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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCU) es un problema de salud publica a nivel
mundial pero en particular en paises en vias de desarrollo. En México
representa la segunda causa de muerte por cancer entre la poblacion
femenina.

Una estrategia preventiva que ha tenido éxito para disminuir la
mortalidad por CaCU es la prueba de Papanicolaou. Las lesiones del cuello
uterino mediante esta prueba y bajo el sistema de clasificacion Bethesda se
catalogan en: lesiones de alto y bajo grado que son indicativas de malignidad,
ASCUS (que se consideran como dudosas) y negativas a malignidad como lo
es la inflamacion. En el caso de las pacientes con diagnéstico de inflamacion,
como es considerado de riesgo, pero negativo a malignidad, se les da un
seguimiento prolongado, costoso para nuestros sistemas de salud asi como
tedioso para la propia paciente.

Las células tumorales, asi como las lesiones presentan un elevado
namero de células cromosomicamente desbalanceadas, tanto poliploidias
como aneuploidias. Previamente hemos encontrado la presencia de este tipo
de células en muestras de tejido cervical de pacientes con lesiones de alto y
bajo grado. Se sabe que el agente etioldgico del CaCU es el Virus de Papiloma
Humano (VPH) en especial las cepas denominadas de alto riesgo, por lo que
se piensa que la infeccién por VPH es en parte responsable de la generaciéon
de células con aberraciones cromosomicas numéricas. Por otro lado, se ha
descrito que durante el proceso fisioldgico de reparacion de tejidos, se forman
células tetraploides que podrian contribuir con dicho proceso. Con el propésito
de investigar si en los casos de inflamacién la presencia de células
cromosémicamente desbalanceadas se asocia a la infeccion y tipo de VPH o a
un proceso de reparacion tisular, empleamos el método de Hibridacion in situ
fluorescente (FISH) para analizar 97 casos con este diagnéstico Ademas
determinamos la presencia de infeccién por VPH mediante PCR y realizamos
inmunocitoquimica para detectar la expresion de PPARP, un marcador de

regeneracion tisular.



Nuestros resultados indican que la presencia de VPH no es el Unico
factor asociado a la formacién de células tetraploides o aneuploides, ya que la
presencia de las células tetraploides se encontr6 también asociada a la
presencia de PPARS, una proteina relacionada con la reparacion de tejidos.

ABSTRACT

The cervical cancer is a public health problem in the world, but especially in
developing countries. In Mexico, it is the second cause of cancer deaths among
women. In developed nations, cervical cancer rates have dropped dramatically
since the introduction of the Pap smear. The Bethesda classification system
introduced the terms: positive to malignancy as a low grade intraepithelial lesion
(LSIL) and high grade intraepitelial lesion (LSIL) and negative for malignancy as
the inflammation. One alternative treatment for the patients with inflammation
diagnostic is to take a “wait to see” approach by having the woman return for
repeat Pap smears in three to six months. But this in addition to the financial
expenditures, women will endure the stress that accompanies the
powerlessness of having been diagnosed as a normal.

In the cancer cells commonly is observed the aneuploidy, but is not the only
type of numerical chromosomal aberration, another type is the poliploidy. In a
previous study we found out a direct association with the rate of cells with
chromosomal aberration and the severity of the lesion. There is a great amount
of epidemiological evidence to indicate that Human Papillomavirus (HPV) is the
main etiological agent associated with cervical cancer, principally the genotypes
called the “high risk”. Several reports have been demonstrated that HPV is
responsible of the chromosomal instability.

On the other hand, experiments showed an increased tetraploidization rate in
well-healing wounds especially during inflammation. The objective of this study
is to investigate in patients with inflammation, if the presence of numerical
chromosomal aberration is caused by the HPV infection or by the tissue repair
process.

Fluorescence in situ hybridization was used to simultaneously analyze
alterations in chromosome 3 and 17 in cervical cells from 97 different patients.

Polymerase chain reaction (PCR) was used to analyze the cervical cells for the



presence of the HPV. Additionally we used immunocitochemistry to detect the
expression of PPARB, a protein that is expressed during of tissue repair.

Our results indicate that the infection of HPV is not the only causal agent of
numerical chromosomal aberration, because this is associated also to the tissue

regeneration.



INTRODUCCION

Inestabilidad genética
Para la célula, mantener la integridad de sus cromosomas es de vital

importancia. Si falla en esta tarea y si de cualquier manera se divide, ambas
células hijas tendran un complemento cromosémico anormal con
consecuencias potencialmente letales para el organismo. Los cambios en el
namero y estructura de los cromosomas pueden llevar a la muerte o a iniciar un
proceso de inestabilidad genética. La consecuencia de la inestabilidad genética
puede manifestarse en la alteracién del nimero de copias de uno o mas
genes.

Los efectos de los desbalances cromosémicos son complejos ya que
presumiblemente median la expresion de oncogenes asi como la inhibicién o
pérdida de genes supresores importantes en la oncogénesis. La informacion
disponible parece favorecer la hipétesis de que existen patrones en los
desbalances cromosémicos son especificos para ciertos tipos de tumores.
Dichos patrones se pueden revisar ahora en bases de datos realizadas a traves
del analisis de CGH, de Progenetix
www.progenetix.de/_pgscripts/progenetix/about progenetix.html. La evidencia
més fuerte de que los desbalances cromosdémicos tienen un papel
determinante en la patogénesis de un tumor es la asociacién de éstos con el
prondstico de la malignidad. Por ejemplo: la pérdida de 1p, 3p, 119 y ganancia
de 17q, asi como la amplificacion del oncogén MYCN (neuroblastoma derived
v-myc avian myelocytomatosis viral related
oncogene) en tumores de neuroblastoma pediatricos. Actualmente estos
desbalances definen dos tipos clinicogenéticos primordiales de la enfermedad
(Mc Ardle., et al, 2004). Existen trabajos que han descrito que en el caso del
cancer de mama, mas del 12% de los cambios en la expresion genética se
debe a la descompensacién genética y la alteracion en el nimero de copias de
DNA tiene un impacto sustancial en los niveles de expresion de los
genes(Pollack, et al,.2002). Subsecuentemente otros grupos han reportado tal

correlacion significativa en casos de céancer de préstata (Wolf, et al, 2004),



pulmén(Tonon, et al., 2005) asi como en neuroblastoma (Janoueix-Lerosey, et
al., 2004).

No todos los genes mapeados en las regiones cromosdmicas perdidas o
ganadas son necesariamente afectados, debido a que posiblemente existen
mecanismos que compensan la pérdida de un alelo. Por ejemplo, en el caso de
leucemia mieloide aguda que presenta la ganancia del cromosoma 8 completo,
existen subtipos de este padecimiento con la trisomia para este cromosoma y
un perfil de expresién de genes distinto entre si, lo que sugiere que existen
otros factores detras de la dosificacion genética que también afectan la
expresion (Schoch, et al.,2006). Ademas de los efectos que tiene la pérdida y
ganancia de regiones cromosémicas per se, es evidente que también afecta
genes que regulan la transcripcién de genes que estan en otros cromosomas
(Stallings, 2007).

Inflamacion y cancer
La asociacién entre inflamacién y cancer nace hace mas de 150 afios,

cuando en 1863 los trabajos de Virchow indicaron que el cancer tiende a
originarse en sitios de inflamacién crénica (Balkwill, 2001). En el presente
existe evidencia epidemiolégica que sugiere una fuerte asociacién entre
enfermedades con inflamacion cronica y el aumento del riesgo a desarrollar
cancer (Philip et al., 2004). La inflamacién involucra una respuesta innata y
adaptativa, muy bien coordinada, del sistema inmune, provocado por infeccién
o dafio. Cualquier alteracién de la homeostasis del tejido activa las células del
sistema inmune. Las células innatas inmunes como macréfagos, células
dendriticas (DC) y natural killer (NK) pueden iniciar la respuesta inflamatoria
liberando citocinas, quimiocinas, proteasas remodeladoras de matriz, asi como
especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrogeno (NOS) que ayudan a
eliminar al agente patdgeno y reparar el tejido dafiado (Perwez-Hussian, 2007).
Sin embargo cualquier falla en el control de los componentes de la respuesta
inmune puede derivar en inflamacién cronica generando un microambiente
patolégico el cual podria favorecer la iniciacion o progresion a cancer (Lu, et al.,
2006). Un ambiente inflamatorio crénico provee de manera constante ROS y
NOS, citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento, los cuales pueden



alterar el proceso bioldgico de la homeostasis celular produciendo inestabilidad

genomica y el riesgo de desarrollar cancer (Coussens, 2002).

Aneuploidia y cancer
La aneuploidia es una anormalidad genética en donde el nimero de los

cromosomas no es multiplo del nimero haploide n, debido a la variacion de
copias de un solo cromosoma y no de juegos completos de cromosomas. En
general se presenta por copias de mas o de menos de un solo cromosomay se
han descrito diferentes mecanismos para generar una ceélula aneuploide
(Fig.1). En el ser humano es el tipo méas frecuente de anomalia cromosomica
que es clinicamente significativo (Salamanca, 1988 y Luque y Herraez, 2001).
Las células cancerosas frecuentemente presentan aneuploidias extremas con
multiples anormalidades cromosémicas (Strachan, 1999). Hace mas de un
siglo, que se propuso a la aneuploidia como el mecanismo esencial detras de

la transformacién cancerosa.
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Fig.1 Diferentes mecanismos para generar células aneuploides. a) Mitosis aberrante da origen
a centrosomas numerosos, poliploidizacion y husos multipolares. b) Defectos de cohesién. La
pérdida prematura de la cohesién entre las cromatidas hermanas, es responsable de la
segregacion inadecuada. c) Orientacion merotélica sucede cuando los microtibulos de ambos
polos se unen al mismo cinetocoro. d) Defectos en el checkpoint mitético como microtabulos
inestables asi como vias de sefializacion débiles. (Tomado de Kops et al., 2005).



