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L. RESUMEN

<<omnis cellula e cellula>> Frangoise-Vincent Raspail

“Donde surge una célula, ahi debié existir una célula predecesora, de la misma manera en
que los animales sdlo pueden descender de otros animales y las plantas de otras plantas”, este es
el segundo principio de la teoria celular citada hace ya 150 afos por el patélogo aleman Rudolf
Virchow. De acuerdo con este principio todas las células vivas son el resultado de la division de
células preexistentes, y las células de un tumor con capacidad de reproduccién clonal no son la
excepcion, pues son consecuencia de la reproduccidn de células que adquirieron en algin
momento de su ciclo vital alguna anormalidad molecular que representé una ventaja proliferativa,
un proceso de seleccion natural a nivel celular. La adquisicion de estas ventajas ha sido descrita en
innumerables trabajos de investigacion en cdncer y sabemos que es un proceso paulatino. Los
modelos de carcinogénesis actuales describen a la transformacion maligna como un proceso que
requiere de varias etapas como la iniciacién, la promocion y la progresion. Por ello entre la
adquisicion de eventos transformantes y el desarrollo del cancer podemos desarrollar practicas de
diagndstico temprano basadas en la identificacion de tales eventos transformantes. En este
trabajo analizamos la presencia de células con alteraciones cromosémicas numéricas en pacientes
con diagnéstico de inflamacion del cuello uterino. El cdncer de este tejido cérvicouterino
representa un problema importante de salud publica en México. Nosotros evaluamos la frecuencia
de anormalidades cromosdmicas numeéricas, que es la forma mas comun de inestabilidad
cromosomica en las células tumorales, como marcador de genotoxicidad en muestras de tejido
cervicouterino con diagnéstico de inflamacién. Estudios previos han utilizado las aberraciones
cromosdmicas como marcadores de genotoxicidad y un estudio anterior correlacioné
satisfactoriamente la frecuencia de cariotipos poliploides/aneuploides con el grado de lesion del
tejido del cuello del utero. Los resultados obtenidos en el presente estudio permitieron observar
que en tejido inflamado se detectan alteraciones en el nimero de cromosomas que anteriormente
habian sido descritas en lesiones de mayor grado, y que estas anomalias son, al parecer, resultado
del proceso inflamatorio per se. Nuestros resultados sugieren que la condicién inflamatoria
contribuye de manera significativa al desarrollo de inestabilidad cromosdmica en el tejido por lo
que el analisis de variaciones en el cariotipo en los tejidos inflamados apoyaria el diagndstico y la
toma de decisiones en el tratamiento que debe seguir la paciente.
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IL. INTRODUCCION
El siglo XIX y el XX provocaron una reforma en la practica de la biologia y en la manera de
entender los fendmenos bioldgicos, incluidas las enfermedades, a los que el hombre se encuentra
expuesto. Aunque si bien Heraclito y Aristételes, entre otros en la antigua Grecia, habian
conseguido ya la sistematizacién del conocimiento sobre el hombre, no fue sino hasta los dos
siglos pasados que los descubrimientos cientificos generados en diversas dreas permitieron una
vision regenerada de la biologia (Jiménez, 2006).

En el siglo XIX el planteamiento de la teoria celular por Theodor Schwann y Matthias
Schleiden, la teoria evolutiva de Darwin, las observaciones sobre transmision de caracteres
(herencia) en plantas de Gregor Mendel, la superacién de la teoria de la generacion espontanea
por Louis Pasteur, entre otros hallazgos, originaron la biologia moderna (Jiménez, 2006) y
allanaron el camino para el surgimiento de una nueva rama cientifica, la genética molecular. Esta
nueva aproximacion de la biologia nace al amparo de algunos descubrimientos y conclusiones del
siglo XX: el redescubrimiento de las leyes de Mendel por Carl Correns, Hugo de Vries y Eric Von
Tschermak (1900); la proposicion de la “Teoria cromosémica de la herencia” basada en el
paralelismo entre los factores de Mendel y la conducta de los cromosomas en la meiosis por
Boveri y Sutton en 1902; en la década de los 20, el equipo de Thomas Morgan descubrid la
herencia ligada al sexo, proponen que los genes estan en los cromosomas y demuestran la teoria
cromosomica mediante la no disyuncién del cromosoma X; y la determinacién de la estructura del
acido desoxirribonucleico (DNA) en 1953 por James Watson y Francis Crick.

La genética molecular ha favorecido el estudio de la genética humana con numerosas
aplicaciones en el drea de la salud. Ahora somos capaces de entender algunas enfermedades a
partir de las caracteristicas genéticas y celulares del tejido donde se localiza o genera la patologia,
y relacionarlo con el efecto sistémico que puede ocasionar. En este sentido la toxicologia en su
aproximacién genética y la epidemiologia molecular plantean y favorecen la identificacion de
“biomarcadores”, que son indicadores moleculares, celulares o bioquimicos que permiten
reconocer el agente causal del dafio o el dafio mismo que se produce en el DNA o los cromosomas
de las células y por tanto denotarian el inicio, progreso y manifestacién de la enfermedad clinica
(Brusick, 1999; Zeiger, 2001; Wang et al., 2001).

De acuerdo con la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC), miembro
de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO), el cancer se sitda entre los primeros diez lugares de
la lista mundial de enfermedades frecuentes en los rubros de incidencia de nuevos casos y de
muertes anuales (IARC-WHO, 2007). En nuestro pais, segin datos del Instituto Nacional de
Estadistica, Geografia e Informatica (INEGI) los tumores malignos figuran entre las tres principales
causas de defunciones en el pais (Tabla I-1) (INEGI, 2006; INEGI, 2008). Ante este panorama, la
identificacion de biomarcadores de la patologia cancerigena se vuelve una necesidad, ya que la
evaluacién basada en marcadores moleculares, bioquimicos y/o celulares del proceso de iniciacién
tumoral representa una estrategia efectiva para el diagndstico temprano, de prognosis, e incluso
podria ser de utilidad en el disefo de estrategias terapéuticas.
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Decesos Hombres (%)  Mujeres (%)

Totales 2006 494 471 55.43 44.57
Por principal causa de muerte

1 Enfermedades del corazén 81248 15.46 17.65
2 Diabetes mellitus 68 417 11.64 16.58
3 Tumores malignos 63 885 11.31 14.93

Tabla I-1 Las tres principales causas de muerte en México para el 2004. Vista por
género (INEGI, 2006).




A. CANCER Y ANEUPLOIDIA

La carcinogénesis o el surgimiento de un cancer, es un proceso que tiene multiples etapas
en las cuales la nueva célula transformada evoluciona de una sola célula normal hacia fenotipos
cada vez mas malignos (Duesberg y Li, 2003) por la adquisicién secuencial de alteraciones
genéticas que son las causales de tales cambios fenotipicos (Rajagopalan y Lengauer, 2004; Kastan,
1997). Estas alteraciones genéticas ocurren en un periodo durante el cual se verifica una gran
inestabilidad gendmica (GIN) en donde las células sufren mutaciones a una tasa mucho mas
elevada que la normal (Cheng y Loeb, 1997), que a su vez favorecen la acumulacién de los defectos
genéticos caracteristicos del estado canceroso como las mutaciones en genes especificos, los
rearreglos cromosémicos, las deleciones y las inversiones (Lengauer et al., 1998; Sugimura, 2000;
Schar, 2001; Draviam et al., 2004; Kamranvar et al., 2007). Esta es una razén por la cual se
considera firmemente que el cancer humano es una “enfermedad genética” (Choy, 2001). Estas
alteraciones en el DNA pueden ser transmitidas a través de las lineas celulares germinales y
conferir susceptibilidad al cancer o pueden ser el resultado de mutaciones en células somaticas
(Futreal et al., 2004).

La adquisicién de GIN es uno de los eventos mds importantes en el desarrollo de cancer
humano (Lengauer et al., 1998; Storchova y Pellman, 2004; Margolis, 2005) estimulado por la gran
cantidad de factores fisicos, quimicos y biolégicos de naturaleza exdgena y endégena que pueden
dafiar el DNA o a través de los mecanismos celulares de reparacidn cuando resultan ineficientes
(Tabla I-2, Figura I-1) (Cheng y Loeb, 1997; Motoyama y Naka, 2004).

Ademas, los cambios fenotipicos de las células tumorales requieren de modificaciones que
les permitan: i) autosuficiencia en sefales de crecimiento, ii) insensibilidad ante sefales
inhibidoras del crecimiento, iii) evasion de apoptosis o0 muerte celular programada, iv) potencial
replicativo poco limitado, v) angiogénesis sostenida, vi) invasion de otros tejidos o metdstasis
(Hanahan y Weinberg, 2000); y vii) GIN (Pollack, 2006; Castedo et al., 2006).

La GIN se presenta en dos niveles, en un nimero reducido de tumores la inestabilidad es
observada a nivel de la secuencia del material hereditario como resultado de sustituciones de
bases, deleciones o inserciones de algunos nucleétidos y de errores en los sistemas de reparacion,
por ejemplo la inestabilidad microsatelital (MIN) (Cheng y Loeb, 1997) que resulta de errores en el
sistema de reparacidon de apareamientos errados de nucléotidos (reparacién mismatch). El otro
nivel de la inestabilidad se reconoce en la mayoria de los padecimientos cancerosos, opera a nivel
cromosdmico y estd caracterizado por la pérdida y/o ganancia de cromosomas completos o
fragmentos grandes de los mismos conocida como inestabilidad cromosdmica y que evoluciona en
un ambiente donde el cariotipo es inestable, de esta clase de inestabilidad la aneuploidia es el tipo
mas frecuente (Lengauer et al., 1998; Weaver y Cleveland, 2006). De hecho, han surgido dos
corrientes que tratan de explicar el origen de los tumores basando sus propuestas en cada una de
las formas de GIN.
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BER

BER

Reparacion de
apareamientos
erréoneos MMR
BER

MMR

BER

Reparaciéon  por
recombinacion

BER

Mutaciones
puntuales

Mutaciones
puntuales

Mutaciones
génicas

Mutaciones
génicas

Mutaciones
génicas

Carcinoma
hepatocelular

Céncer
cervicouterino,
cancer de pene, y
cancer de ano,
principalmente

Leucemias y
linfomas

Carcinoma gastrico

Céncer de
(Schistosoma
haematobium),
cancer de

vejiga

vias

Gualandi, et al., 2001
Butel, 2000; Hsieh, et
al., 2004; Wogan, et
al., 2004

Morris, 2007;
Tornesello, et al., 2008;
Uronis y Bendell, 2007;
Virmani, 2001;
Widschwendter, et al.,
2003; Widschwendeter,
2004; Bellanger, et al.,
2005

Butel, 2000; Haoudi, et
al., 2003; Herrera, et
al., 2005

Cruz-Bustillo, 2005;
Shirai, et al., 2006;
Hatakeyama, 2004

Herrera, et al.,, 1994,
Mayer, y Fried, 2007
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ROS biliares

(Opisthorchis
viverrini)
ENDOGENAS
Metabolismo
celular
Depurinacion Formacién de BER por la  Mutaciones Factor de riesgo Chengy Loeb, 1997
sitios abdasicos endonucleasa génicas para varios tipos de  Jacksony Loeb, 2001
Transversion de G apurinica cancer
aTodeAaT
Deaminacion Transversiones de  BER Mutaciones Factor de riesgo
de la citocina CaT génicas asociado a multiples
tumores
Metabolismo Transiciones BER Mutaciones Factor de riesgo
oxidante simples C a T y génicas para varios tipos de
dobles en tandem cancer
CCaTT
Sitios abasicos
Inflamacion
crénica
ROS y RNS DSB Reparacion Mutaciones Carcinoma gastrico, Feig, D. I., et al., 1994;
SSB recombinacional cromosomicas de colon, de Lawrence, 2007;
pancreas y Lawrence vy Gilroy,
Sitios abasicos BER hepatocelular 2007; Coussens y
Werb, 2002; Shacter y
Mutaciones Weitzman, 2002;
Transversiones de  MMR génicas Herrera, et al.,, 2005;
C-T Jackson, A. L.y Loeb, L.
A., 2001
Errores  en la
sintesis del DNA
Replicacién del Insercion errénea MMR Mutaciones Factor de riesgo Chengy Loeb, 1997
DNA de nucledtidos génicas para varios tipos de  Jacksony Loeb, 2001

cancer

Tabla I-2 Inestabilidad gendmica: fuentes, tipos y patologias asociadas (mas frecuentes). Basado en Cheng y Loeb, 1997 y Marquez et
al., 2000.

1. La teoria mutacional

La “teoria mutacional” considera que el cancer tiene su origen en las mutaciones que
ocurren en genes especificos, los llamados proto-oncogenes y los genes supresores de tumores
(GST) en humanos (Carney y Sikora, 1990) que tienen papeles clave en el control del crecimiento,
la diferenciacién y la muerte celular a través de cascadas de sefializacién ordenadas en respuesta a
factores de crecimiento, sus receptores y los genes que controlan su expresion, asi como factores
moduladores negativos del crecimiento (Figura 1-2). Estos dos grupos de genes fueron
descubiertos a la par que los estudios en genética del cancer identificaron los oncogenes virales de
SV40 y del sarcoma de Rous (1970), ocasionando que la relacién entre el cambio genético vy la
malignidad se moviera de la escala cromosomas/cariotipo a la escala molecular (Josephy vy
Mannervik, 2006).
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Aductos

Figura I-1 Dafio al DNA, mecanismos de reparacion y consecuencias. a, Agentes comunes de dafio al DNA (arriba);
lesiones que ocasionan (centro); y mecanismos de reparacion (abajo). b, Efectos agudos del dafio al DNA en la
progresion del ciclo celular (arriba) y en el metabolismo del DNA (centro). Abreviaturas: cis-Pt y MMC, cisplatina y
mitomicina C; (6-4)PP y CPD, fotoproducto 6-4 y dimero de ciclobutano y pirimidina; HR y EJ, recombinacion
homaloga y unién terminal (Modificado de Hoeijmakers, 2001).

. Prc.)telnas Sintesis de
implicadas en DNA
la sintesis de

DNA

Figura I-2 Cascadas de sefializacion implicadas en el control del ciclo celular (Tomado de Weinberg, 1996).
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Los oncogenes (Tabla I-3) son una familia de secuencias Unicas de DNA cuya expresion
anormal estd asociada con el desarrollo del comportamiento celular maligno (Gullick y Sikora,
1990) porque son funcionalmente activados por mutaciones especificas que modifican las tasas de
transcripcién y traduccién de las proteinas que codifican (Josephy y Mannervik, 2006; Carney y
Sikora, 1990) Por su parte los GST’s (Tabla I-4), que fueron descubiertos a través del estudio de
padecimientos cancerosos hereditarios (Ponder, 1990; Friend, 1990), regulan negativamente los
procesos de crecimiento y diferenciacién celular, favorecen el ingreso de las células a la fase GO
del ciclo y los procesos de muerte. Cuando estos genes mutan, los procesos de crecimiento y
diferenciacion celular quedan sin control permitiendo la expansién clonal (Carney y Sikora, 1990;
Lowe et al., 2004; Weinberg, 1996).

LOCALIZACION

ONCOGEN CROMOSOMICA (HUMANOS) PROTEINA/FUNCION CANCER ASOCIADO

c-kit 4q11-q12 Receptor del factor de células madre Gastrointestinal, leucemias
(tirosina cinasa)

PDGFR 5¢g31-g32 Receptor del factor de crecimiento derivado  Gliomas (un cancer de cerebro)
de plaquetas (tirosina cinasa)

erb-B1 7912 Receptor del factor de crecimiento Glioblastoma (un cancer de
epidérmico cerebro) y cancer de mama

c-myc 8qg24.21 Componente de factor de transcripcién Leucemias, carcinomas de mama,

estdmago y pulmén

H-ras 11p.15.5 Proteina G, transmisora citopldasmica de Pulmédn, ovario, colén, pancreas,
cascadas de sefiales estimuladoras leucemias

MDM2 12q14.3-q15 Cifra proteina antagonista de p53 Sarcomas, entre otros

fos, jun 14qg24.3, 1p32-p31 Componentes del factor de transcripcion AP-
1

Bcl-2 18qg21.3 Cifra proteina que bloguea el suicidio celular  Linfomas de células B

Src 20912-9q13 Tirosina cinasa Colon

PDGFB 22q13.1 Factor de crecimiento derivado de plaquetas  Gliomas (un cancer de cerebro)

Tabla I-3 Oncogenes y oncoproteinas representativas (la tabla es muy extensa) cominmente asociados a tumores. (Modificada de
Weinberg, 1996; Josephy y Mannervik, 2006; Weinberg, 2007; NCBI, 2008).

LOCALIZACION

GST CROMOSOMICA (HUMANOS) PROTEINA/FUNCION CANCER ASOCIADO

hMSH2 2p22-p21 Reparacion mismatch (de apareamientos Carcinoma colo-rectal hereditario no
erroneos) en el DNA polipésico (HNPCC)

hMLH1 3p21.3 HNPCC

RASSF1A 3p21.3 Multiples funciones Varios tumores

TGFBR2 3p22 Receptor de TGF-B Colon, gastrico, carcinomas

pancredticos

APC 5q21-q22 Proteina citoplasmatica. Multiples  Canceres de colén y estémago
funciones en adhesion, sefializacién (?)

MTS1 9p21 Cifra la proteina pl6. Componente del Muchos canceres
control del ciclo celular

PTEN 10g23.3 Fosfatidasa fosfatidilinositol Varios tumores

BRCA2 13g12.3 Mama

Rb 13q14 Cifra la proteina nuclear pRB. Regula la  Retinoblastoma, cénceres de vejiga,
progresion del ciclo celular (?) pulmén, mama y dseos

p53 17p13.1 Cifra la proteina nuclear p53. Factor de Gran diversidad de carcinomas
transcripcidon; arresto del ciclo celular;
apoptosis

NF1 17q11.2 Cifra una proteina citoplasmatica inhibidora  Neurofibromas, feocromocitomas
de la proteina Ras (sistema nervioso periférico),

leucemia mieloide, colon
BRCA1 17921 Reparacion de rupturas de doble cadena en Mama y ovario

el DNA (?)

Tabla I-4 Genes supresores de tumores y sus proteinas representativas (la tabla es muy extensa) cominmente asociados a tumores.
(Modificada de Weinberg, 1996; Josephy y Mannervik, 2006; Weinberg, 2007; NCBI, 2008).
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2. La teoria aneuploide del cancer
Todas las células somaticas normales, incluyendo aquéllas que rodean un tumor,
contienen 46 cromosomas, sin embargo, muchos canceres humanos no sélo contienen células que
poseen un numero aberrante de cromosomas, (@ menudo entre 60 y 90) sino que incluso entre
esas células hay diferencias en el contenido cromosdémico (Rajagopalan y Lengauer, 2004).

La aneuploidia, o el nimero anormal de cromosomas presentes en una célula, habia sido
reconocida por Hansemann desde 1890 como una caracteristica de los canceres humanos muy
cercana a la ubicuidad (Heim y Mitelman, 1995; Draviam et al., 2004) y en 1914, Theodor Boveri
postuld que la aneuploidia es una causa en la transformacion de las células tumorales y no una
consecuencia del estado canceroso (Boveri, 1914) como se maneja hoy (Rajagopalan y Lengauer,
2004; Weaver y Cleveland, 2006).

La teoria aneuploide del cancer propone que el cancer es causado por la dosis anormal de
miles de genes normales, esta dosis anormal es generada por la ganancia o pérdida de
cromosomas especificos o segmentos de los cromosomas, lo que es conocido como aneuploidia
(Sen, 2000; Barlow y Malkin, 2001; Duesberg et al., 2004). El proceso carcinogénico es iniciado por
una aneuploidia azarosa, que puede ser inducida por un carcinégeno o espontdneamente, y
establece una reaccién en cadena de aneuploidizaciones, las cuales generan combinaciones vy
rearreglos de cromosomas cada vez mds anormales y eventualmente cancer-especificos, con lo
cual se establece el corolario: “entre mas aneuploide es el cariotipo, mas maligno es el cancer”
(Atkin y Baker, 1982; Atkin y Baker, 1984; Duesberg y Rasnick, 2000; Duesberg y Li, 2003; Pihan et
al., 2003; Rajagopalan y Lengauer, 2004; Sy et al., 2005; Balachandar et al., 2007).

