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RESUMEN

Diversos elementos epidemioldgicos, meleculares y virales, se han asociado al
desarrollo del Cancer Cérvice Uterina {CaCl); en donde ademas elementos celulares
como el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF)} v su receptor (EGF-R), también se
han adicionado a éstos factores etioldgicos. Hasta ahora, se tienen repores
controversiales en relacion al EGF asi como de su receptor y su importancia como
factor diagndstico y/6 prondstico en el CaCU. Con la finalidad de elucidar el papel
biolégico y posiblemente clinico del EGF-R en el CaCU, nosotros analizamos 22
muestras de tejido de pactentes con CaClU y 20 muestras control de tejido de cérvix
uterino no neopldsico (CN}, para identificar posibles alteraciones en el gen de! EGF-R,
asi como en su transcrito. Nuestros resultados mostraren diferencias entre los igjidos
de CN y los de CaCU tanto en {a expresién del RNAm del EGF-R (por Hibridacion IV
SITU), en donde el 43% de los casos de CaCU expresaron RNAm entre 100 y hasta
300% en mayor proporcion, que en los tejidos control. En lo que respecta al gen que
codifica para dicho receptor, se observé amplificacion (por Southern blot) en el 70%
de los casos analizados de CaCU. Al revisar los niveles de proteina para el EGF-R
por Western blot, se detect6é que sélo el 25% de los tejidos de CaCU mostré sobre-
expresion del receptor; lo cual resulté contradictorio con los datos anteriores. En
general, nuestros resultados sugieren que el EGF-R estd amplificado a nivel de gen y
transcrito en los tejidos estudiados de CaCU y que los bajos niveles de proteina
receptora encontrada en éstos, pueda ser el resultado de una estimulacién de tipo
intracrina por la presencia de EGF y de Factor de Crecimiento Transformante alfa
(TGF-o) expresados en células tumorales, como ya ha sido descrito antes. Es posible
que las discrepancias en cuanto al significado prondstico del EGF-R en CaCU hasta
el momento, se deba a que la mayoria de los estudios realizados, se basan en el
andlisis de la proteina receptora y no en el analisis det gen 6 del transcrito que en et

caso de CaCU parecen ser los pardmetros mas importantes a medir.



ABSTRACT

Several epidemiological, molecular and viral factors have been implicated in the
development of cervical cancer, although cellular as the epidermal growth factor and
his receptor (EGF and EGF-R, raspectively), have also been associated as important
factors in the etiologic of this disease. Nowadays, cervical cancer studies have shown
controversial results regarding the extent of EGF-R expression and its clinical
significance. To determine the biological and clinical role of the EGF-R in the
development of cervical cancer, we analyzed 22 biopsies from cervical cancer patients
and 20 biopsies fron women without cervical cancer lesion. In these tissues we look
for the EGF-R protein by immunohistochemestry and Western blot, the mRNA of the
receptor was identify by In Situ Hibridization and alterations in the gene were
recognized by Souther blot. Our results from In Situ Hibridization showed that 43% of
cervical cancer patients have elevated levels of mRNA for EGF-R (100-300%) that
normal individuals. We also showed that 70% of cerval cancer patients have amplified
the EGF receptor gene. When we look for the EGF-R protein levels by Western bilot
analysis, we found that only 25% of cervical cancer patients showed overexpression of
the EGF-R protein, and the rest (75%) presented lower levels of the receptor protein
than the normal population tested. All together, our data suggest that the EGF-R is
amplified at the RNA and DNA levels in cervical cancer patients and that low levels of
EGF-R protein found in the cancer patients, may be the result of intracine stimulation
by EGF and transforming growth factor alpha (TGF-c). It is very well documented that
EGF and TGF-a are two factors that are prodube in tumor cells, and this could explain
the low levels of the EGF-R at the protein level. It is possible that the contradictory
results of the EGF-R, as prognostic factor in cervical cancer patients could be the result
of looking at the protein level and not more closely to the gene and to the mRNA of the
receptor, which are the two parameters that we identified as importantly to be

measured in the cancer from the uterine cervix.