La hipotesis se bas6 en los trabajos de Boveri en 1900 en los que
observé un nimero anormal de cromosomas en células cancerosas. (Matzke,
et al., 2003). Actualmente diversos estudios de cariotipo humano han
demostrado en la mayoria de los canceres como mama (Yuan, et al., 2006),
cérvix (Atkin, 1997), pulmén (Gemma, et al., 2000), testiculos (Meyer, et al,
2003), colon (Kupka et al.,2001), vejiga (Hernando, et al., 2004) y piel(Liang, et
al., 2001) existe una pérdida o ganancia de cromosomas, lo que sugiere que
puede ser el cambio genético mas comun en los tumores sélidos (Olarhaski,
2006).

En 1998, Duesberg y colegas propusieron la teoria aneuploide, de
acuerdo con esta teoria el cancer se desarrolla no necesariamente a causa de
mutaciones en genes relacionados con la promocién del cancer, si no por un
desbalance de la dosificacién de genes causada por la pérdida o ganancia de
cromosomas. También sostiene que los carcindgenos asi como las fallas en el
ciclo celular tienen mayor efectividad en causar aneuploidia que las mutaciones
especificas (Duesberg et al, 1998).

A pesar de la fuerte asociacion entre aneuploidia y céncer, existe
controversia, debido a la previa postulacion de la hipétesis mutacional, la cual
sostiene que las mutaciones en genes que codifican para genes supresores de
tumores y oncogenes pueden originar inestabilidad genética, que a su vez
promueve un ambiente donde la aneuploidia puede desarrollarse (Lengauer, et
al., 1997) Sin embargo esto continta siendo tema de debate, ya que ninguna
de las hipétesis es lo suficientemente sdlida para explicar el origen del cancer
(Ravid et al., 2006).

Poliploidia y cancer

La poliploidia es un evento cromosOmico en el cual el genoma se
amplifica en multiplos del estado haploide y se desarrolla cuando hay
reduplicacion del cromosoma sin division celular. Fue descrita primero en
plantas en 1910 por Strassburger y desde entonces ha sido estudiada tanto en
plantas como en animales (Ravid et al., 2002).

Particularmente se ha encontrado en distintos tipos de células de

mamiferos como en hepatocitos (Krudryavtsev, 1993), cardiomiocitos



(Sandritter, 1964), megacariocitos (Brodsky, 1977), células de musculo liso del
Gtero, que no proliferan y estan diferenciados (Heiden, 1975). Bajo condiciones
de estrés también se han descrito la presencia de células poliploides como es
el caso de miocitos de la pared del ventriculo derecho (Owens, 1982), asi como
en células del masculo liso de la aorta de animales hipertensos (Owens, 1983).

Se ha observado que la poliploidia y mas especificamente la
tetraploidia, precede y acompafa el desarrollo de tumores malignos
aneuploides como el de esdéfago (Barret, 2003) y cérvix (Olarhasky et al.,
2006). Varios estudios han demostrado que existe una alta tasa de
cromosomas que se pierden o se ganan en células que son poliploides y que
contintan proliferando, lo cual muy probablemente dé origen a las células
aneuploides de la tumorigénesis (Ravid et al., 2006). Otros estudios han
identificado alteraciones en el numero de centrosomas asociados a la
presencia de tetraploidias lo que puede dar lugar a inestabilidad genética y

como consecuencia las aneuploidias (Meraldi et al., 2002).

Métodos para la deteccion de aberraciones cromosomicas
En la actualidad el término citogenética molecular describe el analisis de

las alteraciones genéticas utilizando principalmente la tecnologia basada en la
hibridacion in situ. La hibridacion in situ fluorescente o FISH por sus siglas en
inglés (Fluorescence in situ hybridization) se desarroll6 a fines de 1980 con el
empleo de técnicas radioactivas para el mapeo de genes humanos.(Schrock et
al., 1996) En poco tiempo esta tecnologia se us6 para la caracterizacion de
rearreglos cromosOmicos, cromosomas marcadores, deteccion de
microdeleciones y para diagndstico prenatal de aneuploidias comunes en los
laboratorios de citogenética clinica. Al mismo tiempo numerosas sondas de
ADN eran puestas al mercado promoviendo asi la aplicacion de la citogenética
molecular en los estudios de genotoxicidad para detectar aberraciones
cromosomicas inducidas tanto in vitro como in vivo por distintos agentes (Y.S.
Fan, 2002).

Ahora se cuenta con nuevas técnicas desarrolladas a partir de FISH
entre las que estan: FISH de fibras; hibridacion gendmica comparada (CGH);



FISH multicolor (M-FISH); bandeo de color; cariotipo de espectro (SKY) y FISH
interfasico entre otras (Y.S. Fan, 2002).

La FISH permite la deteccidbn de secuencias de &cidos nucleicos en
células metafésicas, células interfasicas y tejidos con morfologia preservada.
La deteccion precisa de cambios estructurales y numeéricos del cromosoma
completo o regiones especificas es un importante factor predictivo y
diagnostico en enfermedades humanas. También se ha empleado en el andlisis
de células tumorales puesto que generalmente contienen aberraciones
cromosomicas (Halling et al., 2007).

La utilizacion de FISH en el analisis citogenético molecular ha ganado
aceptacién por su facilidad de uso, no es necesaria la induccion de una division
celular y la rapidez que proporciona permite que miles de células puedan ser
evaluadas en un periodo corto de tiempo, incrementando asi el tamafio de
muestra y el valor estadistico (Eastmond et al., 1995)

Otra técnica muy empleada para evaluar el nivel de ploidia de las células
es la citometria de flujo. Este método se ha establecido como un ensayo clinico
en oncologia y es usado ampliamente para la investigacion dentro del area de
la biologia celular y molecular. En la actualidad existe una variedad de técnicas
para medir el contenido de DNA de acuerdo al modo de la permeabilizacion
celular y el tipo de fluorocromo empleado. La principal ventaja del uso de esta
técnica es la capacidad de analizar miles de células en pocos minutos, para lo
cual es necesario contar con suficiente cantidad celular. La medicion del
contenido de DNA vy la actividad proliferativa se ha utilizado con valor predictivo
de distintos tipos de tumores. Para algunos tipos de malignidades el evaluar el
estado de ploidia resulta ser un indicador mas sensible del ambiente bioldgico
en comparacion con el analisis citolégico o histopatologico. El andlisis de
citometria de flujo se ha realizado en tumores ginecoldgicos incluyendo ovario,
endometrio y carcinoma cervical. Sin embargo los resultados obtenidos son
controversiales, pues aunque en algunos estudios se evidencia la utilidad de
esta técnica para la medicion del contenido de DNA, en otros como los
realizados en adenocarcinoma de cérvix concluyen que esta técnica no sirve
como indicador diagndstico para determinar el riesgo de esta enfermedad, ya

que la resolucion en un andlisis de contenido de DNA no es tan sensible como



para revelar cambios a nivel de un solo cromosoma (Melamed et al., 1990;
Magtibay et al., 1999).

Epidemiologia del cancer cervicouterino
El impacto del CaCU en el mundo es importante, siendo la segunda

causa de muerte en la mujer constituye un problema importante de salud
publica. Las estadisticas reportadas para el 2002 muestran una incidencia de
500 000 nuevos casos de CaCU y 275 000 muertes a consecuencia de este
mal, a nivel mundial (Parkin et al., 2005). Alrededor del 80% de los casos se
presentan en paises en vias de desarrollo, donde son detectados en estadios
muy avanzados debido a la falta o ineficacia, de programas de deteccién
oportuna (Alonso de Ruiz, 2000). Para este mismo afio, en Meéxico se
presentaron cerca de 12 000 nuevos casos de CaCU, y el 46%, es decir, 5700
terminaron en muerte. El cancer cervicouterino junto con el de mama son las
dos primeras causas de muerte por cancer en las mujeres mexicanas. Se
estima que la edad que tienen las mujeres que padecen este mal oscila entre
40 y 50 afios. Pero en los ultimos afios se ha vuelto mas comdn entre mujeres

mas jovenes (Ferlay et al., 2002).

Historia natural del cancer cervicouterino
La historia natural del CaCU se ha estudiado ampliamente y se sabe que

presenta una evolucion larga, que inicia con los cambios en el epitelio cervical
(displasias) que de manera gradual a través de muchos afos va aumentando y
se transforma de lesiones premalignas en un cancer invasor. Se ha visto que
estos cambios estan relacionados con la infeccién del VPH. Se sabe que mas
del 70% de las mujeres sexualmente activas adquieren una infeccion por este
virus. Es muy importante resaltar que la mayoria son transitorias y solo 25%
desarrolla en una lesion intraepitelial de bajo grado (LIBG). Después solo el 20
al 40% de estas, progresan a lesion intraepitelial de alto grado (LIAG). De las
mujeres que en algun momento se infectan con VPH, solo alrededor del 5%
desarrollaran una LIAG; mientras que cerca del 90% de las mujeres infectadas
no mostraran evidencia del VPH adquirido de 1 a 3 afios. (Shiffman et al., 1995,
2007; Mufoz et al., 2006).



Cancer cervicouterino y alteraciones cromosomicas
Estudios citogenéticos de tumores primarios cervicales han mostrado

cambios estructurales que involucran los cromosoma 1, 4, 5, 11 y 17.
(Sreekantaiah, 1987; Atkin, 1990 en Srivatsan et al., 2002). Mediante estudios
de CGH (por sus siglas en inglés: Comparative Genomic Hybridization) de
tumores cervicales se identificd la ganancia del cromosoma 3q como un evento
recurrente en tumores invasivos y ademas la pérdida de los fragmentos 2q, 3p,
6qg, 8p, 11q y 13qg en la progresion de tumores invasivos a estadios mas
avanzados (Heselmeyer, 1996 y Allen, 2000 en Srivatsan, 2002). También se
han revelado alteraciones numéricas comunes de los cromosomas 1, 3, 11y 17
(Southern & Herrington, 1997). De igual manera los cromosomas 3, 8, 17y X
en distintos tipos de lesiones precursoras de cancer (Mark et al., 1999 y Mian
et al., 1999).