Aln cuando no ha sido asignada la causalidad del cancer a la aneuploidia de manera
absoluta, su papel es realmente importante ya que: 1) La aneuploidia es la forma de GIN mas
frecuentemente encontrada en los tumores sélidos y aun en los estados pre-cancerosos de
algunos de ellos, como el cancer de colon (Nowak et al., 2002), prdstata (Balachandar et al., 2007),
cuello uterino (Olaharski et al., 2006), entre otros. 2) La aneuploidia tiene capacidad autocatalitica,
es decir que al suceder el primer evento aneuploidizante, en la siguiente divisién celular se
esperan células con cariotipos aneuploides (Duesberg y Li, 2003). 3). La aneuploidia correlaciona
con las largas latencias de la formacion neoplasica (revisado en Duesberg et al., 2005) 4) Algunos
carcindgenos actian como aneuploiddgenos (Tabla I-2), es decir, que inducen la aneuploidia (en
Duesberg y Rasnick, 2000; Duesberg et al., 2001). 5) La aneuploidia causa fenotipos anormales y
complejos por la alteracién de la dosis de miles de genes (Duesberg y Rasnick, 2000). 6) Entre mas
maligno es el cancer, mayor es el grado de aneuploidia que sus células presentan (Duesberg y
Rasnick, 2000). 7) El reconocimiento de anormalidades cromosdmicas especificas en carcinomas
(en Duesberg et al., 2004 y Duesberg et al., 2005; Plentz, 2005).
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B. MECANISMOS DE GENERACION DE LA ANEUPLOIDIA

La participacion causal de la aneuploidia en la patogénesis del cancer no ha sido, aun,
confirmada experimentalmente, pero existen diferentes vias en que este fenotipo puede
generarse en las células (Weaver y Cleveland, 2006). La mayoria de estos mecanismos resultan de
errores en la segregacion cromosomica (Figura I-3) durante el ciclo celular. La segregacion
adecuada es mantenida tanto por las propiedades intrinsecas de la maquinaria mitética como por
el punto de control del huso (Draviam et al., 2004). Pero la aneuploidia puede ser generada
también en procesos independientes del punto de restriccion mitdtico (Storchova y Pellman, 2004;
Weaver y Cleveland, 2006; Ganem et al., 2007)

Figura I-3 Componentes de la maquinaria mitdtica y sus funciones. Los defectos en alguno de estos elementos tiene el
potencial para contribuir a la segregacién cromosomica aberrante y tumorigénesis (Tomado de Pihan y Doxsey, 1999).

1. Errores durante el ciclo celular
El ciclo celular es un concepto que envuelve el proceso constituido por una serie de
eventos ordenados que guian la replicacidn de las células (Figura I-2); esta dividido en cuatro fases
principales. El ciclo se inicia cuando una célula en reposo (fase GO) recibe sefiales (factores de
crecimiento) que estimulan la activacion del ciclo, es decir, el ingreso en la fase G1. El progreso a
través de las siguientes fases estda regulado por un pequefio nimero de proteinas cinasas
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heterodiméricas llamadas ciclinas y cuyas subunidades cataliticas son las cinasas dependientes de
ciclinas (Cdks) que forman complejos especificos que dan el paso a cada fase y preparan los
elementos moleculares necesarios para cada etapa. En la fase S (sintesis) el DNA de los
cromosomas es replicado y la célula ingresa a la fase G2 donde se prepara para dividirse en la
mitosis, también llamada fase M, en ésta los cromosomas se condensan, la envoltura nuclear se
elimina y los husos mitdticos son ensamblados. Esta uUltima fase estd dividida en otras etapas, en la
etapa llamada metafase los cromosomas duplicados (cromdtidas hermanas) son alineados en la
placa ecuatorial coordinados por los centrosomas a través de los microtubulos (husos mitdticos)
que se anclan al centrémero de los cromosomas. La célula esta preparada para dividirse, entonces
otro complejo proteico llamado Complejo Promotor de la Anafase/Ciclosoma (APC/C), con
capacidad de ubiquitina, controla el paso de la metafase a la anafase, cuando las cromatidas
hermanas se separan y alistan para segregar hacia las células hijas, evento que también es
favorecido por el APC (Weinberg, 1996; Lodish et al., 2000; Alberts et al., 2002).

Durante el proceso evolutivo las células eucariotas desarrollaron un sistema de control del
ciclo celular que resguarda la fidelidad del mismo para garantizar el adecuado desarrollo de los
organismos multicelulares (Lodish et al., 2000; Alberts et al., 2002). Los complejos Cdk-ciclina y el
APC son parte de este sistema, y participan junto con otros elementos que son llamados puntos de
control o checkpoints, en los que el ciclo puede ser arrestado para evitar el ingreso prematuro a
las fases siguientes. Existen tres puntos de restriccion: 1) en la fase G1, donde las proteinas pRb y
p53 (de la familia de los GST) determinan la integridad del DNA y del ambiente para dar paso a la
fase S; 2) en la fase G2, se censa el estado replicativo del DNA, su integridad y la del ambiente; y 3)
en la fase M, llamado punto de restriccion metafasico o del huso mitdtico, censa el anclaje del
huso a los cromosomas para permitir o arrestar la progresidon hacia la anafase y cariocinesis
(Weinberg, 1996; Lodish et al., 2000; Alberts et al., 2002). El fallo en cualquiera de estos puntos de
restriccion representa un riesgo para la integridad gendmica de las células hijas. Pero con respecto
a la generacion de aneuploidia, es el sitio de restriccion mitético el principal guardian durante el
ciclo celular (Pihan y Doxsey, 1999; Jallepalli y Lengauer, 2001; Draviam et al., 2004; Rajagopalan y
Lengauer, 2004; Yuen et al., 2005; Weaver y Cleveland, 2006). Aunque cabe aclarar que no es la
Unica via de generacion, pues las aneuploidias pueden ocurrir ain cuando el punto de control estd
intacto (Weaver y Cleveland, 2006)

a) Deficiencias del punto de control mitético

El punto de control mitdtico es el complejo molecular que evalla la unién efectiva entre el
huso mitético de los centrosomas y el cinetocoro de las cromatidas hermanas. En este punto
participa un gran nimero de proteinas (BUB1, BUBR1, BUB3, MAD1, MAD2, MAPK, CENP-E, Aurora
B, entre otras). Cuando todos los cromosomas han sido anclados correctamente se produce el
paso hacia la anafase, mismo que es irreversible y prepara a los cromosomas para segregar hacia
las células hijas (Pihan y Doxsey, 1999; Yue et al., 2005; Weaver y Cleveland, 2006). Sin embargo,
excepcionalmente suelen ocurrir errores en alguno o algunos elementos de la maquinaria mitdtica
provocando el surgimiento de células hijas aneuploides (Draviam et al., 2004; Weaver y Cleveland,
2006) como es el caso de los genes BUB1 y BUB1B (codifica la proteina BUBR1), ampliamente
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reportados en condicidn mutante en canceres colon-rectales con inestabilidad cromosdmica
(Lengauer y Wang, 2004)

Quizas uno de los errores mas comunes de este punto de restriccion es la no disyuncion
de las cromatidas hermanas (Figura I-4b) (Yuen et al., 2005; Weaver y Cleveland, 2006) que da
lugar a la generacion de células aneuploides (Weaver et al., 2006) o poliploides que en
replicaciones sucesivas derivarian en aneuploidias (Shi y King, 2005; Shi y King, 2006). Esta
separacion es mediada por el APC/C (Figura I-5), una proteina con capacidad de ubiquitina ligasa
que, en condiciones normales, se encuentra inactivada en la metafase por proteinas del punto de
control mitético hasta que los husos de microtubulos se anclan a los cromosomas (Pihan y Doxsey,
1999; Weaver y Cleveland, 2006) y los orientan en la placa metafasica (Wirth et al., 2006). Una vez
que esto se logra, el APC/C es activado por fosforilaciones, favoreciendo su union a la proteina
Cdc20 que a su vez reclutard los sustratos cuya degradacién es requerida para la progresion hacia
la anafase (securina) y la terminacion del ciclo celular (ciclina B). La degradacidon de la securina y de
la ciclina B permite la liberacidon y activacidon de la separasa, una proteasa que degrada a la
cohesina (la proteina que mantiene unidas a las cromatidas hermanas desde su sintesis y hasta
este momento); con la eliminacion de la ciclina B también se promueve la progresién del ciclo
celular hacia la cariocinesis (Jallepalli y Lengauer, 2001; Peters, 2002; Harper et al., 2006; Weaver y
Cleveland, 2006; Wirth et al., 2006). Sin embargo, cuando la unidn de los microttubulos sélo se
produce con uno de los cinetocoros de las cromatidas hermanas, éstas no puede alinearse en la
placa metafasica y la cohesina que une a las cromatidas no es rota por la separasa generando
células con ganancia y pérdida de cromosomas individuales (Jallepalli y Lengauer, 2001; Lengauer
y Wang, 2004; Wirth et al., 2006); cuando la separasa es ineficiente por alguna mutacién, suele
arrestarse el ciclo produciendo una célula poliploide (Wirth, 2006), igualmente por otros factores
mutados de esta maquinaria se pueden producir errores aneuploidizantes (Yuen et al., 2005);
también hay formacion de células aneuploides por no disyuncién cuando algunos componentes
del punto de control mitético se encuentran presentes en niveles reducidos (Weaver y Cleveland,
2006).

La completa inactivacién del punto de control mitdtico resultante de la eliminaciéon de
elementos clave guia a una aneuploidizacién rampante por mal-segregacién masiva de
cromosomas (Figura I-4c), aunque las células en estas condiciones mueren después de seis
divisiones por lo que su contribucién al proceso carcinogénico es minimo (Weaver y Cleveland,
2006).

Una combinacién de errores del punto de control mitdtico y del anclaje microtubulos-
cinetocoro pueden propiciar eventos de segregacién cromosdmica inadecuada. Estos son referidos
de acuerdo con la orientacidon que los cromosomas presentan al formar la placa metafasica. En la
prometafase temprana pueden ocurrir: a) anclajes monotélicos (Figura I-6A), en los cuales una
cromatida hermana se une a los microtubulos de un centrosoma pero la otra queda sin unirse al
centrosoma del polo opuesto; y b) anclajes sintélicos (Figura I-6B), en este caso los dos cinetocoros
hermanos son anclados, se unen a husos mitdticos que proceden del mismo polo. En ambos casos,
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si el punto de restriccién es éptimo se dispara arrestando el ciclo celular hasta que las uniones
microtubulos-cinetocoro sean corregidas (Cimini, 2007)

b) Independiente del punto de control mitético

Siguiendo con los errores ocurridos durante el anclaje de los husos mitéticos con los
cinetocoros en los cromosomas, en algunas ocasiones ocurre que el cinetocoro de una sola
cromatida es apresada por husos mitdticos de los dos polos, este fendmeno es conocido como
anclaje merotélico (Figura I-4d). Como el doble anclaje genera la tensién normal que censa el sitio
de control no hay ninguln problema con la progresion del ciclo. La tensidn dominante de alguno de
los husos puede determinar el destino de este cromosoma, o bien puede permanecer en la zona
media de la mitosis y quedar excluido de las dos células hijas, o segregar a una célula hija
formando un microndcleo (Weaver y Cleveland, 2006; Cimini, 2007).

Figura I-4 Mecanismos que generan aneuploidia. (a) Division normal con progenie diploide, el anclaje microtubulos-cinetocoros es
anfitélico o normal. (b-c) Errores de segregacion por deficiencias en el checkpoint mitdtico. (d-f) Errores de segregacion
independientes del checkpoint mitético. (g) Intermediario tetraploide que con divisiones sucesivas puede generar células
aneuploides. En cada caso (a-g), de izquierda a derecha, la primer imagen muestra una célula diploide (a-f) o tetraploide (g) en
interfase. El segundo panel representa la metafase. La tercera imagen muestra la segregacion en la anafase (a-e, g). La ultima
imagen trata de las células hijas producidas, ahora en G1. Se muestra la ploidia de las células parentales y de la progenie
(Modificado de Weaver y Cleveland, 2006).

En algunas células falla la duplicacién de los centrosomas. Las anormalidades de los
centrosomas han sido reportadas tanto en lesiones precancerosas como en carcinomas in situ
(Pihan et al., 2003). Los centrosomas han sido reconocidos como factores importantes para el
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ensamble de los husos mitdticos, para dar polaridad a la célula y organizar a los cromatidas
hermanas para su separacién y segregacion (Doxsey, 2001; Kramer et al., 2002; Sluder y Nordberg,
2004; Yang et al., 2008). Una de las dos consecuencias de errores en la duplicacion centrosémica
es la formacion de multiples husos polares (la principal causa asociada, hasta ahora, es la
reduccion de la expresidon de la proteina tastina [Yang et al., 2008]). Cuando esto sucede, el
checkpoint no previene la segregacion porque los cromosomas establecen uniones productivas
con dos de los polos disponibles, generando tres o mds células hijas con cariotipos aneuploides
por la segregacion cromosémica desigual (Figura I-4e) (Sluder y Nordberg, 2004; Weaver y
Cleveland, 2006).

Figura I-5 Induccion de la anafase por el APC: 1) El APC activa la proteasa separasa por degradacion de la securina. La separasa,
separa las cromatidas hermanas al romper los complejos de cohesina. (2) El APC ayuda en la activacion de la separasa al iniciar la
degradacidn de la ciclina B y otras ciclinas mitéticas. La degradacion de la ciclina inactiva a Cdk1 permitiendo la remocién de los
residuos de fosfato que inactivan a la separasa, a través de fosfatasas proteicas (PPasas). (3) El APC inicia la degradacion de la
quinesina XKid en los brazos cromosémicos. XKid en las mitosis tempranas previene la segregacion, por lo que su degradacion
facilita la migracion de las crométidas hacia los polos en la anafase (Tomado de Peters, 2002).

Figura 1-6 Orientaciones cromosdmicas en la mitosis que pueden inducir aneuploidia. (A)
Orientacién monotélica. Mientras que un cinetocoro es unido por los microtubulos, el
cinetocoro de la otra cromatida hermana queda sin unir. (B) Orientacidn sintélica. Los dos
cinetocoros, de las cromatidas hermanas, se unen a microtubulos procedentes del mismo
polo (Tomado de Cimini, 2007).
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Figura I-7 Papel del acortamiento telomérico en cancer. Se muestra la serie de eventos cruciales ligados a la disfuncién telomérica y
a los puentes anafésicos, rompimientos y pérdidas cromosdmicas, y divisiones celulares multipolares (Gisselsson, 2005). El
acortamiento de los teldmeros durante el envejecimiento y la enfermedad crénica guian a la disfuncién telomérica y la induccién de
checkpoints de senescencia. Las fallas en los checkpoints cooperan con la disfuncién de telémeros y favorece la inestabilidad
cromosomica y la iniciacion del cancer (Ju y Rudolph, 2006). (Modificado de Gisselsson, 2005).

La segunda consecuencia de los errores en la duplicacién del centrosoma es la produccion
de células monopolares, es decir que solo tienen un centrosoma. La sobreexpresidn de la proteina
tastina (Yang et al., 2008) y la inhibicidn del aparato requerido para la separacién del centrosoma
replicado (Weaver y Cleveland, 2006) son las causas que se han encontrado para este fenémeno.
Las células que contienen husos monopolares, debido a fallas en la duplicacién del centrosoma,
son susceptibles también de generar células aneuploides (Figura I-4f). En este caso, algunas
cromdtidas quedan libres de la unién a microtubulos, debido a la diferencia en la tension
producida por la tracciéon de los husos, el punto de control arresta la progresion del ciclo; pero
durante el arresto prolongado algunas de esas células pueden morir o evadir el arresto, pese a que
nunca se produjo la segregacién cromosémica, dando lugar a una célula tetraploide (contenido
doble del nimero cromosémico normal) en la fase G1 celular (Krdmer et al., 2002; Weaver y
Cleveland, 2006).

Los teldmeros, las repeticiones TTAGGG finales de los cromosomas, determinan el nimero
de ciclos replicativos de las células, los protegen de deleciones, de uniones entre terminales de
diferentes cromosomas, de ser sustrato para el sistema de reparacién de rompimientos de doble
cadena (DBS) y tienen la capacidad de arrestar este proceso cuando el acortamiento rebasa el
limite, por lo tanto desempefian un papel importante en la patologia del cancer (Gisselsson, 2005;
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Ju y Rudolph, 2006; Cosme-Blanco y Chang, 2008; Uziel et al., 2008). Y es que cuando la respuesta
al acortamiento de los telémeros falla (Figura 1-7), se permite la proliferacién celular y el
acortamiento anormal de las terminales cromosémicas, resultando por ultimo en la recombinacidn
de cromosomas desprovistos de teldmeros en configuraciones aberrantes, forman puentes de
cromatina y generan al menos tres formas de inestabilidad cromosémica: 1) rearreglos
estructurales debidos a la fragmentacién extensiva de la cromatina, pudiendo formar
isocromosomas y translocaciones de brazos completos. 2) pérdida de cromosomas completos por
la separacién del huso mitético. 3) falla de la citocinesis, formando poliploidizacién y centrosomas
supernumerarios que llevarian a mitosis multipolares (Gisselsson et al., 2002; Gisselsson, 2005).

2. La tetraploidia como fuente de aneuploidia

Cuatro mecanismos generales son capaces de producir células tetraploides. La evasién del
arresto del ciclo celular producido por el punto de control mitdtico es una de las vias
poliploidizantes, como ya se menciond (Figuras I-4f, 1-8C). La endorreplicacion (Figura 1-8B) es un
proceso normal, programado, por el cual ocurre la replicacién del DNA sin que medie un proceso
de divisién celular, el resultado es la creacion de células autopoliploides (tetraploides), sin
embargo, en el humano es un proceso que sélo ha sido descrito en megacariocitos, células de la
médula dsea que generan plaquetas. Otro proceso normal, que también produce células
tetraploides, es la fusidon celular (Figura 1-8A). La fusién celular es un proceso normal y
fisiolégicamente importante durante el desarrollo en ciertos tejidos del cuerpo (musculo
esquelético y osteoclastos), produciendo células diferenciadas pero durante estados de
enfermedad puede ocurrir, generalmente como resultado de infecciones virales. La cuarta via de
formacidn de células poliploides esta relacionada con el ciclo celular, en este caso especificamente
con la falla en el aparato celular que coordina la citocinesis (Figura I-8C) (Storchova y Pellman,
2004; Ganem et al., 2007). Shi y King en 2005 reportaron que sus resultados mostraban que la no
disyuncién era causa de progenie tetraploide y no aneuploide (en lineas celulares de
gueratinocitos humanos, Hela y epiteliales prostaticas) ya que se produce la regresién del proceso
y se evita la citocinesis. Sin embargo, esta idea aun carece de un sustento irrefutable ya que en
otros tipos celulares la no disyuncién da lugar a células con cariotipo aneuploide muy cercano a la
condicidn diploide (Weaver et al., 2006).

En 2001, Andreassen et al., propusieron la existencia de un punto de restriccidon para la
tetraploidia cuya funcidn consiste en censar la presencia de células tetraploides y arrestarlas en
G1, este mecanismo entonces prevendria la GIN causada por mitosis multipolares, pero no existe
mayor evidencia de la presencia de tal punto de control, por el contrario, se ha visto que las
células tetraploides son capaces de proceder a través del ciclo celular (Weaver y Cleveland, 2006).
Una vez en el ciclo celular, la via de produccion de células aneuploides depende de la formacidn de
multiples centrosomas. Estos centrosomas son capaces de producir husos multipolares con tres o
cuatro polos (Figura I-4g), lo cual resultaria en células hija aneuploides durante mitosis
subsecuentes (Storchova y Pellman, 2004; Weaver y Cleveland, 2006; Ganem et al., 2007).
Obviamente, en estas células pueden presentarse todas las variaciones mecanisticas que se han
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descrito antes y que conllevan a la obtencidn de progenie con alteraciones numéricas del cariotipo
y posteriormente al desarrollo tumoral.

