4 Sonda de genoma completo

En la figura 9 se muestran los resultados obtenidos después de someter las células de
pacientes y controles a la técnica de DBD-FISH hibridadas con sonda de genoma
completo marcada en rojo. Se encontr sefial de hibridacién discreta (marcaje basal)
en las mujeres controles (a) y se observa incremento de la sefial de hibridacién en las

pacientes con LIE-BG (b), y una sefial muy incrementada en las pacientes con LIE-

AG (c).
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Figura 9. Células de raspado cervical después de tratamiento de DBD —FISH con sonda de genoma
completo marcado en rojo y contrastado con DAPI-Antifade (azul). a) Control, b) Paciente con LIE-

BG y c) Paciente con LIE-AG.

7.4.1 Analisis de imagen sonda de genoma completo

El anédlisis de imagen con el software Image J mostré un valor de 38 x 107 de
densidad integrada (DI) de las mujeres controles analizadas, mientras que para las
pacientes con LIE-BG mostré una DI de 926 x 107 y para las LIE-AG una DI de
4339 x 10. El andlisis estadistico muestra una diferencia significativa entre el grupo
control y el grupo con LIE-BG (p<0.05) y diferencia significativa entre los grupos
LIE-BG y LIE-AG (p<0.05) (Tabla 2).

NEGATIVO#LIE-BG#LIE-AG

Tabla 2. Valores de DI obtenida por el Image J en las hibridaciones con sonda de genoma completo

en las muestras de mujeres controles y pacientes con LIE-BG y LIE-AG.

Control (-) 150 38x107
LIE-BG 150 926 x 10’
LIE-AG 150 4339 X107
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7.5 Validacion de resultados por la técnica de cometa

Los resultados anteriores fueron validados con la técnica de cometa alcalino y

cometa neutro.

7.5.1 Cometa alcalino

En el caso del cometa alcalino en las mujeres controles se observaron los siguientes
porcentajes de cometas: 70% basales, 9 % leves, 9% moderados y 12 % severos. En
las pacientes con LIE-BG: 58% basales, 9 % leves, 10% moderados y 23 % severos y
en las pacientes con LIE-AG: 42% basales, 9 % leves, 17% moderados y 32 %
severos (Tabla 3) (Figura 10).

Tabla 3. Porcentaje de cometas alcalinos en las células cervicales de pacientes con CaCU y mujeres

controles.

Diagnéstico n (células) Basal Leve Moderado Severo
Control 100 70 9 9 12
LIE-BG 100 58 9 10 23
LIE-AG 100 42 9 17 32

7.5.2 Cometa neutro

Para el cometa neutro en las mujeres controles se observd la presencia de los
siguientes tipos de cometas: 73% basales, 9 % leves, 9% moderados y 9 % severos.
En las pacientes con LIE-BG: 61% basales, 9 % leves, 10% moderados y 20 %
severos y en las pacientes con LIE-AG: 42% basales, 9 % leves, 17% moderados y

32 % severos (Tabla 4) (Figura 10).

44



Tabla 4. Porcentaje de cometas neutros en las células cervicales de pacientes con CaCU y mujeres

controles.
Diagnéstico n (células) Basal Leve Moderado Severo
Control 100 73 9 9 9
LIE-BG 100 61 9 10 20
LIE-AG 100 42 9 17 32

Figura 10. Validacién de la técnica de DBD-FISH con cometa alcalino y cometa neutro. (a-d)
DBD-FISH: Células de epitelio cervical sometidas a la técnica de DBD-FISH e hibridadas con sonda
de genoma completo marcado en verde y contrastado con DAPI-antifade (azul). Se observa dafio: a)
Basal en mujer control, b) Leve en paciente con LIE-BG, ¢) Moderado en paciente con LIE-BG y d)
Severo en paciente con LIE-AG. (a’-d”) Cometa alcalino. El tipo de dafio observado en el DBD-
FISH corresponde al tipo de cometa: a’) Basal, en mujer control, b”) Leve en paciente con LIE-BG,
¢’) Moderado en paciente con LIE-BG y d’) Severo en paciente con LIE-AG. (a’’-d”’) Cometa
neutro. a’’) Basal, en mujer control, b’’) Leve en paciente con LIE-BG, c¢’”) Moderado en paciente

con LIE-BG y d’”) Severo en paciente con LIE-AG.
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7.6 Sonda CEP 1

Los siguientes son resultados obtenidos después de someter las células de pacientes y
controles a la técnica de DBD-FISH hibridadas sonda CEP 1 marcada en rojo en
mujeres sin ningln tipo de lesién cervical (a), pacientes con LIE-BG (b) y pacientes

con LIE-AG (c) (Figura 11).