Virus de Papiloma Humano

El virus de Papiloma Humano (VPH) pertenece a la familia
Papillomaviridae, un grupo muy diverso de virus que se encuentran en mas de
20 especies de mamiferos, reptiles y aves. Debido a su importancia médica se
han realizado extensos estudios que han identificado mas de 100 genotipos
distintos. (Doorbar, 2005).

VPH de alto y bajo riesgo
Los tipos de VPH que se encuentran de manera frecuente en cancer

cervicouterino, asi como otros tipos de cancer anogenitales, han sido
designados como tipos de alto riesgo. Mientras que los virus encontrados en
verrugas genitales y lesiones no malignas fueron identificados como de bajo
riesgo (Mufioz et al., 2006). Se ha demostrado que solo las oncoproteinas E6 y
E7 de los tipos de alto riesgo fueron capaces de inmortalizar células humanas
en cultivo e intervenir en el funcionamiento normal del ciclo celular (zur Hausen,
2002).



Riesgo

o Tipo de VPH
oncogénico

Bajo riesgo 6, 11,13,40,42,43,44,54,61,70,72,81,89

Alto riesgo 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59

Tabla 1. Clasificacion epidemioldgica de los tipos de VPH

Los tipos de alto riesgo, en particular el VPH 16, esta ampliamente
distribuido en la poblacion humana. La infeccién es transmitida por contacto
sexual que con el tiempo puede llegar a transformarse en una lesién en las
mujeres. La mayoria de estas lesiones son resueltas en poco tiempo, debido a
la respuesta inmunologica del hospedero. Y solo una pequefia proporcion
persiste, progresando a una lesion conocida como de alto grado, que si ho es
tratada clinicamente puede desarrollar en cancer de cérvix (zur Hausen, 2002;
Schiffman, 2003).

L2

L1

RLC

Fig.2 Representacion esquematica del genoma de VPH, mostrando el arreglo de los
genes de expresion temprana (Early:E), los genes de expresién tardia (Late:L) y la Regién
Larga de Control (RLC). (Tomado de Mufioz et al., 2006).

Genoma del VPH

El genoma del VPH consiste en una molécula de DNA circular de doble
cadena, aproximadamente de 8 Kb. Se divide en tres regiones: la region larga
de control o LCR (Long Control Region) que no contiene marco de lectura, pero

tiene numerosos elementos que regulan la expresion génica y la replicaciéon



viral, la region que corresponde a las proteinas de expresion temprana (E1 a
E7) y la region que corresponde a las proteinas de expresion tardia (L1 y L2).
(zur Hausen,1996).

La proteina E6 tiene un potencial oncogénico débil en algunas lineas
celulares y coopera con E7 para plena capacidad transformante e
inmortalizante. E6 es una de las que se expresan muy tempranamente durante
la infeccion por VPH (Mantovani et al., 2001). Esto le confiere varias funciones
que alteran el ambiente celular, como el bloqueo de la apoptosis mediante la
degradacion de p53, la alteracion de la transcripcion de genes celulares e
incremento de la vida celular por la sobreactivacion de la telomerasa (Snijders
et al., 2006). La accion clave de E6 de los VPH de alto riesgo es inhibir la
funcion de p53, una proteina supresora de tumores, mediante su degradacion
por la via de ubiquitinizacion (Hengstermann, et al., 2001) Para ello E6 requiere
a la proteina celular asociada a E6 (E6-AP). Esta proteina reemplaza a Mdm?2,
que en células normales no infectadas es quien degrada a p53. Este cambio
reduce dramaticamente la vida media de p53 y el nivel de proteina en las
células de CaCU a menos de la mitad del nivel presente en las células
normales. La mayoria de las proteinas E6 de los VPH de bajo riesgo no se
unen a p53 o lo hacen tan débilmente que no lo degradan (Hengstenmann et
al., 2001).

E6 también puede retener a p53 en el citoplasma bloqueando su
translocacion al nucleo y de esta manera se inhibe su funcion independiente de
su degradacion (Mantovani, 1999). En consecuencia E6 inhibe la capacidad de
p53 para activar o reprimir la actividad de genes blanco. E6 puede superar la
apoptosis dependiente e independientemente de p53, ya que se ha visto que
interactla con Bak, una proteina proapoptotica que se expresa en altos niveles
en las capas superiores del epitelio en diferenciacion (Krajewski et al, 1996). El
decremento de p53, que se daria por la proliferacion inducida por el VPH, asi
como la consecuente induccidon de apoptosis, probablemente mataria a la
célula infectada por el VPH antes de que la replicacion ocurriera. Por tanto la
modulacién de los niveles de P53 por parte de E6 es importante para la

infeccion productiva (Saavedra & Lizano, 2006).



La proteina E7 tiene la mayor capacidad transformante y actia mediante
la unién a proteinas celulares supresoras de tumores de la familia pRB, que a
su vez interactta con familias de factores de transcripcion de la familia E2F. La
familia de pRB controla la replicacién celular (Boyer, et al., 1996). La unién de
E7 a la forma activa de pRB lleva a la liberacion de los factores de transcripcion
E2F independientemente de la presencia de otros factores de crecimiento, esto
promueve el progreso de la fase S del ciclo celular. También se asocia con
otras proteinas tales como desacetilasas de histonas, AP1 e inhibidores de los
complejos CDK, como p21y p27 (Ueno, et al., 2006).

E5 es una proteina de membrana que se halla en reticulo endoplasmico
y aparato de Golgi, asi como en la membrana citoplasmatica (Burkhart, et al.,
1989; Sparkowski, et al., 1995). Tiene como funcién principal, formar complejos
y promover la actividad de los receptores de los factores de crecimiento
(Hwang, et al, 1995). Existen reportes donde se ha probado que participa en la
acidificacion de los endosomas, regulando asi el reconocimiento inmune de los
gueratinocitos infectados, interrumpiendo la funcion de las proteinas MCH clase
Il (Benye,et al., 2003).

Por otro lado, E1 es una helicasa hexamérica que funciona con ATP,
participa en la replicacion del DNA viral. La union de E1 a la Region Larga de
Control (RLC) depende de su asociacion con la proteina viral E2, la cual
aumenta la especificidad de E1 por su secuencia y también su capacidad para
desenrollar la doble hélice (Wilson et al., 2002). E2 esta organizada en tres
diferentes dominios y tiene como funcién regular la transcripcion y la replicacion
del DNA viral. También tiene una funcion antiproliferativa, puede reprimir el
crecimiento e inducir apoptosis, en parte mediante la represion de la
transcripcion de E6 y E7 (Hedge, 2002). E4 esta contenida dentro del marco de
lectura de E2 y causa un colapso de las queratinas de los filamentos
intermedios del citoplasma, lo cual se ha relacionado con la liberacion de los
viriones. Ademas puede expresarse junto con E1 y E2 durante la infeccion, el
hecho de que E2 y E4 puedan inhibir el ciclo celular, sugiere que cooperan
durante el ciclo viral (Deborah et al., 2002).

Recientemente se ha descrito una proteina que es resultado de la fusion
de la proteina E2 con el producto del gen de E8. Esta nueva proteina tiene la

capacidad de reprimir la replicacion viral, asi como la transcripcion, por lo que



se cree gue es importante para el mantenimiento del estado latente observado

en las células basales del epitelio infectado (Stubenrauch & Zobel, 2001).

Ciclo viral en epitelios
El VPH infecta al epitelio en sus capas basales cuando penetra a través

de una microlesion que ya existe en el tejido del cérvix. Se sabe que para los
VPH de alto riesgo como lo es el tipo 16, la generacidén de lesiones cervicales
se facilita por que infectan células columnares, las cuales después formaran la
capa basal del epitelio estratificado de la zona de transformacion. Aun no se ha
logrado identificar si existe algun receptor que facilite la entrada del virus, sin
embargo, existen estudios que proponen al complejo a6-B4 integrina como
posible candidato. (Evander et al., 1997), también se sabe que la presencia de
los proteoglicanos de sulfato de heparina que se encuentran en la membrana
plasmatica, desempefian un rol importante en la entrada del virus (Giroglou et
al, 2001)

Por endocitosis de vesiculas de clatrina se lleva a cabo la internalizacion
del virus (Day, et al., 2003) y el desensamble del virion puede ser a través del
rompimiento de los enlaces disulfuro de la c4pside, debido al ambiente reductor
de la célula, lo que permitiria la liberacion del DNA y su transporte al nucleo (Li,
et al,1998). En las células basales mantienen su genoma en un numero muy
bajo de copias con la expresion de las proteinas E1 y E2 (Wilson, et al., 2002)
esto facilita la segregacién de los genomas durante la division celular. La
infeccion inicial es seguida por una fase proliferativa que conduce al aumento
del nimero de células basales que contienen el genoma viral, lo que requiere la
expresion de las proteinas E6 y E7 que estimulan el progreso del ciclo celular
de G1 a S. Dicha expresion, bajo el control del promotor temprano en la RLC,
evita que la células basales interrumpan el ciclo celular una vez que migran al
estrato suprabasal del epitelio, por lo que retardan la diferenciacion y
promueven la proliferacibn mediante su interaccion con proteinas celulares que

regulan el ciclo celular (Sherman, et al, 1997).
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Fig.3 Ciclo de infeccion del VPH en el epitelio escamoso del cérvix uterino. (Tomado de
Woodman et al., 2007).

Para que se produzcan mas virus, el VPH debe amplificar su genoma y
empaquetarlo. Esto sucede en las capas superficiales del epitelio, en donde la
actividad transcripcional del promotor aumenta con la diferenciacion. El
ensamble ocurre en el estrato granuloso del epitelio y las células infectadas se
descaman de la capa superior de este. El virus es estable fuera de la célula,
pues resiste la desecacion y puede ser transmitido. Aunque las células
infectadas pueden permanecen en el ambiente antes de que el virus sea
transmitido a otro epitelio (Fig.3). EI VPH no tiene un ciclo litico y se ha
sugerido que la proteina E4 contribuye a la salida del virus a través de las
capas superficiales mediante el rompimiento de complejos de queratina
(Doorbar, 2005).