Figura 1-8 Rutas a la poliploidia. a | Fusion celular: después de la fusién la
célula ingresa al ciclo celular con dos centrosomas, subsecuentemente
duplicados. En la mitosis, si los centrosomas se agrupan, se establece una
division bipolar (izquierda), pero si no estdn emparejados, ocurre una
mitosis multipolar (derecha). b | Endorreplicacion. Es la replicacion del DNA
en la ausencia de mitosis. ¢ | Ciclo celular abortado. Una falla en un paso
crucial del proceso de division resulta en una célula tetraploide (4n) en la
fase G1. Si el defecto ocurre en la cariocinesis la célula contendra un solo
nucleo (izquierda, medio); pero si el defecto ocurre en la anafase tardia o
en la citocinesis, la célula tendra dos nucleos (Tomado de Storchova y
Pellman, 2004).

C. IDENTIFICACION DE ANEUPLOIDIAS EN MUESTRAS CELULARES

Los cromosomas no son meramente agregados de unidades génicas discretas.
En cierta medida ellos mismos son unidades.
G. L. Stebbins, 1950

La ruta tradicional para el diagndstico ha sido a través de la evaluacidn morfoldgica de
biopsias y la correlacién de este andlisis con las consecuencias clinicas. La base morfoldgica en el
diagndstico tiene sus limitaciones. Es bien sabido que los tumores que lucen igual bajo el
microscopio y que parecen tener un fenotipo muy similar, pueden tener cursos clinicos
radicalmente diferentes. El desarrollo de nuevas metodologias en el campo de la patologia
molecular obliga al estudio del origen de los padecimientos a partir de la caracterizacién de la
informacién genética: genes, cromosomas, transcripcién y movimientos de los acidos nucleicos
(Levsky y Singer, 2003).

El andlisis cromosdmico ha estado en uso por mds de 45 afios para diagnosticar errores en
el nimero o en la forma de los cromosomas que pueden resultar en desérdenes genéticos y
enfermedades (Andrews et al.,, 1994). Existe un gran numero de métodos o variantes
metodoldgicas ampliamente usadas en laboratorios de investigaciéon y clinicos activos en la
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citogenética del cancer (Heim y Mitelman, 1995). Las tinciones de Giemsa y sus variantes, asi como
las nuevas metodologias de tinciéon con agentes fluorescentes son excelentes auxiliares para la
deteccion de anomalias numéricas y estructurales de los cromosomas, que parten del uso de la
microscopia optica y de fluorescencia, respectivamente, pues facilitan la visualizacion de los
cromosomas o de estructuras especificas de éstos.

1. Hibridacion in situ
Las metodologias que emplean la fluorescencia para el reconocimiento de los cromosomas
en caracteristicas estructurales y numéricas sientan sus bases en la técnica conocida como
hibridacion in situ (ISH), también llamada ‘hibridacidon histoquimica’ o ‘hibridacién citoldgica’,
introducida por primera vez en 1969 por tres grupos de trabajo: Buongiorno-Nardelli y Amaldi,
Gall y Pardue, y John y colaboradores (van Dekken et al., 1993; Segura Valdez et al., 1997; Hofler
et al., 1998)

La hibridacion in situ recibe este nombre porque la hibridacién se realiza en secciones de
tejido o en células fijadas (Hofler et al., 1998) y se basa en la capacidad que poseen los acidos
nucleicos para hibridarse o unirse entre si en vista de que las monocadenas de acidos nucleicos
tienen secuencias de bases complementarias. La hibridacién puede ser de DNA-DNA, DNA-RNA o
RNA-RNA. Como la hibridacidon es muy especifica es posible demostrar con gran especificidad la
presencia de determinadas secuencias de DNA o de RNA en su localizacién en la célula (Hofler et
al., 1998; Morel, 1993; Perret, 1993; van Dekken et al., 1993; Geneser, 2006), secciones de tejido o
preparaciones de cromosomas (Hofler et al., 1998)

La sensibilidad de la ISH depende de las siguientes variables: (a) el efecto de la preparacién
del tejido sobre la retencién y accesibilidad al DNA o RNA blanco; (b) el tipo de construccién de la
sonda, incluyendo la eficiencia del marcaje de la sonda y la sensibilidad del método usado para la
deteccion de la sefial; y (c) el efecto de las condiciones de la hibridacién sobre la eficiencia de
hibridacion (Hofler et al., 1998)

Para la técnica de hibridacidn in situ se utiliza una sonda formada por un acido nucleico
monocatenario o bicatenario con una secuencia de bases conocida de longitud variable (desde 10-
15 bases o varios cientos de ellas), complementaria a la secuencia de bases que se desea
demostrar. Las sondas se pueden marcar de dos maneras, una es por marcaje directo: a la
molécula de DNA o de RNA se ancla directamente la molécula reportera que suele ser un
fluorocromo (fluoresceina, rodamina o TexasRed); la otra forma de marcar la sonda es indirecta:
donde puede ocurrir que un hapteno (biotina o digoxigenina, los mds empleados) sea anclado a la
sonda y detectado por otra proteina de unidn marcada (avidina) o que el hibrido sonda-blanco sea
detectado por un anticuerpo especifico (van Dekken et al., 1993; Segura Valdez et al., 1997; Hofler
et al., 1998; Bakkenist y McGee, 1998). Ahora, las sustancias que pueden emplearse para marcar
las sondas pueden ser isétopos radiactivos, cuando se desea mostrar por radioautografia (Pardue
y Gall, 1969); o con sustancias no is6topos que pueden ser una ramificacion adosada (un
croméforo como la biotina), que permite identificar la sonda por otras técnicas como la
inmunohistoquimica (Hofler et al., 1998; Geneser, 2006) o con un fluorocromo (Bauman et al.,
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1980; van Dekken et al., 1993; Segura Valdez et al.,, 1997; Hofler et al., 1998; Sunday, 1998;
Bakkenist y McGee, 1998; Lewis y Baldino, 1990; Perret, 1993) detectado directamente por
microscopia fluorescente, o indirectamente por técnicas inmunohistoquimicas (Bakkenist y
McGee, 1998).

Hibridacién in_situ fluorescente (FISH). La primera aplicacion de la FISH por marcaje

directo de la sonda con un fluorocromo ocurrié en 1980, por el grupo de Bauman. Aprovechando
la capacidad de producir la unién covalente del fluorocromo con la molécula de RNA usada como
sonda, consiguieron identificar secuencias especificas de DNA (Bauman et al., 1980; Levsky y
Singer, 2003). El marcaje directo de sondas de DNA para identificar secuencias especificas del
material hereditario fue introducido en 1988 por el equipo de investigacion de Lichter (en Bayaniy
Squire, 2004).

La técnica de FISH se basa en la hibridacién con sondas marcadas con un agente
fluorescente para identificar una secuencia de DNA especifica o una estructura cromosomal
particular (Tabla I-3) (Heim y Mitelman, 1995; Segura Valdez et al., 1997). También, con la FISH se
han podido detectar marcadores cromosémicos, cromosomas derivativos, translocaciones no
balanceadas de novo y algunas regiones anormalmente bandeadas, que pasan inadvertidas para
otros sistemas citogenéticos y moleculares. Es posible determinar el niumero y la localizacién de
tales eventos. Otra de las grandes ventajas de esta aplicacion es que a diferencia de otras
aproximaciones, la FISH no requiere células con cromosomas metafdsicos, ya que las células en
interfase, e incluso células de archivo o embebidas en parafina, son también blancos de este

procedimiento (Heim y Mitelman, 1995; Segura Valdez et al., 1997; Galadn, 2002; Bayani y Squire,
2002; Bayani y Squire, 2004). Y la desventaja es la especificidad inherente del método, pues se
consigue informacion sélo de aquellos cromosomas que han sido evaluados (Heim y Mitelman,

1995).

TIPO INTENSIDAD DE LA APLICACIONES COMUNES
FLUORESCENCIA
Sondas centroméricas Fuerte Ideal para principiantes en la técnica. Comunmente empleado para

enumerar monosomias y trisomias, y para la determinacién sexual en
estudios de transplantes.

Sondas especificas  Moderado/débil Usado para identificar pequefios rearreglos cercanos a los telémeros.

subteloméricas

Pinturas cromosdmicas Fuerte/moderado Util en la identificacién de aberraciones cromosémicas, si se sospecha de
un cromosoma especifico. También, para confirmar los resultados por SKY
y MFISH.

Sondas de secuencia Unica— Moderado Usado para detectar la presencia de translocaciones especificas en células

translocaciones en interfase o en metafase.

Sondas de secuencia Unica— Moderado Identificacion de pequeiias deleciones submicroscépicas usando

microdeleciones metafases.

Sondas de deteccion de Fuerte Para la detecciéon de amplificaciones génicas (varias copias) en células en

amplificaciones génicas interfase y en metafase.

Tabla I-7 Diferentes clases de sondas cominmente usadas en el analisis con FISH. Nota: la intensidad de la sefial depende del tamafio y
la aplicacién de la sonda asi como del origen del DNA blanco y el estado de la célula (Tomado de Bayaniy Squire, 2004)
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Las aplicaciones clinicas de la FISH incluyen: 1) el estudio de las anomalias cromosémicas
en metafase, 2) la deteccidon de anomalias cromosdmicas en células en interfase, 3) el mapeo del
genoma humano, 4) el estudio de anomalias cromosdémicas sutiles o cripticas (anomalias
subteloméricas). Cuya importancia no tiene cabida Unicamente en el andlisis citogenético del
cancer, pero dada la gran informacidn que sobre la integridad gendmica puede aportar,
representa una herramienta muy poderosa para la caracterizacién de las anomalias presentes en
las células tumorales, para la comprension del papel que pueden desempefiar en la
transformacion maligna y para el desarrollo de estrategias diagndsticas y terapéuticas.

D. CANCER DEL CUELLO UTERINO (CaCu)

El cancer del cuello uterino es el segundo tipo de cancer mas comun entre mujeres a nivel
mundial (IARC, 2002; Parkin y Bray, 2006), la primera en México (Carrillo et al., 2004; INEGI, 2006;
INEGI, 2008) (Figuras 1-8 e I-9). Alrededor del 83% de los casos ocurren en paises en desarrollo
(Figura 1-10), donde el cancer cervicouterino representa el 15% de los padecimientos cancerosos
en la mujer, con riesgo a partir de los 65 afios, mientras que en los paises desarrollados se trata
sélo del 3.6% de nuevos casos anuales de cancer. En paises como los europeos (con excepcion de
aquéllos de Europa Oriental), Estados Unidos de Norteamérica, Japdn y China, las tasas de
mortalidad son realmente bajas debido al diagndstico temprano, que desde luego también esta
disponible en los paises en desarrollo, sin embargo la poblacion femenina de estos paises, por
ignorancia o por razones relacionadas con el estilo de vida no asisten a las unidades de diagndstico
(Parkin y Bray, 2006).

Los estudios sobre la epidemiologia del CaCu han demostrado que este padecimiento se
comporta como una enfermedad de transmisién sexual, y diversos factores de riesgo parecen
estar involucrados en su desarrollo. Los de mayor asociacidn son el inicio temprano de relaciones
sexuales, el numero de parejas sexuales, las infecciones virales y bacterianas, habitos
reproductivos, uso de anticonceptivos orales, habitos dietéticos, tabaquismo, entre otros (Carrillo
et al., 2004)

1. El cuello del utero

El tero se ubica en el centro de la cavidad pelviana y termina, hacia abajo, en la vagina. El
Utero se divide en una parte superior ancha, el cuerpo, que representa 2/3, y una parte inferior,
mas angosta, el cuello, que representa el 1/3 restante del érgano. El cuello (Figura 1-12) tiene
forma cilindrica y estd perforado en su extremidad inferior, penetra en la béveda de la vagina, y
los puntos de reflexion de la pared vaginal lo dividen en una parte superior, la portio
supravaginalis, y otra inferior, la portio vaginalis, que tienen, aproximadamente, la misma longitud
(Lejarcegui, 1974; Geneser, 2006).
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Figura I-9 Figura I-10

Figura I-11

La superficie de la porcidon vaginal del cuello uterino (ectocérvix) estd cubierta por un
epitelio escamoso estratificado idéntico al de la vagina y con capas comparables a las de la piel, se
encarga de segregar y acumular cantidades variables de glucégeno, ademas de ser un tejido
protector debido a su superficie queratinizada. El conducto cervical (endocérvix) esta tapizado por
un epitelio cilindrico monoestratificado, sus ndcleos son compactos, pequefios y bien tefiidos y se

31



situan en el polo basal. Entre las regiones cilindricas y escamosas se forma una zona de transicion
(Figura 1-12) que puede ser abrupta o gradual. Histolégicamente, la zona de transicidn puede
aparecer como una unién brusca entre el epitelio cilindrico del endocérvix y el epitelio
estratificado del ectocérvix, o bien, su aspecto histolégico puede pertenecer a diferentes etapas
de la metaplasia escamosa. El epitelio que reviste la zona de transicidn es de naturaleza delicada y
facilmente traumatizable, en constante destruccidén y reparacion (Lejarcegui, 1974). Esta zona
limitante tiene gran importancia en la clinica, dado que alli se desarrolla el cdncer de cuello
uterino (Geneser, 2006).

Células columnares Células escamosas

Figura I-12 El cuello uterino. Indicando el drea de unidn entre el epitelio endocervical y el
ectocervical: union escamo-columnar, también llamada zona de transformacién (Tomado
y modificado de http://www.gynalternatives.com).

2. Clasificacion de las lesiones intrauterinas
Los primeros sistemas de clasificacion de los cambios histoldgicos que se consideraban

|II

“precursores del cancer cervical” estaban subdivididos en cuatro categorias (displasia leve,
moderada, severa y carcinoma in situ) o en tres categorias de neoplasias intraepiteliales cervicales
(CIN 1, 2 y 3), que reflejaban una secuencia biolégica pero desestimaban el papel y los cambios
histolégicos ocasionados por el virus del papiloma humano (HPV). En diciembre de 1988, un grupo
de profesionales en citologia, histopatologia y clinica participé de un encuentro en Bethesda,
Maryland, con el objeto de elaborar un sistema que sirviera para dar a conocer la interpretaciéon
citoldgica al ginecélogo de un modo claro y relevante de los exdmenes de Papanicolaou. El sistema
Bethesda al igual que los previos, basa el diagndstico en el analisis morfoldgico de las células del
cuello uterino. Con este método las categorias que indicaban riesgo para el desarrollo de la
neoplasia quedaban reducidas a sélo dos: lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado y de
alto grado (LSIL y HSIL) (Figura I-13), donde el HPV es un factor importante. Clinicamente las
lesiones intraepiteliales escamosas (SIL) indican un riesgo de cancer cervicouterino, es por eso que
la paciente con una valoracidn LSIL estd sujeta a seguimiento, mientras que el diagndstico HSIL
implica la realizacidn de colposcopia, tanto en uno como en otro caso con el objetivo de descartar
la progresion tisular a malignidad (Kurman, 2003).

El sistema Bethesda incorpord también categorias diagndsticas que no representan un
riesgo evidente de transformacidon maligna. La categoria “células escamosas atipicas” (ASC) incluye
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cambios que no estan vinculados a la infeccidn y neoplasia provocada por los tipos oncogénicos
del HPV y a otros hallazgos que sugieren la posible presencia de una neoplasia intraepitelial
cervical (CIN). Las interpretaciones ASC pueden dividirse aun en dos categorias: “de significado
indeterminado” (ASC-US), en la cual los cambios pueden sugerir LSIL o SIL de grado
indeterminado; y la segunda para la que “no es posible descartar HSIL” (ASC-H), en los cuales los
cambios citoldgicos sugieren HSIL (Sherman et al., 2003)

Figura I-13 Comparacion entre las cuatro clasificaciones citoldgicas de las células escamosas. Los tonos indican la
secuencia morfoldgica de los hallazgos citoldgicos y las transiciones imprecisas que separan a las distintas
categorias: azul = negativo; verde = ambiguo; amarillo = anomalias epiteliales de bajo grado (generalmente,
infeccién con HPV); naranja = anomalias intraepiteliales de alto grado (generalmente, neoplasias intraepiteliales
vinculadas con HPV); y rojo = carcinoma. Las categorias ASC-US y ASC-H estdn representadas por puntos que
abarcan varias categorias a fin de recalcar la naturaleza no jerdrquica que tienen estas categorias. Abreviaturas:
NILM = negativo para lesién intraepitelial y malignidad; ASC-US = células escamosas atipicas de significado
indeterminado; ASC-H = células escamosas atipicas, no se puede descartar HSIL; SIL = lesién escamosa
intraepitelial; LSIL = lesion escamosa intraepitelial de bajo grado; HSIL = lesién escamosa intraepitelial de alto
grado; CA = carcinoma; NOS = sin especificar; KA = atipia koilocitica; CIN = neoplasia intraepitelial cervical; CIS =
carcinoma in situ; Leve = displasia leve; Mod = displasia moderada; Sev = displasia severa. (Modificado de
Kurman, 2003)

La categoria “negativo para lesidn intraepitelial o malignidad” (NILM) incluye aquellas
valoraciones clinicas del tejido cervicouterino en las que no se identifica ninguna anomalia
epitelial. La presencia de infecciones o colonizaciones de microorganismos y los cambios celulares
reactivos como la inflamacién, entre otros, son considerados hallazgos no neopldsicos y
clasificados en la categoria NILM. Estos cambios deben ser muy bien reconocidos, ya que pueden
representar el diagndstico diferencial de LSIL, o incluso de carcinoma (Young et al., 2003). En este
sentido, la implementacién de otras aproximaciones puede ser Util en la diferenciacién del grado
real de las muestras clasificadas en esta categoria.
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a) La inflamacion
La inflamacidn es una respuesta de proteccién al dafio tisular (resultante de la infeccion
por patégenos, irritacion quimica y/o heridas (Lu et al., 2006); es la respuesta primordial que
elimina o neutraliza organismos o material extrafio de nuestro organismo (Lawrence y Gilroy,
2007). A través de una red multifactorial de sefiales quimicas se inicia y mantiene para ‘sanar’ al
tejido danado (Coussens y Werb, 2002).

El proceso inflamatorio es iniciado por las células cebadas y los macréfagos cercanos al
tejido que colectivamente reclutan y activan células inflamatorias procedentes del sistema venoso
como los leucocitos (granulocitos polimorfonucleares, monocitos, neutréfilos y eosindéfilos) gracias
a la liberacion de una bateria de mediadores inflamatorios, aminas bioactivas, citocinas,
quimiocinas y mediadores lipidicos (Coussens y Werb, 2002; Karin et al., 2006; Lawrence, 2007;
Lawrence y Gilroy, 2007). Esta primer respuesta del hospedero es la inflamaciéon aguda, de
naturaleza auto-amplificante (Lawrence, 2007), a lo largo de la cual las células atraidas
contribuyen al saneamiento tisular fortaleciendo y manteniendo la defensa contra la infeccién (Lu
et al., 2006), al mismo tiempo que la proliferacidn celular es estimulada para que el tejido se
regenere (Coussens y Werb, 2002).

En condiciones normales la inflamacion es auto-limitante. La produccion vy liberacién de
mediadores anti-inflamatorios resuelven el proceso en el sitio inflamado al conseguir la remocion
total del agente causal y la completa reparacién del tejido (Coussens y Werb, 2002). La resolucion
de la inflamacién también requiere la apoptosis de leucocitos y su fagocitosis por macréfagos
locales (Karin et al., 2006; Lawrence, 2007). La resolucion de la inflamacion implica la proteccion
del organismo del dafio excesivo y el favorecimiento de la restauracién tisular en estructura y
funcién (Lawrence y Gilroy, 2007).

La relacion de la inflamacién con el cancer aparece en escenarios donde la presencia de
células y mediadores pro-inflamatorios en el sitio de saneamiento se vuelve persistente o cuando
los mecanismos enddgenos anti-inflamatorios se desregulan ocasionando un estado inflamatorio
crénico que puede prolongarse dias, meses o incluso afos (Coussens y Werb, 2002; Lawrence,
2007; Lawrence y Gilroy, 2007). En este caso, pueden reconocerse dos vias en que la inflamacién
crénica consigue influir la iniciacién y la progresidon tumoral: i) por promocidn de la transformacion
celular a través del dafio inducido al DNA por las ROS y RNS generados por la actividad de las
células inflamatorias (Lu et al., 2006), y ii) por la proliferacidn celular sostenida en el contexto del
saneamiento celular y en microambientes ricos en células inflamatorias y factores de
crecimiento/supervivencia (Coussens y Werb, 2002).