INTRODUCCION

. CANCER CERVICO UTERINO: Aspectos clinico epidemiolégicos

El Céncer Cérvico-Uterino {CaCU), ocupa el segundo lugar como causa de
muerte por neoplasias en mujeres, después del cadncer de mama a nivel mundial; por
lo que es considerado como un problema serio de salud pablica (Rorke, 1997). Cerca
del 80% de casos de CaCU detectados anuaimente en el mundo, provienen de
paises subdesarrcllados (Mufioz, et al, 1997; zurHausen, 1996). Sin embargo, en
México el CaCU es la primera causa de muerte por neoplasias, constituyendo el 35%
de los tumores malignos en la mujer, siendo ésta a enfermedad neopldsica més
frecuente en mujeres de entre los 35 a 59 afos de edad {Lazcano, et af., 1995). En el
altimo afo el Instituto Nacional de Cancerologia, registré 5000 defunciones causadas

por CaCU (Lazcano, et al, 1995; Secretarfa de Salud, 1997; Mohar, et al., 1998).

En el cérvix uterino, un crecimiento neopldsico se inicia con un crecimiento
anormal en el epitelio, como puede ser la neoplasia intraepitelial cervical (NIC), la
cual puede evolucionar y terminar en un crecimiento anormal invasivo, como es el
caso del carcinoma cervical invasor (Stehman, 1994). Las lesiones tipo NIC se
caracterizan por una proliferacion y maduracién celular anormal confinada
unicamente al epitelio, asi como la presencia de nucleos atipicos. Este tipo de
lesiones cervicales, se clasifican en NIC |, Il y HI, de acuerdo a la cantidad de epitelio
que haya sido invadido por una poblacién celular proliferativa e inmadura anormal.
Hay dos categorias histolégicas de NIC: la escamosa 6 epidermoide y la glandular;
siendo la primera la mds comun (Hatch, 1994; DeVita, 1997). Algunas lesiones NIC,

1



regresan o permanecen sin cambios durante toda la vida de la paciente; y sélo un
pequefio porcentaje progresa hacia carcinoma invasor. El tiempo de evolucidn de
las lesionas que progresan, es muy variable pero generalmente va de entre 10 a 20

anos (DeVita, 1997; Secretaria de Salud, 1997).

En el carcinoma cervical invasor, el crecimiento y maduracién celular anormal
atraviesa la membrana basal del epitelio e invade el tejido subyacente. Dentro del
CaCU invasor hay varios tipos histopatoldgicos, destacando los mds frecuentres
como: a} el carcinoma escamoso 6 epidermoide, cuyos subtipos son el queratinizante
y el no queratinizante, entre otros; b) el adenocarcinoma; c) el adenoescamoso; d) el
de células pequenas; y e) el indiferenciado (Stehman, 1994; DeVita, 1997). Ademds,
el CaCU invasor se clasifica clinicamente en Etapas de la | a la IV, de acuserdo al
grado de invasion a organos subyacentes (Stehman, 1994). A nivel prondstico, las
pacientes con CaCU epidermoide invasor tienen una mejor sobrevida a 5 afios que
las que presentan un adenccarcinoma 6 un adencescamoso & uno de células

pequefias (DeVita, 1997; Secretaria de Salud, 1997).

Investigaciones recientes a nivel epidemiolégico y de tipo clinico han sugerido
que el riesgo de padecer CaCU a&s mds frecuente en mujeres con un nivel
socioecondmico bajo, que inician actividad sexual o se embarazan a temprana edad,
con miulliples parejas sexuales, multiparas, gue han tenido numerosos abortos 6 bien
que usen anticonceptivos de lipo oral (Secretaria de Salud, 1997; DeVita, 1997). Mas
recientemente se ha demostrado que agentes virales (transmitidos sexualmente),
pueden ser factores etiolégicos importantes en el desarrollo de! CaCU, como son el
virus del Herpes Simple tipo ll, el virus del Epstein-Barr y mds recientemente el

Papilomavirus Humano (HPV) (zurHausen, 1991; DeVita, 1997).