Inestabilidad Cromosémica y VPH
La inestabilidad cromosémica a través de la pérdida o ganancia de

cromosomas enteros o fragmentos es un evento muy comun en lineas
celulares inmortalizadas (Solinas-Toldo, et al 1997). Las lesiones clinicas son
aneuploides aun en estadios iniciales o no invasivos (Bulten, et al, 1998;
Steinbeck, 1997). El desarrollo de la aneuploidia esta relacionado claramente a

la presencia de VPH de alto riesgo y a su ausencia en lesiones causadas por



VPH de bajo riesgo (Fu et al, 1981). Hay reportes que indican que lesiones
cervicales aneuploides asociadas al VPH estan precedidas por un estadio
intermediario tetraploide inestable (Southern, et al, 1997). Las lesiones
intraepiteliales aneuploides presentan un mayor riesgo para desarrollar en
cancer, lo que demuestra la importancia de la inestabilidad cromosomica en el
cancer cervicouterino (Kashyap & Das, 1998). Existe evidencia que sugiere que
las oncoproteinas E6 y E7 de los VPH de alto riesgo contribuyen directamente
al desarrollo de inestabilidad gendmica, sin embargo los mecanismos se siguen
estudiando (Duensing & Minger, 2002). No obstante, se sabe que E6 y E7
interactdan con los reguladores criticos del ciclo celular de las células huésped.
E7 se une y degrada a pRB (Boyer et al, 1996) inactivando asi a p21(Jones, et
al.,1997) y p27(Zerfass-Thome, et al., 1996), como consecuencia el factor de
transcripcion E2F se activa y promueve la expresion de genes necesarios para
la entrada y progreso de la fase S. La ciclina E (Martin, et al., 1998) y ciclina A
(Schulze et al., 1998), asi como cdc25 (Katich, et al., 2001), los cuales regulan
positivamente a cdk2, son expresados, anormalmente, en células que
presentan E7 de VPH de alto riesgo (Zerfass, et al, 1995). E6 tiene un papel
cooperativo, interactuando con p53 e induciendo su degradacion via
proteosoma. La funcién de EG6 involucra su interaccién con una ubiquitina ligasa
de la célula huésped E6-AP (Scheffner et al., 1993). De tal manera que los
niveles de p53 son extremadamente bajos. Cabe mencionar que p53 tiene un
papel crucial en garantizar la integridad del genoma, ya que funciona como
checkpoint durante el ciclo celular, deteniéndolo cuando la célula presenta
anormalidades como un contenido tetraploide de DNA (Tomasino, et al., 2003;).
A la falta de p53 se le atribuye la acumulacién de dafios en la célula como
centrosomas multiples (Duensing & Munger, 2002). Otro estudio ha reportado
que falta de p53 regula la expresion de Plk1, una proteina cinasa que participa
de manera importante en la modulacion de la mitosis, de tal manera que altos
niveles de PIk1 inducen la formacion de tetraploidia en células que expresan
E6/E7 de VPH de alto riesgo (Incassati, et al., 2006)(Fig4).
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Fig.4 Mecanismos de inestabilidad cromosémica inducidos por la infeccién de VPH.
(Modificado de Duensing & Munger, 2002).

Clasificacion de los VPH
El gen L1 es la regibn gendmica mas conservada, por lo que ha sido

empleada para identificar nuevos tipos de virus. Se reconoce a un nuevo tipo
viral si la secuencia de nucleétidos del gen L1 es diferente por mas del 10%
que de la del tipo viral mas cercano conocido. Las diferencias del 2 al 10%
definen un subtipo viral, mientras que las menores al 2% a una variante
(Favre., et al, 1975; de Villiers, et al., 2004).

Otros factores de riesgo
Una observaciéon importante es que la mayoria de las mujeres infectadas

con VPH no evolucionan a cancer, lo cual sugiere que existen otros factores
que influyen en el desarrollo. Los agentes etiolégicos asociados al riesgo de
desarrollar cancer son el nimero de parejas sexuales, el tabaquismo, el uso de
anticonceptivos orales, asi como la infeccion con VIH. Las evidencias con
respecto al tabaquismo surgieron a finales de los 70 y estudios posteriores han
apoyado esta idea, identificando este habito como factor de riesgo. Existen



reportes donde se han identificado componentes del humo del cigarro en la
mucosa del cérvix y se ha visto que estos pueden incrementar el nimero de
aductos de DNA de fumadores y no fumadores. Aun no se tiene claro el
mecanismo por el cual el humo del cigarro influye en la carcinogénesis cervical
(Melikian, 1999 y Simons, 1995). Por otro lado, datos epidemioldgicos indican
que el uso de anticonceptivos orales incrementa el riesgo a desarrollar cancer
cervicouterino. EI mecanismo propuesto esta asociado a la infeccién de VPH.
La region reguladora de la transcripcion del VPH contiene elementos de
respuesta a glucocorticoides los cuales son activados por las hormonas
esteroideas de los anticonceptivos. Se ha identificado que la union de la
progesterona a estos elementos aumenta la cantidad de las oncoproteinas E6 y
E7 directamente relacionadas con la transformacion (Mufioz et al., 2006).

Sistemas de clasificacion citologica
La clasificacion citopatoldgica de las lesiones precursoras ha resultado

un tanto compleja, por lo que se han propuesto distintas clasificaciones aunque
ninguna es universalmente aceptada. Las distintas clasificaciones llegan a
tomar significado dependiendo de quién las emplee, asi llega a ser distinta

para un clinico, un citélogo, histopatdlogo, colposcopista o un oncélogo.
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Fig. 5. Diferentes sistemas de clasificacion citolégica, tomado de Schiffman et al., 2007)



Clasificacion de Papanicolaou
Esta clasificacion exitosamente disefiada por el Doctor G.N.

Papanicolaou y Traut en 1941, originalmente abarca cinco clases que ubican
los cambios morfolégicos celulares para detectar el cancer.
Las cinco clases se enuncian en nimeros romanos y correspondian a:
l. Hallazgos celulares esencialmente normales
Il. Cambios celulares diversos, compatibles con alteraciones
tipo inflamatorio
[l Cambios celulares inciertos, algunos correspondientes a
alteraciones inflamatorias y cambios regenerativos sin
incluir células con céancer.
IV.  Células con cambios iniciales de cancer como cancer in
situ.

V. Células con cambios indudables de cancer.

Desafortunadamente este sistema de clasificacion ha sido abusado y
malinterpretado y la clasificacién original se ha modificado de acuerdo al criterio
de cada patologo (Alonso de Ruiz et al., 2000).

Clasificacion descriptiva
Los términos de medio, moderado y displasia severa utilizados en la

clasificacion histolégica, dieron la falsa impresion de que la lesién cervical
necesariamente tenia que pasar sucesivamente por todos los estadios de
severidad antes de invadir el estroma (Naylor, 1988). Por otra parte los
patdlogos no llegaban a un acuerdo para diferenciar entre los estadios.
Ademas con el tiempo y el conocimiento del progreso de las lesiones
precursoras de céncer, surgido la necesidad de contar con otro tipo de
nomenclaturas que tuvieran un mayor grado de reproducibilidad entre los
observadores. Debido a esto surgieron otras clasificaciones mas populares
para los clinicos: el sistema NIC y el Bethesda, basados en datos morfolégicos
de la histopatologia, los cuales fueron reconocido por la OMS (Zuher, 1996).



Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC)
En este sistema las lesiones presentan distintos estadios. Comprende

tres etapas (I al Ill) dependiendo del grado de anormalidad celular: NIC |
equivalente a displasia media; NIC Il displasia moderada; NIC Il displasia
severa y/o céncer in situ. Con esta clasificacion se eliminé el problema de
diferenciar una displasia severa inicial de un carcinoma in situ, ya que ambos
son tratados clinicamente de la misma manera (Alonso de Ruiz, et al., 1981).
Sin embargo el problema de este sistema esta en que continda la dificultad
para diferenciar entre los tres estadios y de nuevo como en la clasificacién del
Papanicolaou se cae en la indecision. Con el tiempo se logré observar que esta
clasificacion carece de valor predictivo y las lesiones producidas por la
infeccion de virus de papiloma humano no eran tan acertadas con el uso de
este sistema, por lo que se propuso otro sistema que incluyera no solo los
cambios producidos por el virus de papiloma humano sino también que
identificara los cambios morfologicos que se presentan durante la evolucion de

la lesién y de manera fundamental la evaluacion de la muestra (Zuher, 1996).

Sistema Bethesda
El sistema Bethesda incluye dos categorias generales, con el propdsito

de que el diagnostico sea mas objetivo. Evalia y diagnostica un estudio
citolégico ginecoldgico. Tiene sus origenes en el Instituto Nacional del Cancer
de Bethesda, Maryland, en 1998 y se han ido perfeccionando los criterios para
identificar las lesiones y emitir un diagndstico reproducible en todos niveles. La
clasificacion del sistema Bethesda 2001 contiene los siguientes niveles:

1. Negativo para lesién intraepitelial o malignidad, esta
categoria se utiliza cuando no hay evidencia de neoplasia, sin importar
la infeccion por microorganismos y cambios reactivos como los que se
asocian con inflamacion, atrofia, DIU y otros.

2. Anomalias en células epiteliales

i. en células escamosas
» Células escamosas atipicas (ASC)
¢ de significado indeterminado(ASC-US)
¢ no puede excluirse una HGSIL(ASC-H)



» Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LIBG):
incluye la infeccién productiva de VPH vy la
displasia leve.