Figura 11. Células de raspado cervical después de tratamiento de DBD-FISH hibridadas con sonda

Cromosoma 1

centromérica del cromosoma 1 (CEP 1) marcada en rojo y contrastado con DAPI-Antifade: mujeres

controles (a), Pacientes con LIE-BG (b) y LIE-AG (c).

7.6.1 Analisis de imagen CEP 1

El analisis de imagen con el software Image J mostré un valor de 1.65 x 10* de
densidad integrada (DI) de las mujeres controles analizadas, mientras que para las
pacientes con LIE-BG mostré una DI de 3.01 x 10" y para las LIE-AG una DI de
8.68 x 10". El andlisis estadistico muestra una diferencia significativa entre el grupo
control y el grupo con LIE-BG (p<0.05) y diferencia significativa entre los grupos
LIE-BG y LIE-AG (p<0.05) (Tabla 5).

NEGATIVO#LIE-BG#LIE-AG
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Tabla 5. Valores de DI obtenida por el Image J en las hibridaciones con sonda CEP 1 en las muestras

de mujeres controles y pacientes con LIE-BG y LIE-AG.

Control (-) 150 1.65x10*
LIE-BG 150 3.01x10*
LIE-AG 150 8.68x10*

7.7 Validacion de resultados por Cometa-FISH

Los resultados anteriores fueron validados con la técnica de cometa-FISH con la
sonda CEP 1 marcada en rojo. Los resultados se muestran en la figura 12. Se observa
el dafio basal obtenido en DBD (Figura 12 a) y confirmado por cometa en las
mujeres sin ningtn tipo de lesion cervical (Figura 12 a’). También se puede observar
como el dafio va incrementdndose en la pacientes con LIE-BG en DBD-FISH (Figura
12 by c¢) confirmado por cometa (Figura 12 b’ y ¢’) y en las pacientes con LIE-AG
en DBD-FISH (Figura 12 d) y en LIE-AG (Figura 12 d’).

Cromosomal

Figura 12. DBD-FISH y COMETA-FISH en células de raspado cervical. En la parte superior se
muestran células de raspado cervical sometidas a la técnica de DBD-FISH e hibridadas con sonda
centromérica del cromosoma 1 (CEP 1) marcada en rojo y contrastado con DAPI-antifade, donde se

observa el dafio: a) Basal en mujeres controles, b) Leve en pacientes con LIE-BG, c) Moderado en
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pacientes con LIE-BG y d) Severo en pacientes con LIE-AG. En la imagen inferior se muestras
células de raspado cervical sometidas a la técnica de cometa-FISH e hibridadas con sonda especifica
centromérica del cromosoma 1 (CEP 1) marcado en rojo y contrastado con DAPI-antifade, se pueden
observar los diferentes tipos de cometas y la hibridacién encontrada en cada uno de ellos: a’) Basal,
b’) Leve, c’) Moderado y d’) Severo. Se considera como dafio solamente las sefiales que se encuentran

dentro del cometa.

7.8 Sonda CEP 3

En la figura 13 se muestran los resultados obtenidos al analizar las células de raspado
cervical de controles y pacientes a la metodologia de DBD-FISH e hibridarlos con
sonda centromérica del cromosoma 3 (CEP 3): a) controles, b) pacientes con LIE-BG

y ¢) paceintes con LIE-AG.

Cromosoma 3

Figura 13. Células de raspado cervical después de tratamiento de DBD—FISH hibridadas con sonda
centromérica del cromosoma 3 (CEP 3) marcada en rojo y contrastado con DAPI-Antifade: a) mujeres

controles, b) Pacientes con LIE-BG y ¢) Pacientes con LIE-AG.