n. Papilbmavirus Humano (HPV)

En los dltimos afios, se ha incrementado la evidencia que demuestra que la
infeccidn del cérvix por HPV, estd involucrada en mas del 85% de los casos de CaCU,
lo cual se ha sugerido, a partir del aislamiento del DNA de HPV de pacientes con éste
tipo de necplasia (Girl, et al., 1986; Rorke, 1997). La aplicacién de nuevas técnicas de
ingenieria genética y de biologia molecular, tales como la clonacién génica y la
hibridacion del DNA, han permitido aislar e identificar a mas de B0 diferentes tipos de
HPV (Minger, 1995); de los cuales sdlo 30 tipos han sido asociados con lesiones del
tracto genital (zur Hausen, 1996). Dentro de estos 30 tipos de HPVs, hay 2 grupos: los
de bajo riesgo como HPV 6 y 11, que se encuentran frecuentemente en verrugas
genitales 6 condilomas, y que muy rara vez progresan a neoplasia. Los HPV de alto
riesgo como los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52 y 56, que se asocian con NICs y
que a su vez, pueden progresar a cancer invasor {De Villiers, 1989; Miinger, 1995; zur
Hausen, 1996). Eltipo mas frecuente de HPV a nivel mundial es el tipo 16; el cual se
ha detectado en el 50% de los casos de NIC y lesiones invasoras del cérvix; le siguen
el HPV 18 con el 12%, el HPV 45 con el 8% y el HPV 31 con el 5% {Mufioz, et al,
1997).

Los HPV’s son pequefios virus de DNA epiteliotrépicos, circular de doble
cadena, cuyo genoma tiene aproximadamente 8 Kb. En éstos, se han identificado
marcos de lectura abierta (ORF) organizados en regicnes de expresion temprana (E,
del inglés “early™ y tardia (L, de! inglés “late”}, en e! ciclo de vida viral. Las primeras
codifican para proteinas relacionadas con la replicacién (E1), transcripcion (E2),
transformacion celular (ES, E7 y mas recientemente E5); en tanto gue los segundos
codifican para proteinas de la capside viral (L1 y L2) [FIGURA 1]. Ademas, el genoma

contiene una regidn larga de control (LCR) de aproximadamente 1 Kb, en la que se



FIGURA 1.

L1 E1

L2

Mapa gendmico de HPV 16, deducido de la secuencia de
DNA. E!numerc de nuciéotidos esta escrito dentro del circulo.

La transcripcion inicia en el sentido de las manecillas del reloj. La
region control se denomina LCR, la region temprana esté constitu-
ida por los genes E1 a E7 y la regidn tardia por los genas L1 y L2,
(Tomado de Miinger, K., et al,, 1992).



han identificado secuencias estimuladoras y represoras de la transcripcion viral, asi

como el origen de replicacion (Gariglio, 1993; zur Hausen, 1991; zur Hausen, 1996).

El mecanismo de accién de los HPVs, es el de infectar células-normales de tipo
basal 6 germinal de! epitelio, alterar el control de la maquinaria celular para utilizarla
para su propia replicacién y transcripcién. La replicacién y transcripcién viral se
mantiene en muy bajos niveles hasta que alcanza los estratos superiores del epitelio.
En éste estrato epitelial y tal vez en respuesta a sefales de diferenciacién especifica,
la transcripcidn viral se acelera, la sintesis del DNA viral se inicia y los viriones se
congregan. En éste medio ambiente de diferenciacion celular, los virus pueden
reclutar los factores- celulares necesarios para su reproduccién (Mansur, et al., 1993;
Miinger, 1995). Por otra parte, se ha demostrado experimentalmente que el DNA viral
en lesiones benignas 6 premalignas (NICs), existe extra-cromosomalmente como un
pldsmido; mientras que en lesiones malignas 6 invasoras y lineas celulares de CaCU,
el DNA viral estd integrado en el genoma celular en copias multiples ¢ simples. La
integracién ocurre con la ruptura 6 delecién de los genes E1 & E2 y preservacion de

los genes E6 y E7 (Minger, 1995).