» Lesion intraepitelial escamosa de alto grado (LIAG):
comprende la displasia moderada y severa, NIC 1l 'Y
lll., caracteristicas sugestivas de invasion vy
carcinoma epidermoide.

ii. en células glandulares
= células glandulares atipicas
= células atipicas sugestivas de neoplasia
= adenocarcinoma endocervical in situ
= adenocarcinoma
(Solomon, et al., 2002)

Otras neoplasias malignas que se deben especificar.
Células escamosas de significado indeterminado ASC-US son las siglas

de Atipycal Squamous Cell of Undeterminted Significance. El término fue
introducido para categorizar diagnosticos por exclusion. Son cambios que
pueden deberse a procesos benignos pero intensos o bien a algin proceso
maligno, por lo tanto como no pueden ser clasificados con plena certeza, son
interpretados como de significado incierto o indeterminado (Solomon, et al.,
1998). Esta categoria no es reproducible y algunos autores piensan que es
mMAas bien una invencion norteamericana como parte de una practica citologica
defensiva para evitar, en la medida de lo posible tener falsos negativos que
pueden llevar a acciones legales. Sin embargo se ha comprobado que 10-20 %
de los AS-CUS son en realidad lesiones intraepiteliales, incluso de alto grado,
que no se han logrado evidenciar en el extendido citolégico. Esto se ha
contemplado ya en la reunion de Bethesda 2001, en la que el término ASC-US
se define como una alteracion citolégica sugestiva de una lesion intraepitelial
pero cualitativa y cuantitativamente insuficientes para una interpretacion
definitiva. Es decir, se reserva el término para aquellos diagnosticos en los que

exista sospecha de una lesién intraepitelial (Lacruz, 2003).



Cambios inflamatorios
Las infecciones, asi como la accién de algunos agentes fisicos como la

cauterizacion, criocirugia, radiaciones, toma de biopsias, colocacion de
dispositivos intrauterinos provocan una respuesta local en los tejidos
vascularizados del cuello uterino, que es la inflamacion (Hanselmann &
Oberringer, 2001.

Estos cambios inflamatorios se presentan como un aumento del estroma
vascularizado, con apariencia de numerosos vasos capilares, gran exudaciéon
de liquidos, asi como la aparicion de células inflamatorias (neutrdfilos,
macrofagos, linfocitos, eosinofilos y células plasmaticas). Estos cambios
pueden ser leves o intensos dependiendo del tipo de agregacion causal,
fundamentalmente cuando se presentan a consecuencia de una infeccién
bacteriana y de la virulencia del microorganismo. Desde el punto de vista
citogenético, existen trabajos que demuestran un incremento significativo en la
frecuencia de células poliploides y aneuploides en tejidos con procesos
inflamatorios como bronquios (Lothschiitz et al., 2002) e higado (Toyoda et al.,
2005).

Asimismo durante la inflamacién se observan procesos de regeneracion
tisular. Este proceso es variado y dependera de la fase en la que se encuentre
el fendmeno de regeneracion. Asi pueden aparecer todas las facetas del ciclo
celular. Tenjin y cols. (en Alonso et al, 2000) asi como Oberringer et al. (1999)
encontraron que los ndcleos con cambios regenerativos pueden tener ADN
diploide, triploide y tetraploide, pero casi nunca aneuploide (Alonso et al.,
2000;).

Diagnostico y tratamiento del CaCu
La deteccion temprana y el tratamiento adecuado del VPH y las lesiones

premalignas previenen la progresion a cancer. Los principales métodos de
diagnéstico han sido los métodos citolégicos como el Papanicolaou, la
histopatologia y la colposcopia. Esta Gltima es una inspeccion basada en la
magnificacion de la zona de transformacion del cérvix en donde suelen
presentarse anormalidades. Actualmente se estdn implementando métodos
moleculares para la detecciéon del VPH. Las pacientes con resultados de

Papanicolaou anormal, pero que no tienen una lesion premaligna son



evaluadas mediante un examen colposcopico, asi como por toma de biopsia. Si
la colposcopia es considerada inadecuada, se recomienda la realizacion de un
cono cervical (Saavedra & Lizano, 2006).

La conizacion cervical es el tratamiento de eleccion para las lesiones
premalignas no invasivas. Se puede llevar a cabo por distintos métodos, como
la remocion mediante asa electro quirargica, laser o criocirugia. La eleccion del
método depende del tamafio de la lesion, el tamafio de la zona de
transformacion y la extension de la lesion. EIl cancer micro-invasivo o en
etapas muy tempranas, en general tienen muchas opciones de tratamiento y se
curan de manera sencilla (Aziz & Wu, 2002).Sin embargo existe el riesgo,
aunque muy bajo, de que la lesion no se remueva por completo, asi como de
que la carga viral de los tipos de alto riesgo que permanecen infectando el

epitelio promuevan un cambio transformante en el tejido.

Reparacion de tejidos y expresion de PPARS
El proceso de reparacién de un tejido tiene lugar en todos los 6rganos

del cuerpo humano. Se han descrito cuatro fases durante el mismo:
hemostasis, inflamacién, proliferacion y remodelacién. Diferentes métodos
bioquimicos y biologicos han sido empleados para describir la constitucion de
las células y su regulacién por factores de crecimiento y moléculas de adhesién
en heridas que estan en el proceso de sanacion. Un rasgo caracteristico de
este tipo de heridas, es su habilidad para generar nuevos grupos de células
como resultado de la elevada tasa proliferativa. Estudios citogenéticos han
revelado que estos lotes de células presentan un estado tetraploide, a
diferencia de las heridas cronicas. Lo cual sugiere que las células tetraploides
pueden contribuir para una mejor reparacion del tejido. Hasta ahora las células
tetraploides han sido descritas en el higado de raton y humano, en el miocardio
y la placenta cuando estan en proceso de reparacion (Oberringer et al., 1999).
En pacientes con hepatitis aguda y cirrosis hepatica, ambos ejemplos de
inflamacion, muestran una cantidad significativamente alta de células
tetraploides en las regiones adyacentes a las zonas de inflamacion (Ermis et
al., 1998; Toyoda et al., 2005).

Los PPAR por sus siglas en inglés (Peroxisome Proliferator Activated

Receptor) son factores de transcripcion que pertenecen a una familia de



receptores nucleares de hormonas. Son los principales sensores de acidos
grasos Yy sus derivados. Existen tres subtipos (a, B o también conocido como &
y V). La distribucion de cada receptor es diferente, lo que sugiere que cada uno
tiene una funcién distinta. PPARa es expresado en una variedad de tejidos
pero especialmente en riidbn y en higado en este ultimo tiene un papel
importante en la regulacion de la degradacion de acidos grasos y xenobioticos.
La expresion de PPARy es mas restringida que a, pero se encuentra altamente
inducido durante la diferenciacién de adipocitos.

En contraste, la expresion de PPAR se presenta en muchos tipos de
tejidos. La expresion de esta proteina se localiza en el nucleo, el citoplasma,
asi como en la membrana de células de colon, intestino delgado, queratinocitos
e higado (Burdick, et al., 2006; Ahmed, et al., 2008; Girrior, et al., 2008)
Diversos estudios demuestran que también regula el metabolismo de lipidos, la
proliferacion celular y la respuesta inflamatoria (Moraes et al, 2006). Otro
estudio describe que el RNAmMm de PPAR[ es altamente inducido durante la
diferenciacion del epitelio escamoso epidermal y traqueobronquial (Matsuura et
al., 1999).

La expresion y actividad de PPARP es fuertemente inducida por
estimulos inflamatorios durante el dafio epidermal. TNFa, una citocina
proinflamatoria induce la transcripcion del gen de PPAR. La expresion de
PPARB es crucial para una eficiente regeneracion del tejido, el rol
antiapoptotico de este receptor garantiza un buen numero de queratinocitos
viables para la re-epitelizaciéon de la herida. Se sabe que PPARB modula la
activacion de Aktl a través de la regulacion de ILK y PDK1, el resultado de la
actividad incrementada de Aktl es una elevada tasa de sobreviviencia de los
keratinocitos, o que puede contribuir a la regeneracion del tejido. Esto, ademas
hace de PPARB un blanco para farmacos que tienen como fin ayudar a la
curacion de heridas y reparacion de tejidos (Di-Poi et al., 2002 y Tan et al.,
2004; Michalik et al., 2007).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CaCU es un problema de salud publica que afecta de manera importante a
nuestro pais, ya que esta entre las primeras causas de mortalidad por cancer
en la poblacion femenina. Existe suficiente evidencia epidemiologica y
molecular que permite concluir que el Virus de Papiloma Humano (VPH), en
especial los tipos de alto riesgo como el VPH 16 y 18, son el agente etiolégico
para este tipo de cancer (Duensing & Munger, 2002). La progresion
carcinogénica de lesiones asociadas a VPH de alto riesgo presenta un periodo
de latencia muy largo, sugiriendo que cambios adicionales celulares pueden
ser necesarios para la progresion del cancer. Entre ellos, la inestabilidad
gendmica, frecuentemente asociada a la infeccion por VPH (Lengauer et al,
1998). El conocimiento de estos cambios genéticos, asi como del del tipo de
VPH presente en la infeccidn, podrian mejorar los métodos de diagnostico y el
desarrollo de estrategias terapéuticas méas efectivas (Mullokandov et al., 1996).
Estudios citogenéticos de tumores primarios cervicales han revelado
alteraciones numericas comunes de los cromosomas 3 y 17 en distintos tipos
de lesiones precursoras de cancer (Southern & Herrington, 1997; Mian et al,
1999 y Heselmeyer et al., 1996). Recientemente se demostr6é que la proporcién
de células tetraploides y aneuploides en CaCU aumenta con el grado de
severidad de la lesion y también se detectd una proporcion significativa de
este tipo de células en muestras con diagnéstico de inflamacion y ASCUS
(Olaharski & Eastmond, 2004; Olaharski et al, 2006).

En este trabajo se pretende determinar si la presencia de alteraciones
cromosomicas numeéricas (tetraploidias/aneuploidias) en muestras con
diagnéstico de inflamacién se asocia a la infeccibn de VPH o a procesos de

reparacion tisular.