Aunque el estado inflamatorio crénico puede ser inducido por varios agentes (Tabla I-6),
las infecciones persistentes son el factor mas comudn y es una hipétesis plausible que muchas
malignidades surjan de areas con infeccién e inflamacién (Coussens y Werb, 2002). Estad bien
establecido, por ejemplo, que la infeccidn con la bacteria Gram-negativa Helicobacter pylori es la
pincipal causa del cancer de estémago y que los virus C y B de la hepatitis representan un factor de
riesgo importante para el desarrollo del carcinoma hepatocelular, asi como el hecho de que el
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virus del papiloma humano y el virus de Epstein-Barr son agentes asociados con el desarrollo de

tumoraciones malignas (ver Tabla I-2) (Coussens y Werb, 2002; Lu et al., 2006; Karin et al., 2006).

CONDICION
PATOLOGICA

NEOPLASIA ASOCIADA

AGENTE ETIOLOGICO

Asbestosis, silicosis
Bronquitis

Inflamacién de la vejiga,
cistitis
Gingivitis, lichen plano

Enfermedad inflamatoria
intestinal (enfermedad
de Crohn, colitis
ulcerativa crénica)
Esclerosis de Lichen

Pacreatitis crénica,
pancreatitis hereditaria
Esofagitis por reflujo,
esofago de Barrett
Sialadenitis

Sindrome de Sjogren,
tiroiditis de Hashimoto
Inflamacion de la piel

Mesotelioma, carcinoma
de pulmén

Carcinoma de pulmoén
Carcinoma de vejiga

Carcinoma oral de células
escamosas
Carcinoma colo-rectal

Carcinoma vulvar de
células escamosas
Carcinoma pancreatico

Carcinoma esofagico

Carcinoma
salivales
Linfoma del tejido linfoide
asociado a mucosa (MALT)
Melanoma

de glandulas

Fibras de asbesto, particulas de

silice

Silice, asbestos, fumar
(nitrosaminas, peroxidos)
Indwelling croénico, catéter
urinario

Alcoholismo, mutacién en el gen
tripsinogen en el cromosoma 7
Acidos géstricos

Luz ultravioleta

Canceres asociados con agentes infecciosos

Opisthorchis, Cholangitis
Colecistitis crénica
Gastritis, Ulceras
Hepatitis

Mononucleosis

Sindrome de
Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA)

Osteomielitis
Enfermedad inflamatoria

pélvica, cervicitis cronica
Cistitis crénica

Prostatitis’

Colangiosarcoma,
carcinoma de colon
Céncer de la vejiga de Gall

Adenocarcinoma gastrico,
MALT

Carcinoma hepatocelular
Linfoma de no-Hodgkin de
células B, linfoma de
Burkitts

Linfoma de no-Hodgkin,
carcinomas de células
escamosas, sarcoma de
Kaposi

Carcinoma de piel en senos
nasales

Carcinoma de ovarios,
carcinoma cervical/anal
Vejiga, higado, carcinoma
rectal, linfoma folicular del
bazo

Céncer de prostata

Lombrices hepaticas (Opisthorchis
viverrini), acidos biliares
Bacterias, piedras de gall en la
vejiga

Helicobacter pylori

Virus de la hepatitis B y/o C
Virus Epstein-Barr

Virus de inmunodeficiencia
humana, herpes virus humano
tipo 8

Infeccidn bacteriana

Gonorrea, clamidia, virus del

papiloma humano
Esquistosomiasis

Infeccidn bacteriana

Tabla 1-6 Condiciones inflamatorias crénicas asociadas con neoplasias. (Tomado de Coussens
y Werb, 2002; “Palapattu et al., 2004)

&)

Inflamacién, aneuploidia y cdncer de cuello uterino.

Los tumores sdlidos estdn compuestos por dos compartimientos discretos pero

interdependientes: 1) las células malignas y 2) el estroma que ellas mismas inducen y en el cual se

distribuyen. El estroma tumoral resulta sorprendentemente similar a los coagulos que se forman
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en el tejido dafiado o infectado. Ambos se componen de vasos sanguineos, células inflamatorias
(macroéfagos y leucocitos, principalmente), tejido conectivo y una matriz de gel de fibrina en el
caso del estroma tumoral. Tal parece que los tumores se comportan en el cuerpo como heridas y
de hecho, inducen su estroma por la activacion de la respuesta inmunolégica del hospedero
(Dvorak, 1986).

La inflamacién crdnica se caracteriza por el dafio tisular sostenido, la proliferacién celular
estimulada por el dafio, y la reparacién tisular (Lu et al., 2006). El microambiente generado es
dominado por macréfagos capaces de generar, junto con otros leucocitos, altos niveles de
especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RNS) para atacar la infeccidn; sin embargo,
en un ambiente de continuo dafio y proliferacién celular, la persistencia de esos agentes es
deletérea para las células propias. Es posible que se produzcan agentes mutagénicos como el
peroxinitrito que reacciona con el DNA y cause mutaciones en las células proliferantes tanto del
epitelio como del estroma (Lu et al., 2006). La liberacidn del factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y
del factor inhibitorio de migracidn de los macréfagos exacerba el dafio al DNA (Pollard, 2004). El
factor inhibitorio de migracion interfiere las respuestas protectoras dependientes de p53 (Hudson
et al.,, 1999) e interfiere, también, la via de Rb, causando la acumulacién de mutaciones
oncogénicas (Petrenko y Moll, 2005).

El dafio genético causado por la exposicidn a una inflamacidn crénica o persistente puede
repercutir en los mecanismos moleculares de control de la division celular en las células
proliferantes y por tanto conducir a mutaciones cromosdmicas numeéricas.

La amplificacién anormal de centrosomas y el acortamiento de los telédmeros, son
consecuencias cruciales de la exposicion persistente a factores inflamatorios. Desde inflamaciones
agudas hasta crdnicas, es posible observar que la aneuploidia correlaciona con la presencia de
multiples centrosomas (Oberringer et al., 1999; Lothschitz et al.,, 2002) y mitosis multipolares
(Lotschiitz, et al., 2002). La multiplicacion anormal de centrosomas es una consecuencia comun en
células donde el gen p53 se encuentra regulado por debajo de los valores normales o simplemente
no existe (Fukusawa et al., 1996).

En cuanto a los teldmeros, el acortamiento que presentan en patologias como la colitis
ulcerante (Kinouchi et al., 1998; O’Sullivan et al., 2002), el es6fago de Barret (Finley et al., 2006), la
cirrosis y el carcinoma hepatocelular (Plentz et al., 2004; Plentz et al., 2005) esta correlacionado
con la presencia de aneuploidias con frecuencias tan elevadas que representa un alto riesgo para
la iniciacién y/o la progresién tumoral maligna.

Las inflamaciones del cuello uterino o “cervicitis” son un problema frecuente en Ia
patologia ginecoldgica, asocidndose, en muchas ocasiones, a otras afecciones o alteraciones, como
las ectopias, desgarros cervicales, infecciones vaginales, del endometrio o las trompas (Marquez,
1974). Pese a este hecho, la inflamacion no es considerada una lesion que implica riesgo al
desarrollo neopladsico desde la aproximacién morfoldgica (Young et al.,, 2003), a menos que se
presenten condiciones macroscépicas especificas que llamen la atencion como la presencia de
ulceraciones cervicales para recurrir a la biopsia y a otras evaluaciones que determinen si la
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inflamacién tiene caracter neoplasico o no (Marquez, 1974). Pero como hemos visto, existe
evidencia de que los productos de los procesos inflamatorios pueden dirigir la transformacién
maligna alterando los diversos mecanismos involucrados en el control del ciclo celular, y la
aneuploidia, siendo una caracteristica frecuente en otros padecimientos inflamatorios, puede ser
un marcador util en el proceso patoldgico del cuello uterino.

3. El virus del papiloma humano (HPV)
La familia Papillomaviridae esta compuesta por cinco géneros: Alfa, Beta, Gamma, Mu y
Nu. Los principales géneros son el Alfa y el Beta, pues de los mas de 100 tipos caracterizados
molecularmente, hasta ahora, cerca del 90% pertenece a alguno de estos grupos (Doorbar, 2006).

El grupo mas grande es el de los Alfa-papilomavirus, incluye a los mas de 30 tipos de HPV
capaces de infectar el tracto genital (Doorbar, 2006; Mufioz et al., 2006), comportandose como
una enfermedad de transmisién sexual (Schiffman y Castle, 2003; Carrillo et al., 2004). En los
carcinomas de pene, vulva, vagina, cuello uterino y ano, el HPV es considerado un factor
importante para la progresion maligna (Parkin y Bray, 2006).

Los HPVs que infectan la mucosa genital son clasificados en dos grupos: i) papilomavirus
de alto riesgo (HPV-HR) y ii) papilomavirus de bajo riesgo (HPV-LR). El criterio para clasificarlos de
esta manera se basa en la patogenicidad o virulencia que el tipo viral posee y que depende de la
expresion de proteinas particulares que interfieren procesos elementales en el control celular del
hospedero. Como ejemplo tenemos que el HPV-HR tipo 16 es responsable de aproximadamente el
50% de todas las infecciones en los casos de cdncer cervicouterino (CaCu) (Doorbar, 2006), e
incluso puede ser identificado en muy alta frecuencia en lesiones de bajo grado (Nindl et al.,,
1999). Otro HPV-HR de importancia es el tipo 18, éste se encuentra en aproximadamente el 20%
de todos los casos del mismo padecimiento (Carrillo et al., 2004). Razdn por la cual en el caso
particular del cancer del cuello uterino, la infeccion viral se considera el factor etioldégico mas
importante (von Knebel Doeberitz, 2006). Los HPVs de bajo riesgo, como los tipos 6 y 11 (los mas
frecuentes en las lesiones), rara ocasién estan asociados con el desarrollo tumoral pero son de
importancia médica, ya que son causa de verrugas genitales (Doorbar, 2006).

Los HPVs son virus de DNA circular de doble cadena que consta de 8000 pares de bases
contenidas en una cdpside de 55nm de didmetro con forma de icosaedro (Figura I-14). Su genoma
(Figura 1-15) puede ser dividido en tres grandes porciones: una region temprana (E, por early en
inglés) de aproximadamente 4kb, que codifica proteinas no estructurales; una regién tardia (L, por
late en inglés) de aproximadamente 3kb, codificante de las dos proteinas que construyen la
capside; y de una regidn de 1kb, aproximadamente, no codificante, pero que regula la replicacién
y la expresién génica viral, es la regién larga de control (LCR) (Minger et al., 2004).

a) EI HPV en la patologia del cdncer de cuello uterino
La infeccidn por HPVs, en el cuello uterino, requiere que las particulas virales alcancen la
capa basal epitelial ya que es la Unica en constante divisién (Miinger et al., 2004; Doorbar, 2006;
von Knebel Doeberitz, 2006). Para conseguirlo requieren rupturas o heridas del epitelio (Figura I-
16) (Doorbar, 2005; Woodman et al., 2007).
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Figura [1-14 Vista de la superficie Figura 1-15 Representacion del genoma de

molecular de la cépside del modelo DNA circular de doble cadena. Mostrando las
atémico del HPV (Tomado de Modis et regiones E, Ly LCR, asi como el principal motor
al., 2002). temprano Pg;, indicado con wuna flecha

(Tomado de Miinger et al., 2004).

Figura 1-16 Progresion a cancer cervical mediada por HPV. Se cree que el HPV accede a las células basales a
través de micro-lesiones en el epitelio cervical. Después de la infeccidn, los genes tempranos E1, E2, E4, E5, E6 y
E7 son expresados y el DNA episomal se replica. En las capas superiores del epitelio (zonas media y superficial) el
genoma viral se replica a una tasa mas alta y los genes tardios L1y L2 son expresados para encapsidar los nuevos
viriones (Tomado y modificado de Woodman et al., 2007).

La zona de transformacion es particularmente susceptible, al menos por tres razones: i) es
un area de unidn, a veces abrupta, de dos tipos de tejido (el cilindrico y el estratificado)
(Lejarcegui, 1974); ii) ofrece rupturas del tejido, existentes o producidas durante el coito, debido a
su naturaleza delicada y traumatizable (Lejarcegui, 1974; Vidart Aragodn et al., 1997). En cualquiera
de estos dos escenarios se ofrecen rupturas del tejido o espacios a través de los cuales los viriones
pueden alcanzar la capa basal, evento que nos lleva a la Ultima razén de la susceptibilidad de la
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zona de transformacion: iii) esta zona esta en constante actividad proliferante, por lo que los
blancos celulares éptimos parecen ser las células subcolumnares y/o las células metaplasicas, que
ademas se presentan expuestas al virus (Vidart Aragén et al., 1997).

El ingreso del virus a la célula aun no ha sido dilucidado completamente. Algunos estudios
apuntan a que los proteoglicanos de sulfato de heparina juegan un papel importante en el anclaje
inicial y/o en su ingreso. Se propone también que la internalizacidn de viriones puede depender,
igualmente, de vesiculas endociticas con clatrina. Es en los endosomas o lisosomas tardios donde
el desensamble de las particulas viricas tiene lugar y se deja libre el DNA viral para que ingrese al
nucleo celular (revisado en Doorbar, 2005; y Doorbar, 2006).

La transferencia del DNA viral al nucleo es facilitado por la proteina de la cdpside L2. En el
nucleo de las células basales, el genoma viral se establece como un episoma estable (sin integrarse
al genoma celular) (Doorbar, 2006) y es mantenido en un niumero bajo de copias (Mlinger et al.,
2004). Tanto el estado episomal del virus, como la baja tasa replicativa del mismo se consigue con
la expresién de los genes E1 y E2 (Doorbar, 2006). La proteina E2 juega distintos papeles
importantes durante la infeccidn activa, es requerida en el mantenimiento del genoma viral en las
células basales (al igual que E1), en la iniciacién de la replicacion viral, en el control de la expresién
de otros genes virales y en la segregacion del genoma (Webser et al., 2000; Doorbar, 2006).

Respuesta centinela trofica

Figura 1-17 Esquema de los pasos criticos de la carcinogénesis
inducida por el HPV. La inactivacién de las vias supresoras de
tumores pRb y p53 y la expresion de la subunidad catalitica de la
telomerasa (hTERT) constituyen una parte de los pasos que son
necesarios para la generacion de células epiteliales
completamente transformadas in vitro (Tomado y modificado de
Minger et al., 2004)

En el estado episomal, la proteina E2 controla la expresidon de otros genes virales como el
gen que codifica la proteina E6 y el gen que cifra a la proteina E7. Estas dos proteinas interactian
con diferentes actores del control celular replicativo, sin embargo las interacciones mas
importantes las mantienen con las proteinas supresoras de tumores p53 y pRb (Figura 1-17),
respectivamente. La proteina E6 induce la degradacién prematura de la proteina p53 y entonces
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interfiere con sus funciones apoptodticas. En tanto, la proteina E7 favorece la desestabilizacion del
complejo proteico retinoblastoma (pRb) permitiendo a la célula evadir los controles del ciclo
celular. La eliminacién de p53 y pRb implica varias alteraciones en las funciones mitdticas que
pueden resultar en la iniciacion de inestabilidad cromosémica (von Knebel Doeberitz, 2006) e
iniciando el proceso de transformacidn maligna. Curiosamente, ha sido observado que la proteina
E2, en ausencia de otras proteinas virales es capaz de inducir apoptosis empleando la via de p53
(Webster et al., 2000)

Cuando las células infectadas comienzan a diferenciarse y migran hacia la superficie del
epitelio, los virus comienzan a incrementar el nimero de copias de su genoma a la tasa mas alta,
los genes tardios (L1 y L2) de la capside son expresados y se produce y libera la progenie viral
(Minger et al., 2004).

En ocasiones, el genoma viral se integra al genoma de la célula infectada. La insercidn
implica la pérdida de algunos genes virales y es el gen E2 el que se ve frecuentemente afectado,
donde la ruptura del genoma viral circular/episomal ocurre para permitir su insercion en la
secuencia de DNA celular (Figura I-16) (Webster et al., 2000; Pett y Coleman, 2007; Woodman et
al., 2007). La integracion guia la sobreexpresion de los oncogenes virales E6 y E7, con un efecto
mas pronunciado sobre las proteinas supresoras de tumores que a su vez conlleva a la
inmortalizacion celular, ventajas proliferativas y la generacion de GIN (Miinger et al., 2004; von
Knebel Doeberitz, 2006; Pett y Coleman, 2007).

(1) El HPV favorece la generacion de inestabilidad
cromosomica.
La inestabilidad cromosémica, en sus formas numérica y/o estructural, puede ocurrir

durante el proceso infeccioso del HPV por diferentes vias:

~ Durante la segregacion de los episomas virales replicados hacia las células hijas. E2 se
encarga de anclar los episomas a los cromosomas mitéticos, este paso es critico
porque puede afectar la correcta segregacién cromosdmica (revisado en Doorbar,
2006).

~ La proteina E2 es capaz de inducir bloqueo mitdtico aun en la presencia de las
proteinas virales E6 y E7. E2 puede bloquear a las células evitando que terminen la
mitosis por inactivacion del complejo promotor de la anafase. Aquellas células que
evaden el arresto, presentan fenotipos aberrantes: pérdidas cromosdmicas (parciales
y completas) y multiplicaciones de centrosomas (Bellanger et al., 2005).

~ Diversos genes implicados en vias de control del ciclo celular y la apoptosis estan
metilados en células infectadas con HPVs-HR. Principalmente en lesiones de alto
grado y en cancer invasivo (Widschwendter et al., 2004). Las metilaciones pueden
causar mutaciones puntuales.

~ La oncoproteina viral E6 induce tetraploidia. Con la degradacién de la proteina e
inactivacion del gen p53, E6 puede inducir tetraploidia por sobreexpresién de la
proteina cinasa tipo polo (Plk1) (Incassati et al., 2006).
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~ El nivel de aneuploidia y el estado (episomal o integrado) del HPV correlacionan. En
lesiones de alto grado y en carcinomas del cuello uterino tanto la aneuploidia como el
estado integrado del HPV al DNA celular son elevados. La incdgnita es cudl de los dos
eventos es inicial y favorece la ocurrencia del segundo (Melsheimer et al., 2004).

~ La proteina E6, induce la actividad de la telomerasa. La erosién de las terminales
teloméricas de los cromosomas vy, por tanto, la restriccion de la capacidad
proliferativa, se ve abatida en células cervicales infectadas con HPV. Las proteinas E6
y E7 inducen la expresion de la subunidad catalitica de la telomerasa (hTERT) que
lleva a la inmortalizaciéon celular (Minger et al., 2004).

~ E6 vy E7 inducen inestabilidad gendmica. La interaccién de las oncoproteinas E6 y E7
con las proteinas celulares p53 y pRb deja desprovistas a las células de los principales
mecanismos de control del ciclo celular, permitiendo la acumulacidn de mutaciones,
la aneuploidia es la mas notable (Miinger et al., 2004).

~ Laintegracion del HPV se ha encontrado altamente relacionada con el incremento en
el nimero de copias del gen TERC, que codifica el templado de RNA de la telomerasa
(Hopman et al., 2006).

El HPV induce poliploidias y aneuploidias en células escamosas. En células procedentes del cuello
uterino con diagndstico HSIL, y positivas para la infeccién con HPV-HR, el contenido de DNA
generalemente se encuentra multiplicado (poliploidia), pero también se identifican aneusomias de
algunos cromosomas (Méhes et al., 2004) que han sido correlacionadas con la expresién
oncogénica (von Knebel Doeberitz, 2006).
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La neoplasia de células escamosas del cuello uterino ocupa, entre las neoplasias malignas
que afectan a la mujer, el segundo lugar como causa de mortalidad en nuestro pais (INEGI, 2008).
En el resto del mundo el panorama no es mas alentador. De acuerdo con la base de datos del afio
2002 de la Agencia Internacional de Investigacién en Cancer (IARC), el carcinoma de cuello uterino
era el segundo tipo tumoral con los niveles mds altos de incidencia de nuevos casos y el tercero
como causa de muerte en mujeres a nivel mundial, siendo los principales contribuyentes a estos
indices los paises en vias de desarrollo (IARC-GLOBOCAN, 2002).