Especificamente, la proteina E6 de HPVs de alto riesgo, tiene numerosas
propiedades biolégicas; como cooperar con la proteina E7 en la inmortalizacién de
queratinocitos primarios humanos; regular fa expresion de genes celulares, por medio
de transactivacion de éstos. También E6 ejerce su actividad bioldgica, a través de la
interaccién con p53; provocando su degradacion. La ausencia de p53 en el sistema
conduce al bloqueo de su aclividad como activador transcripcional y como factor
importante en el arresto del crecimiento celular.cuando existe dano del DNA, lo que
conlleva a una inestabilidad gendmica (zur Hausen, 1991; Mansur, et al, 1993,

Minger, 1995; zur Hausen, 1996).



Por su parte, la proteina E7 ejerce su efecto de desregulacién del crecimiento
celular, al unirse al gen pRb en su forma fosforilada con la consecuente liberacién del
factor transcripcional E2F. Ademdas, E7 conduce a la inmortalizacion celular en
presencia de E6; pero requiere de la cooperacion de otros oncogenes para inducir
transformacion maligna completa (Mansur, et al, 1893). También induce sintesis de
DNA en células quiescentes; tiene propiedades transcripcionales, para lo cual se cree
que es esencial su unién con pRb; induce anormalidades cromosémicas como
aneuploidias, asi como inestabilidad cromosdmica; activa el promotor de la ciclina A;
forma complejos con factores transcripcionales como c-jun, jun-B, jun-D y c-fos;y,
ademds, se une a otras proteinas de la familia de pRb como p107, p130; con
proteinas cinasas como p33cdk2 y con ciclina A (zur Hausen, 1991; Mansur, et al,,

1993; Minger, 1995; zur Hausen, 19986).

El producto del gen E5 se localiza en membrana plasmética y en membrana del
Aparato de Golgi; y puede ser encontrade como homodimero. La proteina
oncogénica ES, tiene diversas propiedades bioldgicas; como su capacidad de
transformacién tumorigénica de queratinocitos de ratén; su capacidad de inducir a
fibroblastos de ratdn a crecer en agar y estimular el crecimiento de células epiteliales
primarias de higado de ratén, en cooperacion con la proteina E7 de HPV 16. El
impacto biolégico de ES en la progresién maligna, parece presentarse en las etapas
tempranas de la infeccion viral, ya que al parecer el gen ES frecuentemente se pierde
en los estadios tardios del cdncer; aunque las lesiones de tipo NICs, contienen
relativamente grandes cantidades de RNAm y proteina de E5 (Minger, 1995). La
presencia de E5 en etapas tempranas de la infeccién viral, tal vez sea importante para
establecer un medio ambiente celular apropiado para que se lleve a cabo fa funcién
de los ofros onccgenes tempranos (E6 v E7) (Mansur, 1993). Otras propiedades

biclégicas de ES son inducir sintesis de DNA; formar complejos con ciertas proteinas



celulares como con la proteina de 16 kDa de la ATPasa. También se ha observado
en el caso de Papilomavirus Bovino (BPV), que la proteina E5 es capaz de regular la
actividad del receptor B del PDGF, y del receptor del CSF-1 (Martin, et al., 1989).
Ademds, la proteina E5 tiene capacidad transformante, la cual se ha determinado
apartir de observaciones realizadas en células NIH/3T3 transfectadas con EGF-R y
ES; en donde, al adicionarles EGF exégeno, experimentan un incremento en
transformacién. Adicionalmente, en estas células transformadas, el EGF-R se
encuentra fosforilado ¢ activo continuamente en la superficie celular (anormalidad
que se le atribuye a ES), ain en ausencia de EGF. Ademads la vida media de! receptor
se ve incrementada, lo que conlleva a una continua estimulacion de la sintesis de
DNA, asi como un aumento en los niveles de expresién de ciertos genes como ¢-fos

(Banks, ef al,, 1993; Cohen, et al., 1933; Mansur, et al., 1993; zur Hausen, 1996).