HIPOTESIS

Las pacientes con el diagnéstico de inflamacion y que ademas estan infectadas
con VPH de alto riesgo presentardn mayor numero de células
cromosomicamente desbalanceadas en comparacion con las que presentan

infeccién con VPH de bajo riesgo o no presentan infeccion.

OBJETIVOS

Objetivo General
Investigar si la presencia de células cromosOmicamente desbalanceadas en
pacientes con diagnostico de inflamacion se asocia a la infeccion de VPH o a

procesos de reparacion tisular.

Objetivos particulares
e Determinar la frecuencia de células poliploides y aneuploides mediante
FISH en muestras de exfoliacion cervicouterina con diagndéstico
inflamatorio.
e Determinar la presencia y tipo de VPH.
e Analizar si existe una asociacion entre ambos factores.
e Determinar la expresion de PPARB como indicador de regeneracion o

reparacion tisular.



MATERIAL Y METODOS

Poblacién estudiada
Se estudiaron células exfoliadas cervicouterinas de 100 pacientes que

acudian al Servicio de Colposcopia del Instituto Nacional de Cancerologia
(INCan) de la Ciudad de México con diagndsticos de Inflamacion. A cada una
de las pacientes se les explico el alcance del estudio solicitandoles su
autorizacion por escrito y se les interrogd para obtener datos relevantes como:
edad, condiciones socioeconOmicas, dieta, habitos de tabaquismo,
alcoholismo, antecedentes familiares, nimero de parejas sexuales y exposicion
a factores confusores como tabaquismo y el uso de anticonceptivos orales.
Durante su consulta se les tomd una muestra de células exfoliadas de epitelio
cervicouterino con un cepillo citolégico haciendo un barrido de 360°, para
realizar la prueba de Papanicolaou. El tejido restante en el cepillo citolégico se
repartio en distintas alicuotas para realizar la prueba de FISH, tipificacion de
VPH y andlisis de contenido de DNA en el laboratorio.

Se utilizaron los siguientes criterios:

Criterios de inclusion:

)] Pacientes con diagndstico de inflamacion.

Criterios de exclusion:

)] pacientes sometidos a terapia anti-cancerigena.
i) gue presenten otro tipo de virus como Epstein-Barr, VIH y/o
hepatitis.

i) con presencia de otro tipo de tumores.

iv) gue presenten LIBG, LIAG y Cancer Cervicouterino.

Por otra parte, dado que la frecuencia de Papanicolaous normales es
muy baja en el INCan y para obtener un grupo de células control, se tomaron
muestras de epitelio bucal de individuos sin habitos de tabaquismo.



Cabe mencionar que dentro de nuestra poblacion muestreada, se
encontraron 44 casos que habian sido tratadas con una conizacién cervical,
debido a la presencia de una lesion de alto grado en un periodo de 2000- 2005.
Es importante resaltar que en el momento que se tomo la muestra para este

estudio no hubo evidencia de ningun tipo de lesion.

Procesamiento de las muestras
Las muestras se procesaron agitando el tubo para separar las células

del cepillo citologico y se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 min. El pellet
obtenido se separd en alicuotas distintas, una para tipificar VPH, a la cual se le
agregé 500 ul de buffer de lisis y Proteinasa K (20mg/ml). Para las otras
alicuotas se realiz6 un lavado con una solucién de N-acetilcisteina como
agente mucolitico al 10% en PBS, para centrifugar nuevamente a 1200 rpm
durante 10 min. Por dltimo se fijaron con una solucién a 4°C de metanol- acido
acético (3:1), para FISH y con una solucién a 4°C de etanol al 70% para
andlisis de proteinas.

Preparacion de laminillas
Se colocaron 20 pl de la muestra en un portaobjetos pretratado con una

solucion de poli-lisina al 1% y se guardaron al menos 72 horas a —20 °C en

atmosfera de Nitrégeno.

Fluorescence in Situ Hybridization (FISH)
Las muestras se trataron con Proteinasa K (0.5 ug/ml en 2X SSC (ver

apéndice) por 12 min a 37 °C, se enjuagaron con 2X SSC pH 7 a temperatura
ambiente por 2 min y se post-fijaron con paraformaldehido en PBS al 4%
durante 18 min a 4 °C. El fijador se lavd con PBS pH 7, a temperatura
ambiente por 2 min. La desnaturalizacion del DNA para proceder a la
hibridacion in situ se llevo a cabo con un tratamiento de 3 min con formamida al
70% en 2X SSC a una temperatura de 70°C. Posteriormente las muestras se
deshidratan con una serie de soluciones de etanol al 70, 85 y 100% durante 2

min c/u y se secan las laminillas con N, gaseoso.



Preparacion de las sondas

Se utilizaron sondas de ADN alfa satélite centroméricas para los cromosomas 3
(espectro rojo) y 17 (espectro verde) (Vysis Inc., Abbott Park, IL, USA). En un
tubo Eppendorf se preparé una mezcla de hibridacion adicionando 1l de cada
sonda, 1 pl de agua desionizada y 7 pl de Mezcla Maestra (Formamida/2XSSC
al 70%) (Vysis Inc.), obteniendo un volumen final de 10 pl de la mezcla para
cada hibridacion. Esta mezcla se desnaturaliza a una temperatura de 70 °C por
5 minutos y se agrega inmediatamente a la laminilla y se cubre la laminilla con
un portaobjetos de parafilm y pegamento. Se incuban en una camara humeda

aproximadamente 12 horas a 37 °C en la obscuridad.

Visualizacion de la hibridacion
Pasado el tiempo de incubacién se retira el parafilm de las laminillas y

se da un lavado con formamida/2XSSC al 50% a 45 °C por 15 minutos, para
eliminar las hibridaciones inespecificas. Posteriormente se lava con 2X SSC
durante 1 min. La preparacion se contrasta con 15 pl de DAPI/Antifade, se
coloca un cubreobjetos para observar al microscopio de epifluorescencia
(Nikon Eclipse E 400 con filtro de triple banda, Nikon, Tokio, Japén), el cual

permite detectar hasta tres fluorocromos simultaneamente.

Andlisis al Microscopio
El analisis se realiz6 con un ocular de 10X y un objetivo 100X. Se

cuantificaron el numero de marcas observadas para cada uno de los
cromosomas, en un total de 1000 células consecutivas por cada caso. De tal
manera que se reportan el numero de células con 0, 1, 2, 3, 4, y 5 0 mas
marcas para cada cromosoma. La hibridacion in situ se consideré eficiente si el
porcentaje de los nucleos sin marca no excedia el 2% del total de células
analizadas. Para evitar la cuantificacion de los linfocitos presentes en algunas
muestras, se utilizé como criterio de diferenciacion la presencia de citoplasma 'y
ndcleo con morfologia conservada, ademas los criterios de lectura para las

marcas fluorescentes se siguieron de acuerdo a Y.S. Fan, (2002).



Tipificacion de VPH
Extraccion y Purificacion de DNA

Tanto las muestras de exudado vaginal como los raspados bucales
fueron resuspendidas en 1mL de buffer de lisis y proteinasa K, se llevd a cabo
en un agitador a 450 rpm durante toda la noche a 55°C. La extraccion y
purificacion del DNA en ambos tipos de muestra se realiz6 con el
procedimiento de fenol:cloroformo y la precipitacion con etanol segun lo

descrito por Sambrook,1989).

Deteccion y tipificacion de VPH

Las muestras de DNA fueron sometidas a diagnéstico de VPH. Se hizo
una amplificacidon previa de (B-globina que da un producto de 268 pb a una Tm
de 55°C como lo describen Resnick y cols. (1990). Para la deteccién del VPH
se utilizaron juegos de primers universales: MY 09/11, GP5/6 y L1C1/C2 que
amplifican fragmentos de distinto tamafio de la region L1 del genoma del VPH
(Resnick y cols,1990; Van den Brule y cols, 1990 y Snidjers y cols 1990). Cada
reaccion se llevo a cabo en un termociclador modelo 480 (Perkin Elmer) en un
total de 40 ciclos, un primer ciclo de desnaturalizacion a 94°C durante 10 min y
un ciclo final de extension a 72°C durante 7 min; los 38 ciclos intermedios se
llevaron a cabo a una Tm de 55°C para los oligonucleétidos MY 09/11 y de
48°C para GP5/6 y L1C1/C2. Las amplificaciones fueron visualizadas en un gel
de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, identificando la banda
esperada del tamafo obtenido. Los productos de PCR positivos se
secuenciaron y las secuencias obtenidas se analizaron con el BLAST de

Genbank (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para obtener el tipo de VPH.

Inmunocitoquimica

Después de fijar las células con p-formaldehido 2% se lavaron 3 veces
con PBS 1X. Se bloquearon con BSA al 3% y se incubaron durante 1 hora con
el anticuerpo primario, anti PPARB (mouse anti-PPARB monoclonal antibody,
1:500, Chemicon, Millipore, Billerica, MA, USA) en una camara humeda a
temperatura ambiente. Posteriormente se lavan 3 veces con PBS y se incuban

con el anticuerpo secundario (FITC-goat anti mouse, 1:50, Zymed, Invitrogen,



Carlsbad, CA, USA) durante 30 minutos en la camara humeda, en oscuridad a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se lavan de nuevo en PBS, se
dejan secar y se observan al microscopio de fluorescencia utilizando el objetivo
de 100x. Se analizaron un total de 100 células por cada caso.

Andlisis estadisticos

El analisis de los datos se realiz6 para los dos cromosomas en conjunto.
Se compard el numero de células tetraploides para los distintos rubros como
infeccién y tipo de VPH, asi como que hubieran recibido un tratamiento de cono
0 no, mediante una prueba U de Mann-Whitney, tomando como significativo
cuando p< 0.05. ElI mismo procedimiento se siguié para analizar el nUmero de
células que expresaban PPARP. Para determinar que la infeccion de VPH no
esta asociada a la inflamacién se analizé6 mediante una tabla de contingencia,
aplicando la prueba de Fisher exacta, y se considero significativo si p< 0.05.
Para demostrar que el numero de células tetraploides aumenta en proporcion
con el aumento de células que expresan PPAR[B se realiz6 un analisis de
correlacion de Spearman, considerandolo significativo cuando p<0.05. Todo el
analisis estadistico se llevé cabo con el software Graph Pad InStat y Graph Pad
Prisma 5(La Jolla, CA, USA).