Aunque la prueba de Papanicolaou ha sido una gran herramienta para combatir esta
patologia al favorecer el diagndstico oportuno y el tratamiento adecuado, es necesario estudiar el
carcinoma cervicouterino y desarrollar metodologias diagndsticas a partir de otras
aproximaciones, ademas de la morfoldgica. El andlisis citogenético de las células exfoliativas del
cuello uterino ofrece una alternativa a través de la valoracién de aberraciones cromosdmicas
numéricas. Nuestro grupo documentd la presencia de tetraploidias y aneuploidias en lesiones
precursoras de CaCu (Olaharski et al., 2006) y en pacientes con ASC-US. Nos interesa documentar
la presencia de estos tipos de aberraciones cromosdmicas en pacientes con diagndsticos de
inflamacién puesto que en estos casos las pacientes reciben un seguimiento cuatrimestral o
semestral. Este tipo de procedimiento es costoso para las instituciones de salud publica y la
desercién es elevada y el encontrar un indicador de riesgo como un aumento de aneuploidias en
lesiones inflamatorias podria apoyar en el diagndstico.

Los largos periodos de revisién para pacientes con un diagndstico de inflamacién se deben
a que éste no es considerado un diagndstico de riesgo, sin embargo, durante el reclutamiento de
células inflamatorias, asi como a lo largo del proceso inflamatorio, el microambiente generado
puede ser capaz de inducir diversas alteraciones, entre ellas la aneuploidia. Ademas, a partir de
otros estudios sabemos que algunos tumores proceden de sitios donde la inflamacién se torna
crénica debido a infecciones persistentes (Coussens y Werb, 2002; Lu et al., 2006; Karin et al.,
2006). En este sentido nos interesa averiguar si existe alguna relacion sinérgica entre el estado
diagndstico y la presencia del virus del papiloma humano.
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IV.  HIPOTESIS
La inflamacién del tejido cervical uterino induce la generacién de células con aberraciones
cromosomicas numéricas, mismas que pueden representar riesgo en la evolucion del dafio tisular
hacia lesiones de mayor grado y ser resultado de la influencia de otros factores de riesgo como la
infeccién con el papilomavirus humano (HPV), la edad o el tabaquismo.

V. OBJETIVO GENERAL
Investigar la frecuencia de aberraciones cromosémicas numéricas en células exfoliadas de
cérvix uterino de pacientes con diagndstico de inflamacion.

A. OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar si la aneuploidia puede ser utilizada como marcador biolégico de genotoxicidad y
predecir si el tejido inflamado del cuello del uUtero, considerado como una lesidon de poca
relevancia en la progresion neoplasica, representa un riesgo para la evolucién del dafio tisular
hacia lesiones de mayor grado.

Evaluar el efecto sinérgico de algunos factores considerados de riesgo en la progresion
maligna (infeccidn con el HPV, la edad y el habito de fumar) con la inflamacidon sobre la frecuencia
de células con anormalidades cromosdmicas numéricas.
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VL JUSTIFICACION

El actual sistema de clasificacidon de las lesiones cérvico-uterinas se basa en la valoracién
de los atributos morfoldgicos de las células escamosas, mismos que revelan gran informacidn
acerca del grado de transformacién neoplasica que el tejido puede estar desarrollando. Pero
sucede que los primeros cambios en la tumorigénesis se presentan a nivel del material hereditario,
a través de mutaciones puntuales y/o cromosdmicas, que seran finalmente las responsables del
fenotipo celular (caracteres morfoldgicos). Dado que las células de un tejido con diagndstico de
inflamacién no presentan cambios morfoldgicos significativos, la inflamacién no se considera un
estado de riesgo carcinogénico. Sin embargo, la presencia de células inflamatorias con la
consecuente liberacion de mediadores pro-inflamatorios, generan condiciones que pueden influir
la formacidn de células con alteraciones numéricas del cariotipo, por lo que nos interesa analizar la
frecuencia de aberraciones cromosdmicas numéricas en pacientes con diagndstico de inflamacion
del cuello uterino.

Por otra parte, se ha visto y reportado que algunos factores como la edad y el habito de
fumar influyen la progresidon hacia grados de mayor riesgo neoplasico en diferentes tipos de
tumor. En cuanto al cancer de cuello uterino, el principal factor etiolégico es la infeccidon con el
virus del papiloma humano (HPV), el cual se ha visto que influye principalmente la progresion de
lesiones malignas como las lesiones intraepiteliales de bajo y alto grado (LSIL y HSIL) hacia el
carcinoma in situ. Estas razones nos llevan a considerar la evaluacién de estos factores en la
formacién de células inestables cromosémicamente en el tejido cérvicouterino inflamado.
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VI. MATERIAL Y METODOS

A. MARCADORES DE GENOTOXICIDAD

El marcador empleado como signo de genotoxicidad fue la frecuencia de aberraciones
cromosomicas numeéricas, evaluadas en muestras de tejido exfoliativo del cuello uterino de
mujeres mexicanas pacientes del Instituto Nacional de Cancerologia de la Ciudad de México
(INCAN). Las aberraciones numéricas fueron clasificadas en aneuploidias (cercanas a la diploidia, a
la triploidia o a la tetraploidia) y poliploidias (triploidias y tetraploidias), los criterios considerados
para clasificarlas de esta manera se comentan mas adelante al tratar el método de observacion.

B. PROCEDIMIENTO GENERAL PARA EL ANALISIS DE ABERRACIONES
CROMOSOMICAS NUMERICAS A TRAVES DE LA HIBRIDIZACION IN SITU!

La técnica de hibridizacion in situ fluorescente empleada en este proyecto, sigue la
secuencia metodoldgica siguiente:

TEJIDO

FIJACION

PRETRATAMIENTO

HIBRIDIZACION

LAVADOS

REVELADO

OBSERVACION

1. Obtencion de las muestras de tejido.

Las pacientes fueron escogidas de acuerdo con su expediente médico, fueron
seleccionadas las mujeres cuyo examen de Papanicolaou reportara inflamacion del tejido cervical
uterino. Previo a la toma de muestra, a las pacientes seleccionadas se les aplicd un cuestionario en
el cual se controlaban ademas de la informacidn personal basica, otros aspectos relativos al estilo
de vida como nivel socioeconémico, estado civil, nimero de hijos, habitos como tabaquismo y
alimenticios, historia médica e historia sexual.

Para establecer control sobre la presencia del marcador de genotoxicidad, es decir, las
aberraciones cromosdmicas numéricas, se determind la obtencidn de dos grupos de muestras del

! Basado en la descripcion de Gérard Morel (1993)
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mismo individuo (muestras pareadas). Asi, a la paciente se le tomaba una muestra del tejido del
cérvix uterino y, como control, una muestra del tejido epitelial de la cavidad oral.

a) Muestras de tejido cervical.

Veinte mujeres fueron muestreadas, con edad promedio de 42.6 afios (el rango de edades
fue de 31 a 63 aiios), con diagndstico de inflamacion en el tejido cervical-uterino, pacientes del
INCAN. De acuerdo con el historial de las pacientes, ocho de ellas fueron intervenidas alguna vez
con la técnica de conizacidn, sin embargo, el Ultimo diagndstico, posterior a la conizacién, fue
clasificado como inflamacioén.

Las muestras fueron obtenidas a partir del epitelio de exfoliacién por raspado con cepillo
citolégico (CytoBrush™) del cuello del utero de estas mujeres siguiendo el procedimiento rutinario
para la evaluacidn por Papanicolaou.

Las muestras colectadas fueron guardadas en amortiguador de fosfatos (PBS) en frio (4°C),
para mantener la integridad de las células exfoliadas hasta su tratamiento en el laboratorio.

b) Muestras de tejido bucal.

El tejido de referencia escogido fue el epitelio de la cavidad oral de las pacientes referidas
en el muestreo de tejido cervical. La cavidad oral fue elegida por las siguientes razones: 1) en el
INCAN sdlo se da atencidén a pacientes que presentan un diagndstico que hace sospechar la
integridad del tejido cervical uterino, por tanto no fue posible obtener muestras de tejido sano del
cuello uterino; 2) el tejido bucal es un tejido epitelial al igual que el tejido cervicouterino; 3) se
asumio que las muestras bucales eran negativas para un diagndstico de inflamacion.

Para obtener las células de la cavidad bucal se utilizé6 también el raspado con cepillo
citoldgico (CytoBrush™) y fueron almacenadas en PBS en frio (4°C) como se describioé antes.

2. Fijacion de las muestras celulares.

En el laboratorio las muestras colectadas del cuello uterino y de la cavidad oral fueron
recuperadas del amortiguador por resuspension con el vortex. Luego de centrifugar a 1400 rpm
durante 10 minutos (10’) para eliminar el sobrenadante, el pelet formado fue resuspendido en la
solucién fijadora metanol-dcido acético en concentracién de 3:1 y posteriormente guardadas en
frio a -20°C hasta la elaboracién de las laminillas.
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3. Pretratamiento?2.

a) Preparacion de las laminillas.

Los portaobjetos empleados fueron tratados previamente con poli-lisina (SIGMA-Aldrich, Co.,
México) con el propdsito de favorecer la fijacion de las células en la laminilla durante el
pretratamiento con lavados. Las laminillas fueron lavadas en acido acético y secadas con algodén,
en seguida fueron lavadas con acetona y finalmente durante 5’ fueron depositadas en un vaso de
precipitados que contenia la solucion de poli-lisina 0.1% para después dejarlas secar a 70°C
durante 40’

Para preparar las laminillas con las muestras correspondientes a los tejidos bucal y
cervical, se realizd un cambio de amortiguador seguido por resuspensién del botdon celular y
después centrifugacion a 1400 rpm durante 10’ para obtener el botén celular nuevamente. Se
elimind la mayor parte del sobrenandante y las laminillas fueron preparadas con goteo de 20 pul de
muestra y secadas a temperatura ambiente. Se preparé una laminilla por muestra de tejidos
cervical y bucal, que se mantuvieron en refrigeracion a -20°C en bolsas selladas conteniendo
nitrégeno gas (N,,) durante 72 horas antes de ser hibridadas.

b) Preparacion de las células para la hibridizacion.

La preparacion de las células antes de la hibridizacién se hizo de la siguiente manera:
transcurridas las 72 horas de refrigeracion con N, las laminillas fueron lavadas con para-
formaldehido 2% a 4°C durante 30 segundos (30"’), seguido de un lavado por 30" en solucién de
sales de citrato (2X SSC). Durante 2’ se dejaron secar a temperatura ambiente para realizar el
lavado con el detergente formamida a una concentracién del 70% y calentada a 72°C en bafiio
maria durante 5’. A continuacidn, las células fueron sometidas a un tratamiento deshidratante con
alcoholes graduados en 70, 85 y 100% durante 2’ en cada solucidn. Para eliminar el alcohol
excedente las laminillas se secaron con corrientes de Ny

La permeabilidad necesaria en las células para permitir la hibridizaciéon se obtuvo a través
del tratamiento aplicado a las laminillas con una concentracion igual a 5ug/ml de proteinasa K
(Invitrogen, México), puesta en bafio maria a 37°C, durante 13’. Enseguida se lavaron nuevamente
con la solucién 2X SSC (30”) para repetir el tratamiento con los alcoholes pero en esta ocasion sélo
por un minuto en cada solucién. Paralelo a este procedimiento las sondas para la hibridizacion
fueron preparadas como se explicara adelante, mientras tanto las laminillas podian mantenerse en
la solucidon 100% de alcohol etilico hasta antes de terminar el tiempo de desnaturalizacion de las
sondas para cuando los restos de alcohol debian ser eliminados con corrientes de N,.

4., Hibridacion in situ fluorescente (FISH).
Se empled la técnica FISH de dos colores. Las sondas consisten de secuencias de DNA
repetidas en tandem especificas al cromosoma de interés, estan conjugadas con un fluoréforo

? De acuerdo con el procedimiento usado por Olaharski, 2006.

47



(Vysis®) y son especificas para la deteccidn de la secuencia alfa-satélite del centrémero; la sonda
viene mezclada con DNA bloqueador no marcado que suprime las secuencias repetitivas mas
frecuentes que son comunes a otros cromosomas (Abbott Molecular Inc., 2006). La sonda que
fluoresce en color anaranjado es especifica para la regidn pericentromérica del cromosoma 3
(CEP® 3 alfa SpectrumOrange, Abbott Laboratories, USA) ampliamente reportado en la literatura
como uno de los cromosomas que mas frecuentemente presenta anormalidades tanto numéricas
y estructurales (deleciones, duplicaciones, inversiones, etc) (Mian et al., 1999; Méhes et al., 2004
Sy et al.,, 2005; Yue et al., 2006; Huang, 2007) como génicas (Yumamoto et al., 2007) en células
cancerosas. Mientras que la fluorescencia color verde corresponde a la sonda especifica para la
region pericentromérica del cromosoma 17 (CEP® 17 alfa SpectrumGreen, Abbott Laboratories,
USA) cuya importancia radica en el hecho de que contiene entre otros genes, al gen que codifica
para TP53 (proteina tumoral p53) importante en el control de funciones celulares como el ciclo
celular y la apoptosis y considerado un supresor de tumores (Méhes et al., 2004; Olaharski, 2006;
NCBI). También existen reportes donde se muestran alteraciones cromosdmicas no aleatorias para
estos dos cromosomas en lesiones pre-cancerosas (Olaharski et al., 2006) y en células cancerosas
del cérvix uterino (Atkin y Baker, 1982; Atkin y Baker, 1984; Heselmeyer et al., 1996).

En tanto las laminillas pasaban por la serie de deshidratacién de 1’ por cada solucién de
etanol, se hizo la preparacién de las sondas como sigue: la solucion de hibridizacion era formada
por 1ul de la sonda para el cromosoma 3, 1l de la sonda para el cromosoma 17, 2ul de agua MiliQ
y 7ul del amortiguador incluido con la sonda. Una vez preparada la solucién para hibridar se
desnaturalizaba durante 5’ con calor en un bafio maria previamente calentado a 72°C.

Luego de secar las laminillas con N, se depositaba en ellas la solucién con la sonda
desnaturalizada, se sellaban con parafilm y cemento. Las laminillas eran entonces incubadas a
37°C en una camara humeda cerrada durante toda la noche.

5. Lavados y Revelado.

Posterior a la incubacién, se retiraba el parafilm de las laminillas para realizar los lavados
post-hibridizacidn en formamida al 50% y posteriormente en 2X SSC durante 5’ en cada solucién a
42°C, con el objeto de eliminar las hibridaciones inespecificas, es decir, hibridaciones
extranucleares sonda-sonda y nucleares sonda-sonda y sonda-DNA no blanco.

Una vez conseguido el paso anterior lo siguiente es revelar las sefiales fluorescentes, lo
cual se consiguid al agregar 15ul de la solucidn DAPI/Antifade (DAPI Il Counterstain, Abbott
Laboratories) para la contracoloracion de cromosomas y nucleos con emisidon de un color azul
fluorescente y el citoplasma en color rojo, para hacer evidentes las marcas de hibridizacion
durante la localizacién de los cromosomas de interés. Las laminillas se sellaron con cubreobjetos y
esmalte.

Este ultimo paso, y aun los lavados que lo preceden, debieron realizarse en el cuarto
oscuro en vista de la sensibilidad de las sustancias fluorescentes a excitar sus electrones ante el
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estimulo de fuentes luminosas, incluida la natural, para garantizar la obtencién de sefales intensas
y claras.

6. Observacion de las hibridizaciones.
Para analizar las muestras hibridizadas se empled un microscopio Nikon Eclipse E400 con
epifluorescencia habilitado con el filtro que permite observar la tincién de DAPI (que emite a una
longitud de onda de 455 nm).

Se contabilizaron 1000 células por muestra para obtener la frecuencia de anormalidades
cromosomicas numéricas presentes en el tejido exfoliativo inflamatorio de cuello uterino y en el
tejido control.

a) Criterios de inclusiéon y exclusion de las células durante el
conteos.

Los criterios considerados para incluir a una célula en el andlisis de inestabilidad
cromosomica fueron los siguientes: a) citoplasma presente y definido, b) nucleo definido y en
contraste con el citoplasma, c¢) nucleo sin citoplasma pero bien definido. Los criterios de exclusion
fueron: a) células en racimo, no es posible distinguir los limites entre una y otra o sus nucleos se
sobreponen, b) ndcleo fracturado aunque con citoplasma definido, c) nucleo definido pero las
marcas no son intensas ni estan definidas (ver Tabla M-2).

b) Criterios de inclusion y exclusion de las marcas de
hibridizacion3.
Cada marca fluorescente identifica al centromero de un cromosoma, por lo tanto, al
contar las sefiales visibles obtenemos el nimero de cromosomas 3 y de cromosomas 17 que cada
célula posee de acuerdo con el color que se observa.

Las marcas de hibridizacién y por consiguiente las células que las contenian fueron
consideradas dentro del conteo bajo los siguientes criterios: a) marcas intensas y definidas, b)
marcas difusas pero aisladas unas de otras e intensas. Los criterios de exclusidn fueron: a) marcas
de hibridizacién difusas, poco intensas y muy préximas (las sefales tienen el doble del tamafio de
una sefial definida), b) sefiales poco intensas, no se distinguen bien, c) las sefiales se observan por
encima del nucleo celular, d) las sefales de hibridizacion son de menos de la mitad del tamafio de
una sefial ptima o hay muchas pequefias sefiales (ver Tabla M-2).

3 Siguiendo el criterio de Van Stedum y King, 2002
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c) Clasificacion de Ilas anormalidades cromosémicas
numéricas*.

Los grados de ploidia identificados en las muestras analizadas se agruparon en tres
estados del genoma: diploidia, o contenido normal de cromosomas; aneuploidia, definido como la
ganancia o pérdida de cromosomas individuales; y poliploidia, definido como la multiplicacién del
cariotipo haploide (n) distinto del doble o normal, segin se muestra en la tabla siguiente:

# de sefiales 6ptimas
Anaranjadas (cr.3) Verdes (cr. 17)

Estado del cariotipo

Diploidia 2 2
Aneuploidias
Trisomia 3 3 2
Trisomia 17 2 3
Tetrasomia 3 y trisomia 17 4 3
Tetrasomia 3 4 2
Tetrasomia 17 y trisomia 3 3 4
Tetrasomia 17 2 4
Poliploidias
Triploidias 3 3
Tetraploidias 4 4

Tabla M-1 Clasificacién de los estados del cariotipo.

C. ANALISIS ESTADISTICO

Para comparar la frecuencia de células con inestabilidad cromosémica entre los tejidos se
empled la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Una prueba de correlacion se planted para
establecer si existia tal entre la frecuencia de células tetraploides y la frecuencia de células
aneuploides cercanas a la tetraploidia. La prueba t de Wilcoxon para datos pareados se utilizd para
comparar la pérdida y ganancia preferencial de los cromosomas 3y 17.

Para evaluar la influencia de los factores etioldgicos considerados, se utilizaron: las
pruebas U de Mann-Whitney, la prueba t para datos no pareados en el analisis de la presencia del
HPV y el papel del tabaquismo; la prueba t para datos pareados y el analisis de varianza (ANOVA)
de una via con la prueba posterior de Tukey para comparar grupos y diferenciar las medias en el
andlisis de la edad.

Los valores de P <0.050 fueron considerados significativos para todos los andlsis.

4 . . . . . , . .re ;.
En concordancia con el criterio de riesgo a desarrollar cancer segun el grado de inestabilidad cromosémica
(Duesberg et al., 2004)
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Los nucleos estdn traslapados y hay areas que no son visibles pero las
sefiales no se encuentran en la regién de traslapamiento.

Contar como dos sefiales anaranjadas y dos sefiales verdes en cada
nucleo.

Contar como dos sefiales anaranjadas y dos sefiales verdes. Una sefial
anaranjada es difusa pero intensa.

No contar. Los nucleos estan sobrepuestos y algunas de las marcas de
hibridizacién estan en el area de sobreposicion.

Contar como tres sefiales anaranjadas y dos verdes, aun cuando dos
sefiales anaranjadas son muy préximas.

Contar como una sefial anaranjada y dos verdes. Las sefiales verdes
estdn proximas pero se distingue claramente la forma de cada una.

(92}

NRROROS0E

Contar como dos sefiales anaranjadas y una sefial verde.

~

Contar como tres sefiales anaranjadas y una verde.

(o]

Contar como cuatro sefiales anaranjadas y dos sefiales verdes.