7.8.1 Analisis de imagen CEP 3

El anélisis de imagen con el software Image J mostr6 un valor de 4.07 x 10° de
densidad integrada (DI) de las mujeres controles analizadas, mientras que para las
pacientes con LIE-BG mostré una DI de 4.6 x 10” y para las LIE-AG una DI de 11.2
x 10°. El andlisis estadistico muestra diferencia significativa (p<0.05) entre los
grupos de pacientes con LIE-BG y LIE-AG y no muestra diferencia significativa

entre el grupo control y el grupo con LIE-BG (Tabla 6).
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NEGATIVO=LIE-BG#LIE-AG

Tabla 6. Valores de DI obtenida por el Image J en las hibridaciones con sonda CEP 3 en las muestras

de mujeres controles y pacientes con LIE-BG y LIE-AG.

Control (-) 150 4.07x10°
LIE-BG 150 4.6x10°
LIE-AG 150 11.2x10°

7.9 Sonda de secuencia vinica 1p36/1ptel

En este caso la sonda de secuencia unica 1p36 (marcada en rojo), viene incluido la
sonda Iptel (marcada en verde), con lo cual podemos contar con un control interno
de la hibridacién. En la figura 14, se puede observar el resultado de la hibridacién

con estas sondas en mujeres controles (a), pacientes con LIE-BG (b) y LIE-AG (c¢).

Cromosomal

Figura 14. Células de raspado cervical después de tratamiento de DBD—FISH hibridadas con sonda
de secuencia tnica 1p36 (roja)/Iptel (verde), contrastado con DAPI-Antifade. a) mujeres controles, b)

Pacientes con LIE-BG y c) LIE-AG.

7.9.1 Analisis de imagen 1p36

Para la sonda 1p36 (roja), el andlisis de imagen con el software Image J arroj6 un
valor de 4.76 x 10’ de densidad integrada (DI) de las mujeres controles analizadas,
mientras que para las pacientes con LIE-BG mostré una DI de 2.70 x 10’ y para las

LIE-AG una DI de 11.2 x 10°. El andlisis estadistico muestra diferencia significativa
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(p<0.01) entre las pacientes con LIE-BG y LIE-AG. No muestra diferencia
significativa entre el grupo control vs LIE-BG (Tabla 7).

NEGATIVO=LIE-BG#LIE-AG

Tabla 7. Valores de DI obtenida por el Image J en las hibridaciones con sonda de secuencia Unica

1p36 (roja) en las muestras de mujeres controles y pacientes con LIE-BG y LIE-AG.

Control (-) 150 476X 10°
LIE-BG 150 270X 10°
LIE-AG 150 112X 10°

7.9.2 Analisis de imagen 1ptel

En el caso de la sonda 1ptel (verde) que fue usada como control interno el anélisis de
imagen con el software Image J arrojo un valor de 5.42 x 10° de densidad integrada
(DI) de las mujeres controles analizadas, mientras que para las pacientes con LIE-BG
mostré una DI de 6.31 x 10’ y para las LIE-AG una DI de 4.35 x 10°. El andlisis
estadistico no muestra diferencia significativa entre los grupos: control negativo y los

grupos de pacientes (LIE-BG y LIE-AG) (Tabla 8).

NEGATIVO=LIE-BG=LIE-AG

Tabla 8. Valores de DI obtenida por el Image J en las hibridaciones con sonda de secuencia unica
Iptel (verde) utilizada como control en las muestras de mujeres controles y pacientes con LIE-BG y

LIE-AG.

Control (-) 150 542X10°
LIE-BG 150 6.31 X 10°
LIE-AG 150 435X 10°
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7.10 Sonda de secuencia tinica 3q26 PIK3CA

En la figura 15 se muestran los resultados de las hibridaciones realizadas con la
sonda de secuencia uUnica 3q26 PIK3CA en mujeres controles (a), y pacientes con

LIE-BG (b) y LIE-AG (c).

Cromosoma3

Figura 15. Células de raspado cervical después de tratamiento de DBD-FISH hibridadas con sonda
de secuencia unica 3q26 PIK3CA marcada en verde y contrastada con DAPI-Antifade. a) Mujeres

controles, b) Pacientes con LIE-BG y ¢) LIE-AG.
7.10.1 Analisis de imagen 3q26 PIK3CA

El analisis de imagen con el software Image J mostr6 un valor de 2.40 x 10° de
densidad integrada (DI) de las mujeres controles analizadas, mientras que para las
pacientes con LIE-BG mostré una DI de 7.20 x 10° y para las LIE-AG una DI de
7.10 x 10°. El andlisis estadistico muestra diferencia significativa (p<0.05) entre el
grupo de mujeres control y el resto de los grupos, pero no muestra diferencia

significativa entre los grupos de pacientes con LIE-BG y LIE-AG (Tabla 9).