RESULTADOS

Tipificacién de VPH

El andlisis de la presencia de VPH se realiz6 en 97 muestras con
diagnéstico inflamatorio. El resultado se interpreté como positivo solo si el DNA
del VPH y de B-globina humana amplifica sin producto detectable en el control

negativo (Fig. 6).

B-globina

MY 09/11

L1C1/C2

Fig 6. Imagen de la deteccion de DNA de VPH mediante PCR,

M: marcador de peso molecular; (+): control positivo DNA células Hela para
B-globina y MY09/11 y SiHa para L1C1/C2; (-) :control negativo reaccion sin DNA.

Se detectd DNA de VPH en 17 muestras, es decir, el 17.52%. Los tipos
identificados por secuenciacion fueron: 8 de alto riesgo (8.24%) presentando
los genotipos: 35, 68, 18, 31,53 y 58. El VPH de bajo riesgo se detectdé en
5.82% de las muestras siendo los tipos 84, 81,6, 61 y 89 los hallados. En tres
casos se identifico el tipo de VPH, cuyos genotipos son 90, 85 y el X01 que aun
no han sido clasificados si son de bajo o alto riesgo. El juego de oligos de
GP5/6 no nos arrojaron resultados consistentes, razén por lo cual no se

consideraron para la tipificacion del VPH.
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Tabla 2. Tipos de VPH presentes en casos con diagnéstico de inflamacion
AR: Alto Riesgo; BR: Bajo Riesgo y ND: No Determinado

Células cromosomicamente desbalanceadas
Del total de muestras se analizaron exitosamente mediante FISH, 77

muestras con el diagnéstico de inflamacion. Se consideraron células diploides
aquellas que presentaron dos marcas para cada uno de los cromosomas (3 y
17), tetraploides aquellas que presentan cuatro marcas para ambos

cromosomas.

Fig. 7 Imagen de FISH muestran células : diploide (izq), tetraploide (en medio) y aneuploide (der). El
cromosoma 3 corresponde a la marca roja y el cromosoma 17 a la verde.



La condicion aneuploide se establecio para aquellas células que presentaban
un complemento para ambos cromosomas, distinta de la diploide y tetraploide
por ejemplo: tres marcas para cromosoma 3 y 2 marcas para el cromosoma
17(Fig. 7), etc.

Aberraciones numéricas e infecciéon de VPH
Haciendo un andlisis de las células que presentan un numero alterado

de cromosomas con respecto a la infeccién de VPH, se encontré una tendencia
en aquellas que tienen presencia del virus, a incrementar el niumero de células
con tetraploidias. Las células infectadas con VPH (VPH+) tienen mayor nimero
de células tetraploides comparadas con las bucales (Tabla 2). Sin embargo no
hay diferencias estadisticamente significativas entre las VPH- y VPH+ (Gréfica
ly?2).

Gréafica 1. Mediana, rango intercuartil y valor de p para células tetraploides en casos
de inflamacion de acuerdo a su estatus de infeccion por VPH
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Prueba de U de Mann-Whitney, p>0.05

Al tomar en cuenta si el VPH es de alto o bajo riesgo, encontramos de
igual manera una tendencia, es decir que los casos infectados con virus de alto
riesgo presentan un incremento en el nimero de células tetraploides con
respecto al control (células bucales) y no hay diferencias entre las aneuploides
(Tabla 3), tampoco existen diferencias significativas entre las que estan
infectadas con VPH de bajo riesgo con las que presentan un tipo de alto riesgo
(Gréficas 3y 4).



Gréfica 2. Mediana, rango intercuartil y valor de p para células aneuploides en casos

de inflamacion de acuerdo a su estatus de infeccion por VPH
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Grafica 3. Mediana, rango intercualtil y valor de p para las células tetraploides en

casos con diagndstico de inflamacion con respecto al tipo de VPH
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Grafica 4. Mediana, rango intercuartil y valor de p para las células aneuploides en

casos con diagnostico de inflamacion con respecto al tipo de VPH
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Células cromosdémicamente desbalanceadas y tratamiento con cono
cervical
Los datos anteriores parecen sugerir que debe existir alguna otra causa

que dé origen a las células tetraploides y aneuploides y no el tipo virus que esta
infectando el epitelio. Por lo que se decidid realizar un analisis tomando en
consideracion el tratamiento con cono cervical en los casos. De esta manera se
hallé una diferencia significativa entre el nUmero de células con tetraploidias en
los casos que habian sido tratados con un cono cervical de aquellos que no, sin
embargo no ocurri6 lo mismo para la aneuploides (Graficas 5 y 6

respectivamente).

Tabla 3. Numero de células con aberraciones cromosémicas numéricas

Tetraploides Aneuploides
N Mediana IQR Valor de P | Mediana IQR Valor de P
Bucal | 15 0 01 - 15 631 -
VPH- | 62 0 0-6 0.2081 14.5 1-102 0.6848
VPH+ | 15 1 0-3 0.0212* 13 3-166 0.9449
VPHBR | 3 0 0-1 0.5105 31 23-35 0.5342
VPHAR | 9 1 0-2 0.0431* 19 11-166 0.2424

Kruskal-Wallis post- test de Dunn * p<0.05 AR:Alto Riesgo, BR: Bajo Riesgo



Gréfica 5. Mediana, rango intercuartil y valor de p para las células tetraploides en

casos con diagnostico de inflamacion y tratados con conizacion cervical
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Grafica 6. Mediana, rango intercuartil y valor de p para las células aneuploides en

casos con diagndstico de inflamacion tratados con conizacion cervical
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Infeccién de VPH y cono cervical

El analisis indica que existen casos (12.28%) en los que después del

tratamiento de cono cervical se detectd infecciéon con VPH, de los cuales el



42.85% son de alto riesgo Por otro lado, el 25% de las pacientes que no
tuvieron esta cirugia, dieron positivo para infeccion . Mediante una prueba de
Fisher (p=0.173), demostramos que no existe una asociacion significativa entre
ambos factores, o sea que el tratamiento de cono y la infeccién por VPH no se
encontraron asociados en esta muestra.

Expresion de PPARS
Los datos obtenidos por FISH parecen sugerir que el aumento de células

tetraploides en las muestras de inflamacién y tratadas con cono cervical son
causadas por el proceso de regeneracion de tejido al que se encuentran
sometidas después de dicha intervencion. Por lo que se decidid buscar la
expresion de PPARPB, sobretodo por la presencia de casos en donde
observamos un elevado numero de celulas tetraploides y no hay infeccién por
el VPH.

Fig. 8. Expresion de PPARS en células de exfoliacién de epitelio cervicouterino de muestras con
diagnéstico de inflamacion, detectada con FITC (marca verde) en microscopio de epifluorescencia 100X.

Se decidié considerar como positiva la expresion de PPARB en aquellas
muestras en donde se encontraban méas del 7% de células expresando la
proteina en nulcleo y citoplasma (Figura 8). Se encontré6 que hay un mayor

namero de células que expresan PPARB en las muestras de casos con cono



que en aquellas que no lo han tenido(Grafica 7). Demostramos que hay una
correlacion positiva entre las células que son tetraploides y las que expresan
PPARB(Gréfica 8).

Gréfica 7. Mediana, rango intercuartil y valor de p para las células que presentan la
expresion de PPARS en casos con diagndstico de inflamacion tratadas con cono
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Grafica 8. Correlacion positiva entre el nimero de células que son tetraploides y que
expresan PPARf
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DISCUSION

Desde los trabajos de Bovery a principios del siglo pasado se ha descrito
ampliamente que la aneuploidia es un rasgo caracteristico de las células
cancerosas (Weaver et al, 2006), sugiriendo que la formacion de células
aneuploides es primordial en el desarrollo de un tumor (Duesberg et al., 2001).
Sin embargo, hasta estos dias, son pocos los trabajos que describen la
aparicion de células aneuploides en las lesiones precursoras y menos aun en
diagnésticos que no estan claramente asociados a malignidad como lo es la
inflamacion. En estudios previos se pudo observar la presencia de células
aneuploides en muestras de células cervicales de pacientes con diagnéstico de
ASCUS, inflamacion y lesiones de bajo y alto grado (Olarhaski et al. 2006). Si
embargo en ese reporte no se determind la presencia de infeccion por VPH en
ninguna de las muestras. El propésito del presente estudio fue el de investigar
la presencia de células cromosdmicamente desbalanceadas en pacientes que
solo tuvieran diagnéstico inflamatorio para la prueba de Papanicolau en las que
se caracterizo el tipo de VPH, con la intencion de evaluar su sensibilidad
diagnéstica.

Es importante recordar que las pacientes que tienen un reporte
inflamatorio en su prueba de Papanicolaou, son programadas para realizarles
nuevos estudios citologicos en intervalos que van de 3 a 6 meses, hasta que 2
resultados consecutivos sean negativos. La paciente tiene que regresar a sus
revisiones de rutina por un periodo de meses y a veces hasta afios. De tal
manera que este proceso lleva un tiempo prolongado lo cual resulta estresante
y costoso para la paciente, que en muchos de los casos abandona el
seguimiento (Writh et al, 2002).

Se ha documentado la alteracién de cromosomas 3 y 17 en cancer
cervicouterino asi como en lesiones precursoras, en particular la ganancia del
cromosoma 3 y la pérdida del cromosoma 17 (Heselmeyer et al.,1996;
Southern & Herrington 1997; Mark et al., 1999; Mian et al., 1999; Herrington et
al., 2001; Srivatsan et al., 2002 y Olarhaski et al., 2006). En este estudio se
investigo la presencia de dichas alteraciones pero en casos con diagnostico de

inflamacion, lo cual ayudaria a mejorar el diagndstico.