No contar, puede ser el resultado de hibridaciones inespecificas,
también hay marcas poco intensas y definidas. Una sefial anaranjada
se observa fuera del nucleo celular.

Tabla M-2 Guia de inclusidon y exclusién de las células hibridadas y del conteo de sefiales. Las marcas
anaranjadas representan el centrémero del cromosoma 3, las marcas verdes indican el cromosoma 17.
Modificado de Van Stedum y King, 2002
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VIII. RESULTADOS

A. INESTABILIDAD CROMOSOMICA EN CELULAS DEL CUELLO UTERINO CON
DIAGNOSTICO DE “INFLAMACION”.

Quince de las veinte muestras (75%) de células del cuello uterino con diagndstico de
“inflamacién”, colectadas y procesadas para este estudio fueron satisfactoriamente analizadas con
la técnica de hibridizacion in situ fluorescente al igual que 19 muestras de las veinte (95%) que
formaron el grupo control o de referencia. El grupo control se refiere a células bucales de las
mismas pacientes. De cada una de las 34 muestras se analizaron 1000 células para detectar
simultdneamente las aberraciones numéricas de los cromosomas 3 y 17.

1. Analisis de los cariotipos mas frecuentes.
Las células de las muestras analizadas fueron clasificadas de acuerdo a los siguientes
criterios (Olaharski et al., 2006):

1) Diploide (Imagen R-1): caracterizada por la presencia de dos marcas de hibridizacion
para el cromosoma 3y dos para el cromosoma 17, también considerada el estado normal;

2) Aneuploidias (Imagen R-2), identificadas por la presencia de numeros dispares de
sefiales de hibridizacidn de los cromosomas 3y 17; y

3) Poliploidias (Imagen R-3), definidas por igual nimero de cromosomas 3 y 17 pero
distintos del par.

En las muestras de tejido cervical uterino (n=15) la frecuencia de células diploides arrojo
un valor promedio de 945.5 £ 7.8, las células aneuploides promediaron en 25.4 £ 4.8 y células con
cariotipos poliploides fueron identificadas en 13/15 casos con un promedio de 5.6 * 0.9 (Tabla R-
1). En las muestras de tejido bucal (control, n=19) la diploidia tuvo un valor promedio de 983 + 1.9;
las células aneuploides se detectaron en 12/19 muestras bucales con un promedio de 4.52 + 0.9,
mientras que las células poliploides, detectadas en 10/19 muestras bucales, promediaron 0.68 *
0.17 (Tabla R-2). La Tabla R-3 muestra la comparacidon entre la frecuencia de células con
inestabilidad cromosdmica en el tejido bucal, empleado en este trabajo como tejido control, con
respecto a la reportada en la literatura para el tejido cervicouterino normal.

Al analizar la frecuencia de células diploides procedentes de tejido cervicouterino con
diagndstico “inflamatorio” se obtuvo un valor para la mediana de 937, mientras que en tejido
control se obtuvo una mediana de 985 (U de Mann-Whitney, P=0.0001). Con respecto a las
frecuencias de las células aneuploides, éstas mostraron una mediana igual a 20 contra un valor de
3 para el mismo parametro en el tejido bucal (P=0.0001). Por otro lado el valor de la mediana para
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las poliploidias de tejido con inflamacién fue de 5 contra un valor igual a 1 en el tejido bucal (P

<0.0001, Tabla R-4).

a) Pacientes con antecedentes de conizacion.
El historial clinico de las pacientes nos permitié conocer que 8 de las 15 pacientes hubo

sido intervenida para conizacidn del tejido cervical uterino debido a un diagndstico previo de

riesgo neoplasico. Al analizar la estabilidad numérica del cariotipo de estas pacientes encontramos

gue el tejido cervicouterino de estas pacientes también exhibe anormalidades numéricas de los

cromosomas estudiados, de hecho, aunque la diferencia no es significativa, la frecuencia en las

pacientes post-cono es mayor que en las pacientes sin antecedente de conizacidén (prueba

estadistica ANOVA de una via. Figura R-1).

Imagen R-1 Fotografia de una célula de tejido cervical
uterino ‘inflamado’ con contenido cromosémico normal
(diploide, 2n). Cromosoma 3, en anaranjado; cromosoma
17, en verde. 100X.

Imagen R-3 Fotografia de una célula de tejido cervical
uterino  ‘inflamado’ con contenido cromosémico
poliploide (tetraploide, 4n). Cromosoma 3, en
anaranjado; cromosoma 17, en verde. 100X.

Objetivo 100X.

Imagen R-2 Fotografias de células del cuello uterino con cariotipo aneuploide. A Célula cercana a la tetraploidia
(tetrasomia 3 y trisomia 17). B Célula con trisomia 3. Las marcas de fluorescencia anaranjada indican el centrémero del
cromosoma 3, la fluorescencia verde indica el centrémero del cromosoma 17.
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Caso Edad Diploidias Aneuploidias Poliploidias

1 39 980 9 5
2 49 937 40 7
3 38 925 52 8
4 36 959 16 5
5 42 937 34 10
6 33 957 20 4
7 63 919 48 10
8 31 911 55 0
9 51 914 19 11
10 50 910 43 6
11 52 907 26 9
12 33 987 2 0
13 47 978 4 5
14 41 980 7 3
15 35 982 6 1
Prom + SEM® 42.6 945.5 +7.867 25.4+4.801 5.6+0.93

Tabla R-1 Frecuencia de los cariotipos comunes en células de tejido inflamado del cuello uterino.
®Promedio * error estdndar de la media

Caso Edad Diploidias Aneuploidias Poliploidias
1 39 992 1 0
2 49 988 2 0
3 38 968 9 1
4 36 984 13 2
5 42 988 2 0
6 33 977 11 2
7 63 970 7 1
8 31 976 10 1
9 51 985 4 0
10 50 985 3 1
11 52 977 5 2
12 33 984 0 1
13 47 989 3 0
14 41 966 9 1
15 35 996 0 1

16° 22 983 2 0
17° 40 990 2 0
18° 49 986 3 0
19° 58 993 0 0
Prom + SEM® 42.57 983 +1.956 4,52 +0.931 0.68 £0.1719

Tabla R-2 Frecuencia de los cariotipos comunes en células de tejido de la cavidad oral (control).
? Casos de tejido bucal sin correspondencia en el grupo de muestras inflamadas del cuello uterino.
b ) . .

Promedio * error estandar de la media

Presentacion de L Inestabilidad

Autor Diploidia ..
Resultados Cromosomica
Lizard, et al., 1998 Porcentaje de casos 100% 0%
Pieber, et al., 2000 Porcentaje de células >75% ~6% *
Olaharski, et al., 2006  Frecuencia por 1000 células 1 célula
Santiago, 2009 Frecuencia por 1000 células ~983 ~5 células *
Porcentaje de células 0.52% *

Tabla R-3 Comparacién entre la frecuencia de células con inestabilidad
cromdsimica reportada en la literatura para el tejido de la mucosa cervical normal
con respecto a los datos obtenidos en el presente trabajo (Santiago, 2009) para la
cavidad oral empleada como control.

* Los cariotipos monosémicos no son considerados.
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Diploidia Aneuploidia Poliploidia

Muestra N

Mediana 1QR? P Mediana IQR® P Mediana IQR® P
Controles 19 985 977-989 - 3 2.-9 - 0 0-2 -
Inflamaciones 15 937 914 -980 0.0001* 20 7-43 0.0001* 5 3-9 <0.0001*

Tabla R-4 Frecuencia de cariotipos normales, aneusémicos y poliploides en células de tejido bucal y en células del cuello uterino.
Mientras que la frecuencia de células diploides en tejido inflamado es significativamente menor que en tejido control, las aneusomias y
poliploidias son significativamente mas elevadas en la inflamacidn cuando se compara con el tejido control.
* Estadisticamente significativo con la prueba U de Mann-Whitney.
a ; .

IQR es el rango de intercuartiles.

2. Estructura de los cariotipos cromosémicamente desbalanceados.

Las aberraciones numéricas identificadas en las muestras analizadas se clasificaron en dos
grupos atendiendo al tipo de desbalances cromosémicos: a) si los pares cromosémicos
presentaban el mismo nimero de copias cromosdmicas, se les llamd poliploidias; y b) si los pares
cromosémicos contenian distinto nimero de copias cromosémicas, entonces se clasificaban como
aneuploidias. Estas aberraciones fueron analizadas comparando la frecuencia observada en las
muestras de tejido cérvico-uterino con diagndstico de inflamacién respecto de aquélla
cuantificada en el tejido bucal. Se encontrd que cada forma de inestabilidad cromosdmica era mas
prevalente en tejido inflamado y no en tejido relativamente sano como se muestra a continuacion.

a) Las poliploidias en tejido inflamado y control.

Se encontraron células triploides (3n) y tetraploides (4n) tanto en muestras de tejido bucal
como en tejido inflamado. Una célula era triploide cuando en ella se identificaban 3 marcas de
hibridizacién para cada cromosoma, y tetraploide cuando la célula contenia ocho marcas
fluorescentes, es decir, cuatro copias del cromosoma 3 y cuatro copias del cromosoma 17.

Ambos tipos fueron significativamente mas frecuentes en tejido inflamado que en el tejido
bucal. Células 3n fueron cuantificadas en 13 de las 15 (86,6%) muestras de tejido cervicouterino
reportando un valor para la mediana igual a 5. En el tejido control, 10 de 19 (52,6%) muestras
fueron positivas por contener al menos una célula trisémica con lo que el valor de la mediana se
fij6 en 0 (prueba U de Mann-Whitney, p = 0.0001, Tabla R-5 y Figura R-1).

En cuanto a las células 4n, 7 de 15 (46,6%) casos contenian células tetrasémicas y sélo 1 de
las 19 muestras bucales (5,2%). El valor de las medianas para la frecuencia de células 4n en ambos
tejidos fue el mismo (mediana = 0), sin embargo, el andlisis estadistico reportd diferencias
significativas entre los dos grupos con p = 0.0021, de tal manera que la frecuencia de células con
cariotipo 4n, como 3n, es efectivamente mayor en el tejido inflamado que en el bucal (prueba U
de Mann-Whitney, Tabla R-5 y Figura R-1).
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Figura R-1 Frecuencia de anormalidades cromosdmicas
numeéricas en tejido del cuello uterino post-conizacion y
en tejido uterino sin conizar. Prueba estadistica ANOVA
de una via. P>0.05.

Triploidias Tetraploidias
Caso Edad
Bucal Cervical Bucal Cervical

1 39 0 5 0 0
2 49 1 7 0 0
3 38 2 7 0 1
4 36 0 5 0 0
5 42 2 7 0 3
6 33 1 4 0 0
7 63 1 7 0 3
8 31 0 0 0 0
9 51 0 7 1 4
10 50 2 6 0 0
11 52 1 3 0 6
12 33 0 0 0 0
13 47 0 3 0 2
14 41 0 1 0 2
15 35 0 1 0 0
16 22 2 0
17 40 1 0
18 49 0 0
19 58 1 0

Mediana 41 0 5 0 0

1QR* 35-50 0-1 1-7 0-0 0-3

P 0.0001* 0.0021*

Tabla R-5 Frecuencia de los cariotipos poliploides por grupo tisular.
® Rango de Intercuartiles.
* Significancia estadistica con la prueba U de Mann-Whitney, al comparar los casos con los controles.
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Figura R-2 Analisis de distribucidon de cariotipos poliploides. Izquierda: frecuencia de células 3n en tejido
bucal y cervical, siendo mayor en el ultimo con significancia estadistica (p=0.0001). Derecha: frecuencia de
células 4n en tejido bucal y cervical, también es mayor y estadisticamente significativa en el tejido inflamado
(p=0.0021).

(1) Elintermediario tetraploide
Uno de los mecanismos propuestos de formacién de células con cariotipos aneuploides,

indica la presencia de un intermediario tetraploide, es decir, que las aneuploidias de las células
tumorales derivan de una célula tetraploide (Storchova y Pellman, 2004; Weaver y Cleveland,
2006; Ganem et al., 2007) ya que este cariotipo es muy inestable (Olaharski et al., 2006).

Olaharski y colaboradores en 2006, encontraron que entre la frecuencia de células
tetraploides y la frecuencia de células aneuploides cercanas a la tetraploidia® existia una
correlacién positiva en la categoria diagndstica HSIL. Con este analisis concluyeron que tales
aneuploidias resultaban de los procesos mitdticos de intermediarios tetraploides.

En un intento por evaluar si las aneuploidias en células inflamadas pudieran originarse a
partir de células 4n, implementamos un analisis de correlacion entre la frecuencia de células con
cariotipo tetraploide y la frecuencia de células con cariotipos “cercanos a la tetraploidia”. El

L

cariotipo considerado “cercano a la tetraploidia” ha sido descrito como las células que contienen

cuatro marcas de hibridacién para un cromosoma vy tres para el otro (Olaharski et al., 2006).

El resultado obtenido del analisis no presenta correlacién y no es estadisticamente
significativo, con una R* de 0.1005 y un valor de P mayor a 0.05 (Figura R-2).

1 . Y , . P

Las células cercanas a la tetraploidia son aquéllas que han perdido algin cromosoma del complemento
tetraploide. En el analisis por FISH con dos colores, las células cercanas a la tetraploidia presentan cuatro
marcas fluorescentes para alguno de los dos cromosomas y tres del otro cromosoma.
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Figura R-2 Anadlisis de correlacion para las células
tetraploides y cercanas a la tetraploidia del cuello
uterino inflamado. La correlacién no es estadisticamente
significativa (p>0.05).

b) Las aneuploidias en tejido inflamado y control.
Cinco patrones cromosdmicos considerados aneuploidias fueron frecuentes en los casos
estudiados y son descritos en la siguiente tabla:

Tabla R-6 Formas aneuploides del cariotipo identificadas
en este trabajo.

Aneusomia Caracteristicas
1 Trisomia 3 Tres copias del cromosoma 3 y
dos copias del cromosoma 17
2 Trisomia 17 Tres copias del cromosoma 17 y

dos copias del cromosoma 3

3 Tetrasomia3”  Cuatro copias del cromosoma 3y
dos copias del cromosoma 17

4  Tetrasomia 3 Cuatro copias del cromosoma 3y

Trisomia 17 tres copias del cromosoma 17
5 Tetrasomia 17  Cuatro copias del cromosoma 17 y
Trisomia 3 tres copias del cromosoma 3

Cada uno de estos cariotipos fue siempre significativamente mas frecuente en la categoria
con diagnéstico de inflamacion del cuello uterino que en el tejido bucal empleado como control
(prueba U de Mann-Whitney). La trisomia del cromosoma 3 se detecté en el 100% de los casos
evaluados, en las muestras de tejido bucal este cariotipo se detecté en 13 el 68,4% (13/19

2 El cariotipo ‘Tetrasomia 17’ no fue identificado en las muestras de tejido cervical ni en las muestras de
tejido bucal.
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muestras). Pese a ser un cariotipo comun en ambos tejidos, al comparar su frecuencia en los dos
tejidos estudiados la prueba estadistica arrojé diferencias significativas con P <0.0001. La trisomia
17 fue frecuente en 12 de las 15 muestras ginecoldgicas (80%) con una mediana igual a 5; en los
controles esta trisomia estuvo presente en 9 de las 19 muestras de tejido de la cavidad oral
(47,3%) y el valor de la mediana para este grupo fue de 0, se obtuvo diferencia significativa entre
estos dos grupos con una P=0.0017 (Tabla R-7, Figura R-4).

Muestra N Trisomia 3 Trisomia 17
Mediana IQR? P Mediana IQR? P
Bucal 19 3 0o-4 - 0 0-2 -
Cervical 15 12 6-28 <0.0001* 5 1-9 0.0017*

Tabla R-7 Frecuencia de cariotipos aneusémicos en células de tejido bucal y en células del cuello uterino.
* Estadisticamente significativo con la prueba U de Mann-Whitney al comparar casos versus controles.
?1QR es el rango de intercuartiles.

Frecuencia de la trisomia del cromosoma 3 Frecuencia de la trisomia del cromosoma 17
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Figura R-4 Andlisis de distribucion de cariotipos con trisomia en alguno de los pares cromosémicos estudiados.
Se muestran los rangos de intercuartiles y la mediana de cada grupo.

El 66,6% de los casos de inflamacion (10/15) y el 15,7% de los controles (3/19) presentaron
al menos una célula conteniendo cuatro copias del cromosoma 3 y dos copias del cromosoma 17.
La mediana de estos grupos fue de 1 y 0, respectivamente, con diferencia estadistica significativa
(P=0.0005; Tabla R-8; Figura R-5)
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Tetrasomia 3
Muest N a
uestra Mediana IQR P
Bucal 19 0 0-0 -
Cervical 15 1 0-3 0.0005

Tabla R-8 Frecuencia del cariotipo Tetrasomia 3 en células de tejido
bucal y en células del cuello uterino.

* Estadisticamente significativo con la prueba U de Mann-Whitney al
comparar casos versus controles.

?IQR es el rango de intercuartiles.
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Figura R-5 Andlisis de la frecuencia de células con
tetrasomia 3. La frecuencia de este cariotipo es mas
frecuente en tejido inflamado que en el bucal.

Otra forma de inestabilidad cromosdmica numérica, y a la que ya nos hemos referido

antes es la llamada “cercana a la tetraploidia”. Este cariotipo lo identificamos en dos formas o

variantes. Una de estas formas consistié en la tetrasomia del cromosoma 3 acompainada por

trisomia del cromosoma 17. En los casos de células del cuello uterino con diagndstico inflamatorio,

el 60% mostré tener células con este cariotipo, mientras que en los controles sélo un caso (de 19,

5.2%) mostrd contenerlo. El andlisis estadistico arrojé una diferencia significativa con P=0.0003

(Tabla R-9; Figura R-6). La otra forma de aneusomia consistio en la tetrasomia 17 y trisomia 3,

aunque en una frecuencia mucho menor.

Tetrasomia 3 — Trisomia 17

Muestra N

Mediana 1QR? P
Bucales 19 0 0-0 -
Cervical 15 1 0-2 0.0003

Tabla R-9 Frecuencia del cariotipo Tetrasomia 3 y Trisomia 17 en células
de tejido bucal y en células del cuello uterino.

* Estadisticamente significativo con la prueba U de Mann-Whitney al
comparar casos versus controles.

?1QR es el rango de intercuartiles.
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Figura R-6 Andlisis de la frecuencia de células con
cariotipo tetrasomia 3 y trisomia 17 en tejido bucal e
inflamado.
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(1) Ganancia cromosémica
De acuerdo con la estructura de las aneuploidias y los datos que para cada tipo se mostrog,

podemos identificar dos eventos de particular interés. La primera estd dada por la categoria
‘Trisomia’. De acuerdo con la Tabla R-6 aquellas células en las que se identificaban tres marcas de
hibridacion para alguno de los dos cromosomas (3 o 17), en tanto que el otro mantenia el nimero
cromosomico diploide, fueron clasificadas dentro de esta categoria y fueron analizadas para
determinar si existe ganancia preferencial de alguno de los cromosomas estudiados, para ello se
empled la prueba estadistica exacta de Fisher.

En las muestras de tejido bucal relativamente sano, encontramos que 3/19 muestras no
presentaron la ganancia de ninguno de los dos cromosomas analizados (3 y 17), en 11/19
muestras se detectd la ganancia preferencial del cromosoma 3 y 5/19 muestras bucales
presentaron ganancia preferencial del cromosma 17. En las muestras de tejido del cuello uterino
inflamado, 14/15 muestras presentaron la ganancia preferencial del cromosoma 3, mientras que
el cromosoma 17 se gand con preferencia en 1/15 casos de inflamacién del cuello uterino (Figura
R-7; prueba estadistica de Wilcoxon para datos pareados, P=0.0017).