A pesar de que el HPV inmortaliza células como ya se ha explicado
ampliamente, éstas no forman tumores en ratones desnudos 6 no tienen la eficiencia
para crecer en agar suave {Rorke, 1997). Ademds, existe una pequeiia proporcion de
carcinomas cervicales, que no contienen secuencias detectables de HPV; lo que
sugiere, que existen otros factores como mutagenos, hormonas, co-infecciones ¥
deficiencias inmunes; que estan implicados en el proceso tumarigénice del CaCuU.
También es posible que existan otros genes celulares que puedan ser responsables
de la iniciacién y mantenimiento del fenotipo maligno en estos casos de CaCl. Mas
aun, hay evidencias claras de que la progresion de las lesiones pre-malignas del
cérvix uterino hacia la tumorigenicidad, requiere de numerosos cambios genéticos
adicicnales de los que probablemente sélo unos pocos son eventos moleculares
criticos para la progresion de la enfermedad (Weinberg, 1989). Mutaciones puntuales
del oncogén c-ras; la amplificacién y/o rearreglos del oncogén ¢-myc; la amplificacion

y/o sobre-expresién del oncogén c-erbB-2/Neu, mutaciones en anti-oncogenes o



genes supresores de tumor como p53y pRb; pueden representar algunos de los
eventos moleculares criticos para el desarrollo del CaCU (Oka, et al, 1994; Minger,
1995; Rorke, 1997).

lil. Cofactores Moleculares Importantes en el Desarrollo del CaCU

Tres son los proto-oncogenes, c-myc, c-rasy c-erbB-2/Neu y dos los genes
supresores de tumores, p53y pRY, los candidatos méds probablemente implicados en
el desarrollo del CaCU, ya que se han detectado alteraciones de algunos de estos
genes en este tipo de neoplasia. Por ejemplo, en el caso del oncogén c-myc, se ha
reportado que se sobre-expresa mas frecuentemente en CaCU de estadios
avanzados que en etapas clinicas tempranas; por lo que se sugiere que puede ser de
gran utilidad como factor prondstico de la enfermedad (Tanimoto, et al, 1992).
Ademads, se ha propuesto que ¢-myc tiene un papel importante en e! desarrollo del
CaCU, ya que se han detectado amplificacion y/o rearreglos de éste oncogén en el
90% de las biopsias analizadas de CaCU (Ocadiz, et al, 1987). Por su parte, Riou, et
al (1988), reporté que el 35% de pacientes con CaCU epidermoide, mostraron sobre-
expresion de c-myc y éstos pacientes a su vez tuvieron 8 veces mas incidencia de
recaida que el resto de las pacientes. Las alteraciones mas frecuentemente
reportadas para el oncogén c-ras, son las mutaciones puntuales. Tal es el caso de H-
ras, uno de los tres miembros de la familia ras, cuyas mutaciones puntuales en el
coddn 12, fueron encontradas en el 20-30% de las pacientes con CaCU y con etapa
clinica Il y 1V (Riou, et al., 1988). También, en diversos estudios de neoplasias
cervicales, se han reportado mutaciones puntuales en los codones 12, 13 y 61, del
gen K-ras (Bos, 1989; Enomoto, et al., 1990; Willis, et al, 1993). Investigaciones
recientes, han demostrado que mds del 20% de las pacientes con adenocarcinoma
cervical, presentan mutaciones de K-ras predominantemente en el codon 12 (Tenti, et