NEGATIVO#LIE-BG=LIE-AG

Tabla 9. Valores de DI obtenida por el Image J en las hibridaciones con sonda de secuencia tnica

3q26 PIK3CA (verde) en las muestras de mujeres controles y pacientes con LIE-BG y LIE-AG.

Control (-) 150 240x10°
LIE-BG 150 7.20x10°
LIE-AG 150 710x 103
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7.11 Genotipificacion VPH

Los genotipos virales mds comunes encontrados en las pacientes estudiadas fueron
16, 31, 33, 51, 52, y 54. Todas las pacientes con LIE-AG presentaron infeccién por
VPH de alto riesgo. Se encontraron co-infecciones en el 70% de las pacientes

estudiadas. Las mujeres controles fueron negativas para VPH (Tabla 10).

Tabla 10. Genotipos de VPH encontrados en los grupos de pacientes estudiadas.

GENOTIPOS DE VPH

Grupo/Genotipo 16 18 26 31 3 39 44 51 52 54 68 70 69-71 @ 82
LIE-BG 8 0 1 6 5 0 5 4 6 6 0 0 1 2
LIE-AG 4 0 0 1 1 2 0 2 1 1 1 1 1 0

Total 121 0 1 7 6 2 5 6 7 7 1 1 2 2
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8. DISCUSIONES

Nuestros resultados demuestran incremento en la sefial de hibridacién en las células
de pacientes con neoplasia cervical, estudiados con DBD-FISH con sondas
especificas, conforme avanza la lesién neoplasica. En el caso de la sonda de genoma
completo, hay una marcada diferencia entre los grupos estudiados. El anélisis
estadistico de los datos de DI obtenidos con el software de andlisis de imagen arroja
una diferencia significativa (p<0.05) entre el control negativo y el grupo de pacientes
con LIE-BG y diferencia significativa (p<0.05) entre LIE-BG y LIE-AG:
NEGATIVO#LIE-BG#LIE-AG. Estos resultados fueron validados con la técnica
de cometa neutro y alcalino en las células de las pacientes de los diferentes grupos de

estudio.

La técnica de DBD-FISH detecta rompimiento tanto doble como simple en la
molécula del DNA. El dafo simple se validé al emplear la técnica de cometa alcalino
y observar el aumento el porcentaje de cometas alcalinos conforme avanza el grado
de lesion neopldsica. Esto va de acuerdo a los resultados publicados por Cortés-
Gutiérrez y colaboradores en el 2012 estudiando mujeres controles y con diferentes
estadios de CaCU, ellos encontraron un incremento en el porcentaje de cometas

severos conforme avanzaba la progresion de la lesion.

El dafio doble, se pudo validar al aplicar la técnica de cometa neutro sobre las células
de las mujeres controles y pacientes con diferentes grados de CaCU. Se observé
incremento en el porcentaje de cometas severos conforme avanza la lesion neoplésica.
El dafio doble en el DNA es mas dificil de reparar por la maquinaria de reparacion
celular y estd asociado con la formacion de aberraciones cromosdmicas como
translocaciones, inversiones, etc., que suelen observarse en el cariotipo de las
pacientes con CaCU. Esto concuerda con los antecedentes reportados de alteraciones
cromosoOmicas encontradas en pacientes con CaCU en diferentes cromosomas, pero

principalmente en el cromosoma 1y 3.