[] Sin ganancia cromosémica
B3] Ganancia preferencial del cromosoma 3
Il Ganancia preferencial del cromosoma 17

% Bucales % Cervicales

Figura R-7 Gréfica de pastel que ilustra la ganancia preferencial del cromosoma 3 identificada
en las muestras bucales (control) e inflamadas del cuello uterino (trisomia 3 y disomia 17).
Aunque las muestras control también presentan una alta incidencia en la ganancia del
cromosoma 3 e incluso del cromosoma 17 muestran ademas algunos casos en los cuales
ninglin cromosoma fue ganado (3/19), pero en los casos de inflamacion todos ellos
reportaron la ganancia de uno de los cromosomas, siendo preferencial la del cromosoma 3
(14 de 15 casos) con P=0.0017 (prueba t de Wilcoxon para datos pareados).
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(2) Pérdida cromosomica
El segundo evento, reportado en la literatura y reconocido como caracteristica de algunas

neoplasias, es la pérdida de cromosomas de un intermediario tetraploide (Olaharski et al., 2006),
es decir, una célula que derivd de un cariotipo 4n la cual perdié cromosomas. También se les llama
‘células son cercanas a la tetraploidia’.

En el 53% (8/15) de las muestras de inflamacion del cuello uterino se detectd la pérdida
preferencial del cromosoma 17, denotada por la presencia de cuatro marcas fluorescentes del
cromosoma 3 (color anaranjado) y tres marcas del cromosoma 17 (color verde). Las células con
tetrasomia 17 y trisomia 3 (pérdida de una copia del cromosoma 3) fue presente en 3 de las 15
muestras, pero en ninguno de éstos fue mas frecuente que el cariotipo con pérdida del
cromosoma 17, sélo en un caso se encontrd que el mismo ndmero de células presentaba estos
cariotipos, y por lo tanto fue clasificada ‘sin pérdida preferencial’. Los 6 casos restantes no
mostraron pérdida de alguno de los cromosomas. E (Figura R-8, P=0.006, prueba t de Wilcoxon).

Los controles mostraron que 18 de 19 muestras no presentaron células con pérdida
cromosomica en alguno de sus pares, la muestra restante presentd pérdida del cromosoma 17
(Figura R-8).

[] Sin pérdida cromosémica

[ Sin pérdida preferencial cromosémica
2] pérdida preferencial del cromosoma 3
Il Pérdida preferencial del cromosoma 17

% de Bucales % Cervicales

Figura R-8 Grafica en pastel. La pérdida del cromosoma 17 fue un evento muy frecuente en
las células cervicales donde 8 de 15 (53,3%) casos de inflamacion presentaron células con
esta condicion. Mientras que en las muestras de tejido bucal, sélo 1 de 19 controles presentd
la pérdida preferencial del cromosoma 17 (prueba estadistica t de Wilcoxon para datos
pareados, P=0.006).
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B. LA ANEUPLOIDIA EN RELACION CON OTROS FACTORES ETIOLOGICOS.

1. Aneuploidia y poliploidia en muestras HPV positivas
La deteccién de HPV en las muestras analizadas se realizd previamente en nuestro
laboratorio utilizando los siguientes juegos de oligonucledtidos universales: MY09/MY11,
L1C1/L1C2 y GP5/GP6. Estos oligonucledtidos universales amplifican fragmentos de diferente
tamafio de la region L1 del genoma viral (en Carrillo et al., 2004).

De las 15 muestras cervicales analizadas para la frecuencia de anomalias en el nimero de
cromosomas, tres resultaron positivas a la infeccién con el virus del papiloma humano (HPV). De
tal modo que se procedié a evaluar si la presencia del HPV podia desempefiar una actividad
sinérgica a la formacidn de células con desbalances cromosémicos en tejido inflamado del cuello
uterino. Este analisis consistido en la comparacion de las frecuencias de células con contenido
cromosomico anormal (aneuploidias y poliploidias, respectivamente) entre el grupo de muestras
positivas para la infeccidn viral y el grupo de muestras de tejido cervicouterino negativas para la
misma infeccidn. La prueba estadistica U de Mann-Whitney fue empleada para este analisis.

Las muestras HPV positivas presentaron células poliploides. El tipo de poliploidia frecuente
en estas muestras corresponde a la triploidia, de ambos cromosomas analizados. En ninguno de
los tres casos positivos para HPV, se identificaron células con cariotipo tetraploide. En cambio, si
se encontraron este tipo de células en las muestras HPV negativas. El valor de la mediana de la
frecuencia de células 4n fue de 1.5 células por cada 1000. La ausencia de células tetraploides en
las muestras positivas para infeccidn con HPV fue motivo para excluir del analisis estadistico a esta
categoria.

Las muestras con células triploides en tejido HPV positivo tuvieron una mediana de 1
célula por 1000. En las muestras negativas, el valor de la mediana fue de 4.5 células triploides por
cada 1000 evaluadas con FISH. Sin embargo, la diferencia entre estos grupos no fue significativa
(Tabla R-10, Figura R-9A).

Asi mismo, la valoracidn estadistica de la frecuencia de células aneuploides no arroja
diferencias significativas cuando se compara como un grupo (Tabla R-10, Figura R-9B). Cuando el
analisis se planted para evaluar el efecto de la infeccién viral en la frecuencia de anormalidades
numeéricas de los cromosomas en cada una de las categorias identificadas de aneuploidia (Tabla R-
6), la categoria ‘Trisomia 17’ mostrd un valor de P marginal. El valor de la mediana reportada en el
grupo negativo para el HPV fue de 6 por cada 1000 células, mientras que en el grupo de muestras
con la infeccién viral fue de 1 célula por cada 1000, con P=0.0554 (Tabla R-11, Figura R-10).

Poliploidias Aneuploidias
Inflamacién N Mediana IQR? P Mediana 1QR? P
HPV+ 3 1.00 0.0-5.0 9 6.00 —55.00
HPV- 12 4.50 1.5-7.0 >0.05 24 9.25-42.25 >0.05

Tabla R-10 Comparacion de la frecuencia de células poliploides y aneusémicas en células inflamadas del cuello uterino de acuerdo con
la presencia de papilomavirus humano. Prueba estadistica U de Mann-Whitney.
?1QR es el rango de intercuartiles”
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Figura R-9 Grafica de la distribucion de aneuploidias en células del cuello uterino con diagndstico de
inflamacion, atendiendo a la existencia de infeccién con papilomavirus humano. A Distribucién de la
frecuencia de células triploides. B Distribucion de la frecuencia de células con aneusomia de alguno de los
cromosomas estudiados. No se reportan diferencias significativas en la frecuencia de cariotipos aberrantes
contenidos en tejidos infectados o no con el virus del papiloma humano. Prueba estadistica U de Mann-
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Tabla R-11 La categoria ‘Trisomia 17° mostré un valor marginal de P 3 [ ]
en la frecuencia de células trisémicas para el cromosoma 17 entre E o ——t l"
muestras HPV+ y HPV- (Prueba estadistica U de Mann-Whitney). El HPV+ HPV-

analisis con otra prueba estadistica como la t de student para datos Muestra
no pareados si reporta diferencias significativas.
°IQR es el rango de intercuartiles.

Figura R-10 Frecuencia de células con trisomia 17 en
muestras de tejido cervicouterino positivas y
negativas para la infeccién con HPV.

Prueba estadistica U de Mann-Whitney, con P=0.05.

2. La edad
El acortamiento de los teldmeros esta relacionado con la historia replicativa y la vida de las
células somaticas y por lo tanto con la edad del individuo (Aubert y Lansdorp, 2007). Sin la
respuesta al acortamiento de los telémeros, las células somaticas son capaces de continuar el ciclo
proliferativo y el acortamiento anormal de los teldmeros hasta su pérdida total, con lo cual el
nacimiento de células cromosémicamente inestables es un evento comun (Ju y Rudolph, 2006).
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Por las razones expuestas se procedid a la evaluacién del papel que la edad de las
pacientes estudiadas pudo desempeiiar en la frecuencia de células con cariotipos
cromosomicamente desbalanceados. La edad de las pacientes oscilé entre los 31 afios y los 63
afios. Se crearon tres grupos de edad: de 31 a 40 afios, de 41 a 50 afios y de 51 o mas afios. Siete
muestras (46.7%) pertenecian a la primera categoria de edad, cinco (33.3%) correspondian a la
segunda, mientras que el tercer grupo contenia tres muestras (20%).

Los datos obtenidos de las muestras de quince pacientes (controles e inflamaciones,
pareadas) se evaluaron de las siguientes maneras: 1) evaluar las diferencias en la frecuencia de
células aneuploides entre los dos tipos de tejido (cervical y bucal) seglin la categoria de edad
(prueba estadistica t para datos pareados); y 2) evaluar las diferencias en la frecuencia de células
aneuploides entre las categorias de edad del tejido cervicouterino inflamado.

En el primer andlisis se observd que los cariotipos aneuploides son mas frecuentes en el
tejido inflamado que en el tejido bucal, para cada grupo de edad (Tabla R-12, prueba t para datos
pareados, p<0.05). Como se puede observar, el cariotipo tetraploide no es comun en células del
cuello uterino inflamado de pacientes jévenes (31-40 afios), la frecuencia es muy parecida a la
mostrada por el grupo control. Sin embargo, la frecuencia del mismo cariotipo si es
estadisticamente significativa en el tejido inflamado de pacientes mayores de 51 afios.

Tetraploidia (4n) Triploidia (3n) Aneuploidia
Grupos " de N Bucales Cervicales P Bucales Cervicales P Bucales Cervicales P
Edad (aiios)
31-40 7 0 0.1 >0.05 0.42 4.0 0.005* 4.0 22.8 0.019*
41-50 5 0 1.4 0.040* 1.0 3.2 0.042* 6.0 25.4 0.028*
51+ 3 0.3 4.3 0.028* 0.66 4.3 >0.05 7.3 31.6 0.035*

Tabla R-12 Valor promedio de la frecuencia de células aneuploides en tejido cervicouterino inflamado con respecto del tejido control
(bucal). Puede observarse que la frecuencia de células aneuploides en cada tejido aumenta conforme lo hace el grupo de edad.
Estadisticamente pudo probarse que la frecuencia de células cariotipicamente inestables es mas alta en células del cuello uterino con
diagndstico de inflamacién que sus correspondientes controles.

*Estadisticamente significativo, prueba estadistica t para datos pareados, p<0.05.

El analisis estadistico entre los grupos de edad reporté que la frecuencia de células
tetraploides (cuatro marcas de fluorescencia por cada cromosoma estudiado) aumenta conforme
lo hace la edad (ANOVA, p=0.0003; Figura R-11). Aunque si bien la diferencia no es evidente entre
las categorias ‘31-40 afos’ y ‘41-50 afios’, se puede observar cierta tendencia. En tanto la
categoria '51-0 mas anos’ es estadisticamente distinta de las categorias que la preceden (prueba
posterior de Tukey de comparacién multiple, P<0.05; Tabla R-13).

Las células con cariotipos triploides (tres marcas de hibridizacién por cada cromosoma) y
aquéllas con aneuploidias (marcas de hibridizacidn dispares por cada cromosoma) muestran una
tendencia de incremento, sin embargo no existen diferencias significativas entre los grupos de
edad (Tabla R-13). El grupo de las aneuploidias consta de la agrupacién de todos los tipos de
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aneusomia identificados en este trabajo, pero incluso en el andlisis individual de las aneusomias

no encontramos diferencias significativas entre los grupos de edad.

Tetraploidia Triploidia Aneuploidia
Grupo de edad N . . .
(afios) Media SEM (1) P Media SEM (1) P Media SEM (1) P
31-40 7 0.14 0.14 4.00 1.04 22.86 8.23
41-50 5 1.40 0.60 0.0003* 3.20 1.11 >0.05 25.40 8.45 >0.05
51-60 3 4.33 0.88 4.33 2.18 31.67 8.57

Tabla R-13 Evaluacion de la frecuencia de células con cariotipos con aberraciones numéricas entre los grupos de edad. El cariotipo
‘Tetraploidia’ fue el Gnico que presentd diferencias estadisticas con significancia entre los tres grupos de edad de acuerdo con la prueba
ANOVA de una via (p=0.0003), la prueba posterior de Tukey mostré que el grupo de 51 a 60 o mas afios presenta una frecuencia de
células tetraploides estadisticamente significativa respecto de los otros grupos, y entre estos no hay diferencia. En las categorias
aneuploides ‘Triploidia’ y ‘“Aneusomia’ no se reportan diferencias significativas.

Frecuencia de células tetraploides en células
inflamadas de acuerdo con la edad
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Figura R-11 La categoria ‘Tetraploidia’ fue la Unica
variante que mostré significativamente que su
frecuencia aumenta conforme aumenta la edad de las
pacientes. El grupo de edad '51-60 afios 0 mas’ mostré
una frecuencia de células aneuploides
estadisticamente  significativa de la frecuencia
reportada en las edades predecesoras (ANOVA de una
via, p=0.0003, y prueba posterior de Tukey, p<0.05).

Tabaquismo
El habito de fumar es considerado un factor de riesgo para la progresién neoplasica del

tejido de cuello uterino, sin embargo, los mecanismos a través de los cuales ejerce tal influencia

no han sido completamente dilucidados (Carrilo et al., 2004; Hussain et al., 2008). En este estudio

analizamos la frecuencia de las células con aberraciones cromosémicas detectadas en los casos de

mujeres con diagndstico de inflamacién del cuello uterino agrupando los casos segun el habito de

fumar.
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En el cuestionario practicado a las pacientes de quienes se obtuvo muestra, 4/15
admitieron ser fumadoras regulares, las 11 restantes no tienen por habito el fumar. Curiosamente
en el tejido bucal, que es el drgano directamente expuesto al humo de tabaco se encontré que la
frecuencia de células cromosémicamente desbalanceadas era menor en las pacientes fumadoras,
sin significancia estadistica (Tabla R-14).

En la Tabla R-15 se reunen los resultados obtenidos para la frecuencia de cariotipos
anormales segun el habito de fumar. La frecuencia de células poliploides fue menor en pacientes
fumadoras, con una mediana igua a 3 células, que en pacientes no fumadoras cuya mediana fue
de 6 células. La frecuencia de células aneuploides mostré una mediana de 29.5 células en
pacientes fumadoras y de 20 en pacientes no fumadoras. En ninguno de estos ensayos se encontro
diferencias significativas entre ser fumadora y no serlo.

Poliploidias Aneuploidias
Bucales N Mediana IQR? P Mediana 1QR? P
Fumadoras 4 0.00 0.00-1.50 3 2.00-4.75
No Fumadoras 11 1.00 0.00-1.00 >0.05 7 2.00-10.0 >0.05

Tabla R-14 Comparacion de la frecuencia de células poliploides y aneuploides en células bucales segun el habito de fumar. Prueba
estadistica U de Mann-Whitney.
 IQR es el rango de intercuartiles.

Poliploidias Aneuploidias
Cervicales N Mediana 1QR? P Mediana 1QR? P
Fumadoras 4 3.00 0.75-6.00 50.05 29.5 7.00-52.0 50.05
No Fumadoras 11 6.00 3.00-7.00 20.0 6.00-40.0

Tabla R-15 Comparacion de la frecuencia de células poliploides y aneuploides en células inflamadas del cuello uterino segun el habito
de fumar. Prueba estadistica U de Mann-Whitney.
IQR es el rango de intercuartiles.
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IX.  DISCUSION

Una de las estrategias para disminuir la mortalidad por cdncer es la deteccidon temprana.
En el caso del CaCu, los programas de detecciéon temprana han sido mucho mas exitosos en los
paises desarrollados que en los paises como México. Los exdmenes ginecoldgicos periddicos y la
prueba de Papanicolaou son herramientas eficaces en la deteccién temprana de este tipo de
cancer. Sin embargo, las pacientes con diagndstico de inflamaciéon son recomendadas por los
citopatdlogos a realizarse evaluaciones periddicas a tiempo largos (de hasta 6 meses) hasta
confirmar o descartar el diagndstico de inflamacidn, lo que en ocasiones llega a provovar desidia
en la paciente y abandono de los exdmenes ginecoldgicos.

En las lesiones cervicales, los estudios de inestabilidad cromosémica han sido
desarrollados en lesiones de células escamosas intraepiteliales de alto grado (HSIL) y de bajo grado
(LSIL), en las cuales las aberraciones numéricas y parciales de los cromosomas son consideradas
factores importantes para la progresion tumoral (Mian et al., 1999; Olaharski et al., 2006). En
nuestro trabajo encontramos que las anormalidades numéricas de los cromosomas 3 y 17 se
asemejan a aquéllas reportadas en los grados diagndsticos de SIL. Este hallazgo puede estar en
relacidn con la intervencién quirdrgica, especificamente con la practica de conizacion del tejido,
puesto que hemos observado que en el tejido del cuello uterino de pacientes post-cono, la
frecuencia de células con inestabilidad cromosdémica numérica es mayor que en las pacientes sin
este tratamiento, razdn por la cual, el cariotipo de las células de tejido inflamado es tan similar al
reportado en las lesiones HSIL y LSIL. Por lo tanto la técnica de FISH y la evaluacién de la
inestabilidad cromosdémica pueden contribuir al diagndstico de inflamacién con el propdsito de
identificar a las pacientes con estas caracteristicas y separarlas para garantizar el diagndstico.

En nuestro trabajo se evidencia asimismo que el tejido cervical no transformado presenta
células con aberraciones cromosémicas numéricas con una frecuencia significativamente mayor
que la que se presenta en células epiteliales de tejido bucal de las mismas pacientes (Tabla R-4).

Estda documentado que, durante los procesos inflamatorios se reclutan leucocitos en el
tejido dafiado como defensa contra infecciones lo que puede liberar citocinas que estimulen la
proliferacién celular (Lu et al., 2006; Coussens y Werb, 2002). En este proceso la presencia de
células y mediadores pro-inflamatorios generan especies reactivas del oxigeno (ROS) y del
nitrégeno (RNS), capaces de inducir dafio al DNA (Coussens y Werb, 2002; Palapattu et al., 2004;
ver Tabla I-6). Estos eventos pueden afectar los controles del ciclo celular. Tengamos en cuenta,
ademds, que por sus caracteristicas histoldgicas el cuello uterino es una zona de transicién en
donde se da la unidn de dos tipos de epitelios diferentes y es susceptible a traumas mecdnicos
(Lejarcegui, 1974). Este evento produce destruccion y reparacion constante, a lo que se suma la
inflamacién con su ambiente oxidante. Todo ello le confiere a esta regidon cierta susceptibilidad
para generar células con cariotipos anormales.

En tejido inflamado se ha reportado que la principal forma de inestabilidad cromosdmica
es la formacion de células 4n. Oberringer y cols. en 1999 reportaron que en tejido en reparacion la
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tasa de células tetraploides se incrementaba durante el proceso inflamatorio y persistia hasta la
reparacion del tejido mediado por los niveles de expresién de la proteina GST p53. Aunque la
inflamacién es un proceso autolimitante, la desregulacion del mismo y su persistencia, debido a
infecciones crdnicas o al dafio tisular constante, podrian promover el dafio al genoma celular
(Lawrence, 2007). Por otro lado, se sabe que el acortamiento de las regiones teloméricas de los
cromosomas estd relacionado con la edad de las pacientes y que cuando la respuesta al
acortamiento extremo de dichas regiones falla en las células, éstas son propensas a fallar la
citocinesis formando células poliploides con centrosomas supernumerarios (Gisselsson et al.,
2002; Gisselsson, 2005). En nuestros resultados podemos observar que la edad puede desempefiar
un papel sinérgico a la inflamacién del cuello uterino en la generacién de células con cariotipo 4n.
En la Tabla R-13 y en la Figura R-11 se muestra que las pacientes de mayor edad presentan una
mayor frecuencia de células 4n en comparacién con las muestras de pacientes mds jovenes.

La falta de correlacién entre los cariotipos tetraploide y cercano a la tetraploidia, asi como
la diferencia en la frecuencia de células aneuploides y células tetraploides entre los grupos de
edad, son motivo para pensar que el origen de las células aneuploides en el tejido cervical uterino
inflamado tiene otras fuentes o mecanismos. Por ejemplo, en las pacientes de mayor edad la
formacién de células aneuploides puede deberse a la pérdida de los telémeros que provocaria la
segregacion desigual de cromosomas por separacion del huso mitético (Gisselsson et al., 2002;
Gisselsson, 2005). Tanto el proceso inflamatorio como la edad, en nuestro estudio, muestran ser
elementos importantes que comprometen la integridad gendmica de las células en el tejido
cervical uterino.