al, 1995); y en tumores con HPV positivo (Parker, st al,, 1997).
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Por ofra parte, en estudios recientes el oncogén c-erbB-2/Neu que codifica una
oncoproteina con estructura similar a la del EGF-R, se ha correlacionado con el CaCU
debido a la presencia de la proteina en estados avanzados del cdncer. Asi, la
expresion de la oncoproteina c-erbB-2, se ha asociado con un pobre prondstico de
pacientes con etapa clinica {ll de CaCU epidermoide (Oka, et al., 1994). También se
ha reportado, que ademas de la expresién de la oncoproteina c-erbB-2, se presenta la
ampilificacién de su gen en el 77% de los casos analizados de adenocarcinoma
cervical; lo cua! también correlaciond con un pobre prondstico de las pacientes
{Kihana, et al, 1994). A partir de estos resultados se pude concluir, que la
amplificacion y/o rearreglos de c-myc, mutaciones en c-ras y amplificacion y/o sobre-
expresion de c-erbB-2; son alteraciones moleculares que pueden estar implicadas
con un pobre prondstico, recaidas tempranas o con tumores mds agresivos del cérvix
uterino en las pacientes que presenten alteraciones en cualquiera de estos genes

celulares.

Con respecto a posibles alleraciones en los genes suprescres, como p53y pRb
en carcinomas del cérvix uterino; es aun controversial, su papel en el desarrollo de
éste tipo de neoplasia. Sin embargo, se ha observado que en adenocarcinomas
cervicales, cuando p53 se encuentra sobre-expresade en las etapas avanzadas del
tumor, éstos generalmente son negativos para DNA de HPV (Parker, ef al, 1997);
mientras que en carcinomas epidermoides del cérvix, la sobre-expresion de p53 es

menor (Holm, et al., 1993; Busby-Earle, et al, 1994).

En los Gitimos afos se han adicionado, ademds de los factores epidemioldgicos,
virales y moleculares ya revisados con detalle en las secciones anteriores; otros

elementos celulares que pueden ser criticos en el desarrollo del CaCU, debido a que
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son factores fundamentales en los mecanismos de proliferacion y diferenciacién
celular; éstos son los Sistemas de Factores de Crecimiento y sus Receptores {Rorke,

1997).

IV. ElI Factor de Crecimiento Epidérmico y su Receptor (EGFR)

Los Factores de Crecimiento Polipeptidicos (Growth Factor -GF-), son moléculas
que tienen un papel critico en ios mecanismos de estimulacién proliferativa de las
células y en el mantenimiento de su viabilidad. También tienen una funcion
preponderante en la diferenciacion; desarrollo; quimiotaxis y activacién de células
inflamatorias; reparacion tisular y en cierto tipo de enfermedades (Deue!, 1987). Los
GF, son sintetizados y secretados por determinados tipos celulares y se encuentran
distribuidos en todos los tejidos del cuerpo; ademas, de que son producidos tanto por
células normales como transformadas. Funcionalmente, los GF operan sobre un sitio
blanco especifico, ya sea de una manera paracrina, autécrina, juxtacrina (en la que no
estd involucrado un GF soluble), o bien de una forma intracrina {(en donde el GF y su

receptor son producidos y se unen intracefularmente) {FIGURA 2] (DeVita, 1997;

Massagué & Pandiella, 1293).
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FIGURA 2.  Interacciones entre las células que producen Factores de
Crecimiento y sus Receptores.

Precursor del Factor de Crecimiento: &—
Factor de Crecimiento Soluble en el Espacio Extracelular: ¢
Receptor:

(Tomado de DeVita, et af, 1997).
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Un gran grupo de GF no soluble 6 anclados a membrana, es al que pertenece la
famiiia del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF); el cual es el mejor caracterizado
(Laurence, et al., 1990, Voldborg, et al., 1997). En esta familia de GFs se incluye el
Factor de Crecimiento Transformante-afa (TGF-c), la Amfiregulina (AR), el Factor de
Crecimiento Derivado de Schwannoma (SDGF), el Factor de Crecimiento parecido al
Epidérmico que se une a Heparina (HB-EGF), el Factor de Diferenciacion neu (NDF) 6
Heregulina, la Betacelulina y la Cripto (Carpenter, et al., 1990; Massagué & Pandiella,
1993); siendo caracteristica de ésta familia de GF, la presencia de una o varias
unidades estructurales de EGF en su dominio extracelular. El EGF maduro, es una
cadena polipeptidica sencilla de 53 residuos de aminodcidos, con un peso molecular
de 6 kDa v con 3 uniones disulfuro (Laurence, ef él.. 1990). Se ha demostrado que el
EGF es un modulador positivo y negativo de la proliferacién de células epiteliales y
fibroblastos, ademds de influir en la diferenciacién celular de fas mismas (Carpentér.
etal., 1990; Laurence, et al., 1990). Como modulador positivo, es mitogénico ya que
activa la sintesis ds DNA, asi como cambios cominmente asociados con la divisién
celular, como el incremento en los niveles de la ornitina descarboxilasa y los

productos de los genes c-jun y c-fos (Massagué & Pandiella, 1993).