Atkin, N.B. (1996), describe que el cromosoma 1 es el cromosoma mds

frecuentemente involucrado en rearreglos cromosomicos en aproximadamente el
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60% de los tumores de CaCU vy otros tipos de cancer, lo anterior utilizando técnicas
de citogenética molecular e hibridacién in situ fluorescente. Asi mismo, Sreekantaiah
y colaboradores reportaron alteraciones en el cromosoma 1 en carcinoma cervical,
con citogenética habitual. Bulten y colaboradores en 2002, encontraron una fuerte
asociacion entre las alteraciones numéricas del cromosoma 1 en neoplasia
intraepitelial cervical con la infecciéon de VPH de alto riesgo, utilizando técnicas de
FISH, PCR y ensayo de hibridacién (PCR-LiPA). En el 2005 Cortés-Gutiérrez y
colaboradores encontraron asociacién entre los estadios del cancer cervical y la
aneusomia del cromosoma 1 estudiando mujeres con diferentes estadios de cancer y
utilizando FISH con sondas centromérica especifica del cromosoma 1. Nuestros
resultados coinciden con los resultados obtenidos por Cortés-Gutiérrez y
colaboradores en el 2013 estudiando la inestabilidad del cromosoma 1 mediante la

técnica de DBD-FISH en pacientes con neoplasia cervical.

Al estudiar las células de las pacientes con DBD-FISH hibridadas con la sonda de
secuencias repetidas de 5 pb del cromosoma 1 (CEP 1) se observa incremento en la
sefal de hibridaciéon conforme avanza la lesién neopldsica esto comparado con lo
observado con la sonda de 5 pb del cromosoma 8 (CEP 8) utilizada como control, en
donde, en reportes previos Cortés-Gutiérrez et al. 2013 no se encontrd gran cantidad
de sitios ldbiles alcalinos. El andlisis estadistico de los datos de DI obtenidos con el
software de andlisis de imagen arroja una diferencia significativa (p<0.05) entre el
control negativo y el grupo de pacientes con LIE-BG y diferencia significativa
(p<0.05) entre LIE-BG y LIE-AG: NEGATIVO#LIE-BG#LIE-AG. Estos
resultados fueron validados con la técnica de cometa-FISH hibridada con sonda CEP
1, en donde se observa un incremento en la presencia de cometas de dafio severo
conforme se incrementa el grado de lesidon y también se observa incremento en la

sefal de hibridacién conforme avanza el grado de severidad del cometa.

En el caso de la sonda de secuencias repetidas de 5 pb del cromosoma 3 (CEP 3) se
observa incremento en la sefial de hibridacién conforma avanza la lesién neopldsica
esto comparado con lo observado con la sonda de 5 pb del cromosoma 8 (CEP 8)
utilizada como control en donde, en reportes previos Cortés-Gutiérrez et al. 2013 no
se encontré gran cantidad de sitios ldbiles alcalinos. El andlisis estadistico de los

datos de DI obtenidos con el software de andlisis de imagen muestra que los grupos
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control y LIE-BG se comportan de manera similar y no hay diferencia significativa
entre ellos. Sin embargo, si se observa diferencia significativa (p<0.05) entre los
grupos LIE-BG y LIE-AG: NEGATIVO=LIE-BG#LIE-AG. Nuestros resultados
corroboran lo observado por Atkin, 1996 en donde reporta que las alteraciones
estructurales en el cromosoma 3 estdn presentes en el 26% de los casos con CaCU,
donde se han observado deleciones de brazos cortos y brazos largos de ese

cromosoma.

Para la sonda 1p36 de secuencia tnica, también se observé incremento en el dafio de
las células y por consecuencia incremento en la sefial de hibridaciéon conforme
avanza el grado de lesién cancerosa. Esto comparado con los resultados de las DI
obtenidas por el software de imagen con la sonda Iptel utilizada como control. El
andlisis estadistico muestra que los grupos control y LIE-BG se comportan de
manera similar y no hay diferencia significativa entre ellos. En cambio, los valores
observados entre los grupos LIE-BG y LIE-AG si arrojan diferencia significativa
(p<0.01): NEGATIVO=LIE-BG#LIE-AG. Estos resultados pueden deberse a que
la regién 1p36 es una regién que ha observado que estd muy involucrada como punto
de ruptura en diferentes rearreglos cromosOmicos en pacientes con CaCU.
Sreekantaiah y colaboradores en 1988, reportaron inversiones en el cromosoma 1 en
pacientes con carcinoma cervical, involucrando las bandas 1p36 y 1q32. Ademds
1p36 es una regidn susceptible a alteraciones cromosdmicas en diferentes tipos de
cancer y se ha demostrado la presencia de varios genes tumor supresor y oncogenes
situados en esa region. Algunos de los genes reportados son SKI, TP73, CDC42,
entre otros. El gen SKI y es un proto-oncogen que estd localizado cercano al gen
tumor supresor p73 en 1p36.3. TP73 es también un proto-oncogen de la familia de
p53, estd involucrado en la regulaciéon del ciclo celular y en la induccion de
la apoptosis y CDC42 es un gen cuya proteina 42 es reguladora del control del ciclo
celular. En la sonda 1ptel no se observd diferencia significativa entre los grupos

NEGATIVO=LIE-BG=LIE-AG, como era de esperarse por ser un control interno.