La tetraploidia también puede ser el resultado de la evasién del arresto del ciclo celular
producido por el punto de control mitdtico (Figura I-4, Figura 1-8C) cuando los genes responsables
son afectados por mutaciones inducidas por las condiciones inflamatorias (Storchova y Pellman,
2004; Ganem et al., 2007). Por ejemplo, si la separasa es ineficiente el ciclo suele arrestarse y se
produce una célula poliploide (Wirth, 2006), lo que también puede suceder si el APC/C no es
activado o si falla en el proceso de degradacion del complejo securina /ciclina B para liberar a la
separasa y promover la citocinesis (Jallepalli y Lengauer, 2001; Peters, 2002; Harper et al., 2006;
Weaver y Cleveland, 2006; Wirth, 2006) o si en el proceso replicativo fallé la duplicacién
centrosémica originando una célula monopolar (Kramer et al., 2002; Weaver y Cleveland, 2006).

La fusidon celular también es un mecanismo que genera células 4n en estados patoldgicos
asociados con infecciones virales (Storchova y Pellman, 2004; Duelli et al., 2007; Ganem et al.,
2007; Salsman et al., 2008), sin embargo, el virus del papiloma humano (HPV) no ha sido
reportado como un virus fusogénico, es decir, capaz de inducir la fusién de células en tejido
infectado.

Nuestros resultados muestran que el HPV no tiene actividad sinérgica a la inflamacidon en
la aneuploidizacién del tejido cervical uterino, en vista de que el cariotipo 4n no fue detectado en
los casos HPV+ (3/15), mientras que si se detectd en los casos HPV- y que la frecuencia de células
con cariotipos cromosémicamente desbalanceados fue mayor en el tejido negativo a la infeccién
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con HPV, como se puede observar en la Tabla R-10. Desde luego, el tamafio de la muestra positiva
a la infeccidn viral puede ser que influya el resultado observado.

Curiosamente, cuando analizamos la frecuencia de cada tipo de aneuploidia en relacion
con la infeccidn viral encontramos un resultado interesante que se expone en la Tabla R-11 y la
Figura R-10. La trisomia 17 fue un cariotipo comun en el tejido inflamado y negativo a la infeccidon
viral, pero no en el tejido inflamado y positivo a la infeccion. Entonces la pregunta es éde qué
manera podria ser explicada la baja frecuencia de células con trisomia 17 en tejido cérvicouterino
inflamado y positivo a la infeccion con HPV? Una posible explicacidon tiene base en la consideracidn
del contenido génico del cromosoma 17 (acarrea al GST TP53) y del papilomavirus, asi como en el
estado fisico del genoma viral. Nosotros pensamos que en las muestras HPV+ analizadas podria
estar sucediendo lo siguiente: 1) como la trisomia del cromosoma 17 implica la presencia de tres
copias del gen TP53, puede haber un incremento en la sintesis de la proteina p53 que como
sabemos es el blanco celular de la oncoproteina viral E6 y esta implicada en importantes procesos
celulares como la progresion del ciclo celular y la apoptosis; 2) el DNA viral se encuentra en estado
episomal, por lo tanto la expresion de la oncoproteina viral E6 esta altamente regulada por la
proteina viral E2 (Pett et al., 2004; Bellanger et al., 2005); y 3) la baja expresidn de la oncoproteina
viral E6 podria ser insuficiente para ubiquitinizar a la proteina celular p53, la cual podria, a su vez,
estar guiando hacia el proceso de muerte apoptaética.

Otro resultado interesante en torno al papel del HPV, lo encontramos en el analisis del
cariotipo trisomia 3 en donde uno de los tres casos HPV+ reportd una frecuencia de 51/1000
células con dicho cariotipo, mientras que los otros casos HPV+ reportaron 6/1000 células y en los
casos HPV- la frecuencia mas alta de células con este cariotipo fue de 38/1000 células. Si bien la
trisomia del cromosoma 3 es comun tanto en el tejido infectado como en el negativo a la
infeccién, lo cual significaria que, en la inflamacion del cuello del Utero, la trisomia 3 es
independiente de la infeccidn viral, el caso mencionado nos parece importante e interesante
porque puede mostrar un factor de riesgo para la progresion hacia grados de mayor malignidad ya
gue en el cromosoma 3q estd cifrado el gen TERC, un componente del mRNA de la telomerasa, la
ganancia del brazo g de este cromosoma y la integracion del genoma viral al genoma celular son
eventos fuertemente asociados en la transicion de la displasia del cuello uterino al carcinoma
invasivo (Hopman et al., 2006).

Como antes se comentd, los resultados obtenidos de la caracterizacidon de los desbalances
cromosomicos numéricos en tejido inflamado del cérvix uterino realizada en este trabajo nos hace
pensar que diferentes mecanismos intervienen en la configuracion de las aberraciones
cromosémicas detectadas. Los mecanismos que podrian estar ocurriendo son eventos de no
disyuncidn, anclajes sintélicos, mitosis multipolares y monopolares, asi como la pérdida de las
terminales teloméricas.

Durante los procesos inflamatorios, incluso los agudos, la amplificacion anormal de
centrosomas (Oberringer et al., 1999; Lothschiitz et al., 2002), las mitosis multipolares (Lothschiitz
et al.,, 2002) y el acortamiento de los teldmeros (Kinouchi et al., 1998; O’Sullivan et al., 2002;
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Plentz et al., 2004; Plentz et al., 2005; Finley et al., 2006) son causales comunes de aneuploidia y
son consideradas de alto riesgo para la iniciacion y/o durante la progresion tumoral maligna. Con
estas consideraciones se reafirma la proposicién de la identificacion de células aneuploides como
biomarcador de genotoxicidad en la citologia cervical uterina capaz de ofrecer apoyo al
diagndstico por Papanicolaou, empleando la técnica de FISH, que como se aprecia, una de sus
principales ventajas al usar dos sondas es que permite identificar ganancias y pérdidas de los
cromosomas elegidos en la misma célula (Olaharski et al., 2006).

Las trisomias fueron eventos comunes en el tejido inflamado del cuello uterino e incluso
en el tejido bucal. Pieber y colaboradores (2000) encontraron resultados parecidos en tejido
normal de mucosa cervical, y vieron ademas que la frecuencia de estos cariotipos incrementaba
segln lo hacia el grado de la lesion, por lo tanto concluyeron que la trisomia es un evento
temprano que puede contribuir la progresidon neopldsica. Consideramos a las trisomias eventos de
ganancia cromosémica donde la diferencia en la ganancia de alguno de los dos cromosomas
estudiados podria responder a un proceso selectivo que subyace al contenido génico de cada
cromosoma, en principio para el buen ejercicio de la regeneracidn tisular mientras dure el proceso
inflamatorio (Oberringer et al., 1999) pero que bajo condiciones anormales podria significar riesgo
neopldsico. Como se puede observar en la Figura R-7, la frecuencia de la trisomia 3 es, con
significancia estadistica, mayor que la trisomia 17, con lo cual tenemos que el cromosoma 3 es
ganado preferencialmente en el tejido inflamado del cuello del utero.

El cromosoma 17 alberga el GST TP53 uno de los mas importantes en el control del ciclo
celular, encargado de censar la fidelidad e integridad del DNA después de ser replicado. En 2003
Duesberg y Li anotaron que con la aneuploidia se altera la dosis de genes normales, bajo este
precepto los niveles de expresiéon de TP53 se incrementarian en las células trisomicas para el
cromosoma 17. La consecuencia directa sera el aumento de la actividad de la proteina dirigiendo
el arresto de estas células con mayor eficiencia para evitar su reingreso en el ciclo y promover su
muerte. Si esto en verdad sucede, entonces explicaria la menor frecuencia de células con trisomia
17. El cromosoma 3, por su parte, contiene cifrado en su brazo q un componente del mRNA de la
telomerasa (Hopman et al., 2006; NCBI, 2008), la enzima de la telomerasa es activa sélo en las
células totipotenciales y cesa su funcidn cuando las células se diferencian (Ju y Rudolph, 2006),
aunque se ha visto activa en procesos de reparacién cromosémica (NCBI, 2008). Este hecho
justifica la mayor frecuencia de células con trisomia 3 en tejido inflamado del cuello del utero que
necesita repararse y regenerarse, pues la ganancia del cromosoma 3 es una ventaja proliferativa.
Si el gen con el componente del RNA de la telomerasa (TERC) se reactiva, la proliferacion se
promueve pero también se franquea el bloque hacia la inmortalizaciéon celular; en 1996
Heselmeyer y colaboradores encontraron que la ganancia del brazo q del cromosoma 3 es
importante en la progresién maligna del cuello uterino.

En el tejido bucal también encontramos células con trisomia 3 o con trisomia 17. El tejido
bucal fue elegido como tejido de referencia asumiendo que se trataba de uno relativamente sano,
sin embargo, la cavidad oral se encuentra constantemente expuesta a distintos irritantes que
pudieron haber influido las frecuencias de estos cariotipos.
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Los cariotipos cercanos a la tetraploidia se consideraron de esta manera porque
mostraban un cariotipo caracterizado por la pérdida de un cromosoma del complemento
tetraploide. De acuerdo con el analisis mostrado en la Figura R-8 el cromosoma 17 presentd
pérdida preferencial en las muestras tanto de tejido inflamado como de tejido control, aunque en
esta Ultima sélo un caso presentd la condicion. Este resultado nos remite nuevamente a la
consideracion del contenido génico de los cromosomas estudiados. Ya antes se habia reportado la
pérdida preferencial del cromosoma 17 en estudios de metafases de tumores cervicales cercanos
a la tetraploidia (en Olaharski et al., 2006) y en tejido del cuello uterino con diagndsticos LSIL y
HSIL, lo que llevd a la conclusion de que la pérdida de este cromosoma es un evento temprano en
la carcinogénesis cervical (Olaharski et al., 2006). En nuestro trabajo hemos encontrado que la
pérdida preferencial del cromosoma 17 también se detecta en el tejido inflamado del cuello
uterino, clinicamente considerado como un dafio tisular de no riesgo a malignidad. Olaharski
encontré que de 41 casos HSIL analizados, 28 mostraron pérdida preferencial del cromosoma 17,
es decir el 68% de sus casos. Mientras que en nuestro estudio 8 de 15 casos de inflamacion (53%)
perdieron con preferencia el cromosoma 17. Que el porcentaje de casos que muestran esta
tendencia sea menor en tejido inflamado indica el menor grado de severidad de este diagndstico
con respecto a los diagnésticos LSIL y HSIL, en la progresion tumoral. Sin embargo, si es evidente
que la inflamacién comparte con los diagndsticos de riesgo la pérdida del cromosoma 17,
previamente identificada en tumores cervicales (Atkin y Baker, 1984; Heselmeyer et al., 1996). La
frecuencia a la cual se observa la pérdida preferencial del cromosoma 17 en tejido inflamado del
cuello uterino nos permite apoyar que este evento no es azaroso y que puede jugar un papel
importante en la transformacion del epitelio cervical, ambas ideas expuestas en 2006 por
Olaharski y colaboradores. Ante tales evidencias la proposicién de utilizar la aneuploidia como un
marcador temprano de riesgo apoyaria el diagnéstico clinico y la toma de decisiones para el
tratamiento oportuno, en virtud de que los andlisis morfoldgicos no advierten estas similitudes.

En el analisis del cariotipo también se identificaron células 3n en tejido cérvicouterino. A
diferencia del origen de las células 4n, explicar el origen de los cariotipos 3n es un poco mas
complejo. Retomando a Shi y King (2005) podemos suponer que los cariotipos triploides tendrian
su origen a partir de un evento de no disyuncién multiple. Aun asi, debemos recordar que en este
trabajo el nombre del cariotipo fue asignado en funcién del analisis de hibridacion de dos
cromosomas (3 y 17), lo cual representa una desventaja de esta metodologia pues aunque
identificamos la misma alteracidn numérica para los cromosomas evaluados, se ignora lo que
acontece con los otros pares cromosémicos.

El habito de fumar ha sido correlacionado con el riesgo a desarrollar carcinomas tanto
cervicales como vulvares, pese a que el mecanismo que le subyace no ha sido reconocido (Vinies
et al., 2004; Hussain et al., 2008). En el presente estudio el papel del tabaquismo en la generacién
de células con inestabilidad cromosdmica numérica no pudo ser confirmada ni para el tejido bucal
ni para el cervical uterino inflamado. Una solucién posible a la mayor frecuencia de células con
cariotipos aneusémicos y poliploides en el tejido bucal es que algunas de las pacientes no
fumadoras se encuentran expuestas a otros factores capaces de inducir eventos aneuploidizantes
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Yy que nosotros no tuvimos en cuenta, por ejemplo irritantes de los alimentos, medicamentos, o
incluso humo proveniente de otras fuentes distintas del tabaco como de la combustidon de
productos maderables y combustibles fosiles.

En el caso del tejido cérvicouterino inflamado y el habito de fumar, el tamafno de la
muestra, al igual que en el analisis del papel del HPV, es importante para reconocer el papel del
tabaquismo que por ahora se supone a través del efecto inmunosupresor de algunos metabolitos
del humo de cigarro (revisado en Hussain et al., 2008) y la variacidén genética en la interleucina (IL)
2 de efecto de alta produccion (Hussain et al., 2008).

Hussain y colaboradores también apuntaron en 2008 que una variante alélica que induce
la sobreexpresion de IL2 puede contribuir la interaccién positiva con el tabaquismo en el riesgo a
cancer vulvar a través de una via inflamatoria, basados en un reporte que data de 1998. Los
resultados de Baginski y colaboradores (2006), aunque obtenidos en células pulmonares, indican
que el habito de fumar es un factor sinérgico de sobreexpresién de la mucina inducida por
estimulos y procesos inflamatorios; ademas, revisaron que fumar cigarros puede favorecer la
inflamacién del tejido a través de la activacion de factores de transcripcion pro-inflamatorios. Por
otra parte, el habito de fumar ha sido positivamente correlacionado con la generaciéon de
aneuploidia en esperma humano por incremento del dafio oxidante al DNA y errores mitéticos (Shi
et al., 2001; Robbins et al., 2005) y ha sido propuesto como causa de la aneuploidia en mosaico
que caracteriza los abortos espontaneos de las mujeres fumadoras por no disyuncién en células
germinales (Vorsanova et al., 2008).

Las muestras de pacientes con diagndstico de inflamacion del cuello uterino que hemos
analizado a nivel de desbalances cromosdémicos numéricos, indica que, pese a que dicho
diagndstico en la clinica se clasifica en la categoria NILM, existe una inestabilidad cromosémica de
los cromosomas 3 y 17 aqui estudiados similar a las detectadas en tejidos diagnosticados como
LSIL y HSIL. Incluso en las pacientes que habian sido intervenidas con el procedimiento de
conizacién es posible identificar aberraciones cromosémicas numéricas, lo que nos habla de la
sensibilidad y funcionalidad de la técnica FISH en la deteccién de inestabilidad cromosémica
numérica. De hecho, algunas de estas anormalidades han sido asociadas con la progresion de
estas lesiones hacia carcinoma in situ, como la ganancia del cromosoma 3 y la tetraploidia. La
deteccidon de estas anomalias en etapas como la inflamacién advierte que, pese a ser considerada
un diagndstico negativo para malignidad, podria progresar hacia lesiones de mayor grado bajo
ciertas condiciones. Es por ello que creemos que la propuesta de la presencia de aneuploidia y
poliploidia como marcadores de genotoxicidad en las células exfoliativas de tejido cervical
inflamado puede ser un auxiliar de las estrategias clinicas convencionales, asi como de las
decisiones médicas sobre tiempos de evaluacidn y tratamientos. Para apoyar esta propuesta seria
necesario caracterizar las anormalidades cromosémicas numéricas en pacientes cuyo tejido
cervicouterino sea sano, asi como en pacientes con diagndsticos de inflamacidn aguda y crénica.
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X. CONCLUSIONES
Las células del tejido exfoliativo cérvico-uterino de pacientes mexicanas presentan niveles de
aneuploidia y poliploidia mayores que el identificado en las células del tejido exfoliativo bucal de
las mismas pacientes.

Las anormalidades cromosdmicas identificadas en tejido cervical uterino inflamado, como la
ganancia preferencial del cromosoma 3, la pérdida preferencial del cromosoma 17 y la presencia
de células tetraploides, indican que las células del tejido inflamado comparten caracteristicas a
nivel del cariotipo con las lesiones premalignas LSIL y HSIL.

Estas anormalidades condicionan la integridad genética de las células hijas y podrian representar
un riesgo neopldsico bajo condiciones inflamatorias persistentes. Estos cambios no se advierten
con la prueba citopatoldgica de rutina, la prueba de Papanicolaou.

Las pacientes con tratamiento de conizacidn quirdrgica presentan una mayor frecuencia de células
con desbalances numéricos de los cromosomas que las pacientes sin este tipo de intervencién en
su historial. Esto nos hace pensar que pese al proceso de conizacidn, en el tejido pudieron quedar
algunas células remanentes de la lesion anterior (LSIL, HSIL o carcinoma in situ), detectables con la
técnica de FISH, pero no con la técnica de Papanicolaou.

La edad de las pacientes es un factor importante que condiciona el nivel de células tetraploides.
Las pacientes con mayor edad presentan una frecuencia mayor de células 4n las cuales podrian
generar células hijas con cariotipos aneuploides cuya inestabilidad podria, a su vez, comprometer
el curso de la lesion. A diferencia de la edad, la infeccién viral con el HPV y el habito de fumar no
se encontraron asociados con los niveles de aneuploidia y poliploidia.

El cariotipo trisomia 17 tiene una baja representacion en las muestras de tejido inflamado, y es
aun menor en las muestras positivas a la infeccion con el HPV, quizds debido a Ia
sobrerrepresentacion del gen TP53 que estaria dirigiendo las células infectadas hacia el proceso de
muerte.

La ganancia preferencial del cromosoma 3 soporta la importancia de la aneuploidia como
marcador de genotoxicidad. Al considerar el contenido génico vemos que este evento podria
proveer a las células de una ventaja proliferativa, que en su momento puede significar riesgo
neopldsico.

El empleo de la técnica de hibridizacidn in situ fluorescente (FISH) con dos sondas en tejido
exfoliativo del cuello uterino con diagndstico “inflamacién” dirigido a los cromosomas 3 y 17
empleado en este trabajo contribuye la comprensién de la biologia de este dafio tisular y la
estimacion de los posibles riesgos. Los resultados obtenidos en este trabajo respaldan la utilidad
de considerar a la aneuploidia y la poliploidia como biomarcadores de efecto y susceptibilidad,
pues podrian contribuir a un diagndstico adecuado y a un tratamiento oportuno.
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A. PERSPECTIVAS.

El presente estudio nos ha permitido caracterizar las anormalidades cromosémicas numéricas en
tejido inflamado del cuello uterino aunque en una muestra pequefia de casos por lo que seria
importante incrementar el tamafio de la muestra de los casos, los cuales podrian ser divididos
segun el grado de la inflamacidon y como controles incluir muestras de tejido sano del cérvix
uterino, con el fin de promover el tratamiento oportuno de las pacientes con inflamacién del
cuello uterino.

Al mismo tiempo que el tamafio de la muestra se incrementa, el papel del HPV en la generacién de
células con anomalias cromosdmicas resulta interesante y conveniente atendiendo al estado fisico
del virus en el nucleo celular y al tipo viral que ha causado la infeccidn.

El andlisis de otros marcadores moleculares como las regiones teloméricas para establecer una
asociacién de mayor fidelidad entre la presencia de inestabilidad cromosémica numérica y la edad,
o la deteccion de centrosomas supernumerarios favoreceria la deteccién de factores de riesgo
asociados con la formacidn de células aneuploides y poliploides asi como a develar los
mecanismos que conducen hacia estos fenotipos.

Nuestros resultados indican que la inflamacién induce la formacion de células aneusomias de los
cromosomas 3 y 17, sin embargo, para ampliar nuestro conocimiento sobre la importancia de la
aneuploidia en las etapas previas a las lesiones malignas seria de gran utilidad incrementar el
numero de cromosomas a evaluar pues nos permitiria: 1) conocer con mayor proximidad la ploidia
de las células del tejido lastimado, y 2) identificar alteraciones numéricas de cromosomas
especificos. Incluso, con las nuevas y mds completas técnicas de identificacion de aberraciones
cromosomicas como la hibridizacion gendmica comparativa (CGH), el cariotipo espectral (SKY) o la
FISH multiple (M-FISH) se podrian conocer simultdneamente los cambios numéricos vy
estructurales de todos los cromosomas.
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