Nuestros resultados indican que el proceso de inestabilidad
cromosémica (formacion de células aneuploides y tetraploides) se manifiesta
también en muestras con diagnostico de inflamacién confirmando asi los
hallazgos previos (Gutiérrez, 2004; Olarhaski, 2004 y 2006) y corroborando la
importancia diagndstica de este tipo de ensayos.

Por otra parte se ha descrito muy bien que el VPH es el agente
etiolégico del CaCU, en particular los tipos denominados de alto riesgo, pues
se ha identificado que las oncoproteinas virales E6 y E7 son capaces de alterar
proteinas reguladoras del ciclo celular como p53 y RB, respectivamente (Di
Leonardo et al, 1997). Aberraciones en el nUmero de centrosomas se han visto
implicadas en la formacion de células aneuploides y tumorigénesis (Meraldi et
al, 2002). Se conoce que E7 conduce a errores en la duplicacion de
centrosomas, a través de la desregulacion de cdk2, en células fenotipicamente
normales (Duensing & Munger, 2002). Reportes previos han identificado la
formacion de células tetraploides en epitelio cervical asociado a la expresion de
E7 de VPH de alto riesgo in vitro (Southern et al, 1997 y Southern et al, 2001).
Nuestros resultados muestran una condicion tetraploide y aneuploide para los
dos cromosomas que se analizaron, mostrando que la presencia del VPH
favorece esta condicién, al comparar con los controles (bucales). Sin embargo
no encontramos una diferencia significativa al analizar por el tipo de VPH, esto
es, VPH de alto riesgo y VPH de bajo riesgo. Existe una tendencia que sugiere
que las aneuploidias serian mas frecuentes en las pacientes con infeccién por
VPH de alto riesgo pero probablemente se necesite ampliar la muestra para
obtener significancia estadistica. Al analizar los tipos de VPH que se
encontraron (Tabla 2) notamos que los tipos de alto riesgo no son los mas
comunes, es decir los tipos 16 y 18 los cuales se han clasificado como
carcindgenos humanos (IARC, 1995). Estos resultados sugieren que la
infeccion del virus es necesaria pero no suficiente para la formacion de células
tetraploides y/o aneuploides, y que otros son los factores que estan
contribuyendo a la presencia de dichas células ya que las aberraciones
numeéricas fueron mas frecuentes en las muestras de pacientes que han tenido
el procedimiento de cono. Este proceso quirdrgico remueve lesiones epiteliales

gue se asocian con transformacion maligna, sin embargo en la mayoria de las



pacientes que tuvieron el procedimiento quirdrgico no pudimos determinar la
presencia de VPH de alto riesgo, ni encontramos una asociacion significativa
entre el procedimiento y la presencia de infeccién. Este hecho podria deberse a
que el procedimiento para detectar la presencia del virus no es tan sensible
como la metodologia de FISH, que permite detectar la presencia de células con
aberraciones numéricas principalmente en las pacientes que tuvieron lesiones

epiteliales por infeccion viral.

Por otro lado, se ha documentado que durante el proceso de reparacion
de tejidos, se incrementa la presencia de células poliploides (Ermis et al., 1998;
Oberringer et al.,, 1999; Hanselmann & Oberringer, 2001 y Alonso et al.,
2000). Nuestros resultados muestran que la presencia de células tetraploides
estq fuertemente asociada a las muestras de las pacientes que tuvieron el
procedimiento quirdrgico de cono. Lo que sugiere que la presencia de células
tetraploides podria estar también asociada a la regeneracion del tejido
afectado. Para investigar esta posibilidad, y dado que diversos estudios han
demostrado la expresion de PPARP esta inducida por estimulos inflamatorios y
dafio epidérmico y es fundamental para la regeneracion del tejido, tanto in vitro
como in vitro (Matsuura et al., 1999; Di-Poi et al., 2002 y Tan et al., 2004),

decidimos investigar la expresion de esta proteina en las muestras de tejido.

Nuestros resultados de la deteccion de PPARB demuestran que la
mayoria de las células que lo estan expresando, son en tejidos que han tenido
cono y que existe una relacion directamente proporcional entre dicha expresion
y el nimero de células tetraploides. Existe evidencia que indica que la
tetraploidizacion celular es un evento esencial que promueve el proceso de
regeneracion de tejidos como el higado. Se especula que las células
tetraploides tienen ventaja en la sintesis de proteinas, una mejor resistencia al
estrés inflamatorio y estabilidad genética. Esto afecta de manera directa la
proliferacion celular durante el periodo en que se esta regenerando el tejido
asegurando asi la reepitelizacién. Pero una vez que se ha reparado el tejido las
células tetraploides no son necesarias y desaparecen por apoptosis mediado
por p53 (Ermis et al, 1998 y Oberringer et al, 1999, Hanselmann & Oberringer,

2001). Si esto es asi, y situandonos en nuestros resultados, se esperaria que



en determinado tiempo, cuando el tejido se haya reconstruido, la presencia de
estas células tetraploides asi como la expresion de PPARB no se detectaran
mas.

Sin embargo es conocido el hecho de que la presencia de infeccion por
VPH de alto o de bajo riesgo se asocia con inflamacion (Kovacic et al., 2007).
No obstante nuestro andlisis no corrobora este hallazgo. Lo que apoyaria la

hipotesis de que la inflamacion esté asociada a la regeneracion de tejidos.

Es importante hacer notar la prevalencia de la infeccion de VPH en los
casos tratados con cono, 12.28 %, de los cuales el 42.85% son de alto riesgo.
Existen estudios que concluyen que la carga viral de los tipos de alto riesgo, es
el factor de riesgo a considerar, cuando se ha tratado una lesion y el virus aun
esta presente (Alonso et al, 2006 y 2007; Park et al, 2007). Por otro lado en los
casos no tratados con cono un 25% es VPH positivo.

El microambiente del proceso inflamatorio estd dominado por macréfagos, los
cuales son los responsables de la produccion elevada de especies reactivas
del oxigeno y nitrégeno para combatir cualquier infeccion. Pero en una
situacion de dafio tisular y proliferacion celular prolongados la persistencia de la
lucha contra la infeccién (cualquiera sea su origen: bacteriana o viral) es
deletérea produciéndose agentes mutagenos, tales como el peroxinitrito, el cual
reacciona con el ADN y causa mutaciones en células epiteliales y del estroma
(Maeda et al, 1998). Los macrofagos y linfocitos T pueden liberar el factor de
necrosis tumoral (TNFa) y el factor inhibidor de migracion de macrofagos que
alteran el DNA. El factor de inhibicion de la migracién también altera la via de
Rb-E2F (Petrenko & Moll, 2005) recordando que Rb es una proteina que regula
el ciclo celular y esta asociada a la formacion de multiples centrosomas por la
interaccion de la oncoproteina E7 de VPH( Di Leonardo et al., 1997 ; Duensing
& Munger 2002). Por su parte p53 tiene una participacion clave, pues regula el
estrés inflamatorio regulando la expresion de genes. Se ha reportado una
interaccion entre p53 y el oxido nitrico (NO*). De tal manera que NO* puede
tanto activar la ruta supresora de tumores de p53 pero también inducir
mutaciones oncogénicas en p53 (Perwez & Harris, 2007). P53 es otra proteina
que regula la actividad del ciclo celular y existen reportes donde la actividad



alterada de p53 esta asociada a la formacion de alteraciones cromosomicas

numeéricas (Southern & Herrington, 1997 y Southern et al., 2001).

Existen reportes donde se han identificado componentes del humo del
cigarro en la mucosa del cérvix y se ha visto que estos pueden incrementar el
namero de aductos de DNA de fumadores y no fumadores (Melikian et al., 1999
y Simons et al., 1995). Aun no se tiene claro el mecanismo por el cual el humo
del cigarro influye en la carcinogénesis cervical. Cabe mencionar, que en
nuestro estudio no encontramos asociacion con el habito de fumar, asi como
tampoco con la edad de las pacientes y la proporcibn de células

cromosomicamente desbalanceadas (datos no mostrados).

Un factor que no estudiamos y que seria importante tener en
consideracion en futuros estudios es la regulacion epigenética como causa de
la progresion a cancer, aunque en este estudio no se haya evaluado, ya que
los cambios epigenéticos, particularmente la metilacion del DNA son
susceptibles a variaciones y son excelentes candidatos para explicar como
ciertos factores ambientales incrementan el riesgo de cancer. El genoma de las
células transformadas experimenta hipometilacion e hipermetilacion de islas
CpG asociadas con regiones reguladoras de genes. Estos cambios dramaticos
derivan en inestabilidad cromosémica, expresion descontrolada de genes,
aneuploidias, mutaciones y silenciamiento de genes supresores de tumores.
Los efectos inactivadores asociados a la hipermetilacién afecta proteinas de
reparacion de DNA (HMLH1, BRCA1, MGMT), del ciclo celular (p16, p14, p15,
p53 y p73) y de apoptosis (APAF1)(Esteller & Herman 2001; Tomasini et
al.,2008)



CONCLUSIONES

e La presencia del VPH parece necesaria pero no suficiente para la
formacion de aberraciones cromosdmicas numéricas en el diagnéstico
de inflamacion.

e La presencia de células con complemento cromosomico tetraploide esta
relacionado a la expresion de PPARP que se considera como un
indicador de regeneracion del tejido.

e Nuestro estudio es pionero en describir la expresion de PPARB en
relacion a la formacion de células tetraploides asociadas con la
regeneracion en este tipo de tejido.

PERSPECTIVAS

e Seria importante contrastar los resultados obtenidos con muestras de
epitelio normal y ampliar el tamafio de la muestra para poder discriminar
el papel que juega la infeccién viral, la edad y otros factores de riesgo
como el tabaquismao.
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