Para la sonda de secuencia unica 3q26 se observé incremento en la sefial de
hibridacién al comparar el control negativo con el resto de los grupos, mediante el
andlisis estadistico de los datos de DI se comprobé que si hay diferencia

significativa (p<0.05) con el control negativo y el resto de los grupos (LIE-BG y
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LIE-AG): NEGATIVO#LIE-BG=LIE-AG. En esta regi6én cromosomica se
encuentran algunos genes importantes en el desarrollo del cdncer como lo son TERC
y PIK3CA. El gen TERC es el responsable de proveer la informacion necesaria para
que se sintetice el RNA que es parte de la telomerasa, la cual mantiene los telémeros
de los cromosomas. En la mayoria de las células, los telémeros se vuelven
progresivamente mdas cortos cada vez que la célula se divide y la telomerasa es
indetectable o activa a niveles muy bajos. Sin embargo, es muy activa en las células
que se dividen rapidamente, como las células que recubren los pulmones y el tracto
gastrointestinal, células de la médula 6sea, células del feto en desarrollo y en las
células cancerosas, que crecen y se dividen sin control ni orden. Una explicacién a
nuestros resultados puede ser que desde el momento en que la paciente entra en la
etapa de displasia leve estos genes se activen debido a la proliferacion celular que
existe y por eso no encontremos diferencia entre LIE-BG y LIE-AG. Esta region es
susceptible a mutaciones y rearreglos cromosémicos, Atkin en 1996 reporté pérdida
de heterocigocidad de 3q particularmente de 3q24-3g28, esto por técnicas de
citogenética habitual. En esta region se localiza el gen PIK3CA, que codifica para la
proteina P110 alfa (pl110a), que es una subunidad de una enzima llamada
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K). Esta enzima es importante para muchas
actividades celulares, incluyendo el crecimiento, la division y proliferacion celular,
la migraciéon de las células, la produccion de nuevas proteinas, el transporte de
materiales dentro de las células, y la supervivencia celular. En base a lo encontrado
en las células de las pacientes con diferentes grados de neoplasia cervical analizadas
en el presente estudio, podemos discutir que probablemente este gen se encuentre

alterado desde el inicio del desarrollo neoplésico.

Los tipos virales mas comunes que se encontraron en las pacientes con CaCU fueron
16, 31, 33, 51, 52, y 54, diferente a lo reportado en la literatura mundial donde los
mds comunes son 16 y 18. Aguilar-Lemanrroy y colaboradores en 2015 realizaron
un meta andlisis sobre prevalencia de VPH a nivel mundial y en México utilizado el
Linear Array® HPV Genotyping Test como prueba diagndstica. Ellos estudiaron 822
muestras de mujeres de una edad entre 18 y 87 afios. Encontraron infeccion por VPH
en 12.4% de las mujeres controles, 46.3% de mujeres con neoplasia intraepitelial 1 y

100% en mujeres con neoplasia intraepitelial 3 o cancer cervical. E1 VPH 16 fue el
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que tuvo mayor prevalencia en todos los grupos estudiados y los VPH mas frecuentes

encontrados fueron 16, 18, 45, 52, 58, 39 y 71 (Aguilar-Lemanrroy et al. 2015).

En el presente estudio encontramos un 70% de muestras con co-infecciones, es decir
la presencia de 2 o mads tipos de VPH de alto y bajo riesgo, lo cual correlaciona con
lo encontrado por Aguilar-Lemanrroy y colaboradores en 2015, donde encontraron
un 58.2% de co-infecciones en pacientes con neoplasia intraepitelial cervical grado 1
y 60% en pacientes con neoplasia intraepitelial cervical grado 3 (Aguilar-Lemanrroy

et al. 2015).

Nosotros encontramos que todos los pacientes con LIE-AG presentaron infeccion por
VPH de alto riesgo. Las mujeres que desarrollan neoplasia cervical son maés
propensas al dafio al DNA lo cual debe de explicar porque algunas mujeres
desarrollan CaCU después de la infeccion por el VPH y otras no. Estudios previos
han demostrado asociacién entre VPH de alto riesgo e inestabilidad cromosémica
(Cortés-Gutiérrez et al. 2010). Se piensa que puede existir un proceso
desorganizacion de la cromatina después de la infecciéon por VPH ya que en varios
estudios se han reportado cambios en la organizaciéon de la cromatina durante la
carcinogénesis y la subsecuente asociacion distorsionada de las proteinas de union al
DNA con la matriz nuclear, la cual puede tener un papel funcional en la organizacion
de la cromatina y la regulaciéon de genes. Otro fendmeno importante es la metilacion
de secuencias de DNA. En estudios con lineas celulares se observé que la metilacién
es mds frecuentemente observada en lineas celulares VPH positivas que en células
VPH negativas, lo que sugiere que las células infectadas por VPH intentan silenciar
el virus metilando el DNA lo cual puede causar la hipermetilacion observada en
algunas secuencias repetidas como LINE 1. Se piensa que la acumulaciéon de
metilacion aberrante en el DNA en tejidos no cancerosos puede ser un mecanismo
epigenético de cancerizacion, lo cual predispone al desarrollo de cancer (Hattori et

al. 2016, Sun et al. 2015).

La presencia de esa inestabilidad en las secuencias de DNA satélite en el genoma
puede alterar la organizacion de la eucromatina y del medio ambiente nuclear. La
metilacion 'y las modificaciones de las histonas estdn progresivamente

comprometidas en cdncer. La hipometilacion de satélite II que involucra regiones
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pericentroméricas del cromosoma 1 ha sido reportada en BRCA1, céncer pancreatico
y otros cénceres epiteliales. La hipometilacién de los promotores de oncogenes y a
hipometilacién de genes supresores de tumor como los encontrados en 1p36 y 3q26
son alteraciones esenciales en la tumorigénesis. Multiples investigaciones han
encontrado que la metilacion de DNA ocurre frecuentemente en NIC 3 y céncer
cervical, pero raramente ocurre en NIC 1 y células normales lo que sugiere que la

metilacion aberrante indica un riesgo incrementado de cdncer cervical.

En base a los resultados obtenidos, nosotros proponemos el empleo de la
metodologia de DBD-FISH para evaluar la progresion de la enfermedad. Se
requieren estudios futuros para que esta metodologia sea validada y que se pueda

ofrecer como metodologia diagndstica-prondstica del CaCU.

La aplicacion de la técnica de DBD-FISH con sondas especificas para la deteccion de
dafio en el DNA en regiones sensibles a desestabilizacion puede proporcionar una
herramienta esencial para la identificacion de las células que se encuentran en riesgo

de progresion.
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9. CONCLUSIONES

En este trabajo demostramos:

® E] dafio observado en las células de epitelio cervical de las pacientes con
diferentes grados de neoplasia estudiadas en este trabajo, existe inestabilidad
en regiones especificas del DNA de 5 pb (CEP 1 y CEP 3) y de secuencias
especificas (1p36 y 3g26) y que esta aumenta conforme avanza la lesién
neoplésica.

® Los resultados permitieron distinguir entre LIE-BG y LIE-AG, con todas las

sondas especificas analizadas.

® FEsto nos permite sugerir que estas secuencias puedan ser empleadas como
Biomarcadores en estudios de progresion de la lesion del CaCU y servir de
utilidad como prueba para el manejo clinico de las mujeres con neoplasia
cervical.

e Sugerimos, en base a los resultados obtenidos, que la progresiéon a
transformacion maligna en las pacientes con neoplasia cervical, involucra un
incremento en la inestabilidad de los cromosomas 1y 3.

e Nuestros resultados sugieren la presencia de cromotripsis en las pacientes con

diferentes estadios de CaCU, en los cromosomas estudiados.
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10.PERSPECTIVAS

Sugerimos realizar estudios de secuenciacion del DNA de nueva generacion, para
poder demostrar el fendmeno de cromotripsis. Asi como estudios de metilacién de

genes localizados en las secuencias Unicas estudiadas en el presente trabajo.
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