Otro de los GFs mejor estudiados dentro de la familia del EGF, es el TGF-a., el
cual es producido por varias lineas celulares tumorales y por células transformadas
por retrovirus y oncogenes (Goustin, et al, 1986; Stoscheck, et al., 1986; Derynck,
1988; Massagué, 1990). El TGF-a maduro, es un péptido de 50 aminoacidos que
tiene el 33% de homologia con e! EGF y se une con indistinguible afinidad al receptor
para EGF, en la mayoria de los tejidos que han sido examinados. Sin embargo, la
liberacién del receptor en el medio dcido de los endosomas es més rapida con TGF-o
que con EGF; siendo ademas, el TGF-a mds potente que el EGF en la activacién de la

angiogénesis (Derynck, 1988; Castellani, at al., 1994; DeVita, 1997).
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El EGF y algunos otros Factores de Crecimiento relacionados con el EGF, como
el TGF-a, actian a través del receptor para EGF (Carpenter, 1987; Waterfield, 1989).
El EGF-R, proviene de una subfamilia de receptores que son homdloegos entre si por
sus caracteristicas estructurales y por secuencias homélogas en el dominio catalitico.
Esta subfamilia ademas de contener al EGF-R también lamado HER 6 erbB; incluye al

erbB2/HER2/neu, al erbB3/HER3 y al erbB4/Tyro2 (Eccles, et al., 1994).

El EGF-R se ha aislado en forma activa o parcialmente activa, de higado de
ratén, de placenta humana (Ullrich, et al., 1990) y se ha localizado en diferentes
tejidos humanos de origen epitelial y en tipos celulares mesenquimatosos (Gusterson,
1984; Damjanov, et al., 1986). De la informacién obtenida de estos trabajos, se ha
descrito que a nivel genético y molecular, el gen de! EGF-R, se localiza en el brazo
corto del cromosoma 7, en el locus p14-q12 (Kageyama, et al., 1988; Oberg, 19390,
Carpenter, et al., 1991). EIl gen del receptor consta de 26 exones con algunos
intrones muy grandes. Su promotor carece de caja TATA y caja CAAT, pero contiene
multiples cajas GC asi como varios sitios de inicio transcripcional (Kageyama, et al,
1988). También en la region promotora, hay 8 sitios de unidn de proteinas nucleares
{como el factor franscripcional Sp1, el cual se ha demostrado que incrementa la
eficiencia en la transcripcién del gen EGF-R), incluyendo a las cajas GC. Finalmente,
las células que expresan EGF-R, transcriben dos especies de RNAm, uno de 10.5 Kb
y otro de 5.8 Kb que hibridan con sondas de cDNA del receptor (Kageyama, et al.,
1988; Oberg, 1990).

A nivel bioquimico el pro-EGF-R, esta precedido en el extremo NH2 terminal, por
un péptido sefal de 24 aminodcidos hidrofdbicos, el cual es cortado después de la
insercion del receptor naciente en la membrana del reticulo endopldsmico.
Posteriormente, el EGF-R es glicosilado y transportado a través del aparato de Golgi

hacia la membrana plasmética. Ademds, et EGF-R maduro se ha descrito como una
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cadena polipeptidica sencilla de 1,186 residuos de aminoacidos con un peso
molecular de 170 kDa (Carpenter, et al, 1990; Oberg, 1990). Estructuraimente, el
EGFR se divide en tres dominios que son e! dominio extracelular, tfransmembranal y
citoplasmico [FIGURA 3] (Carpenter,1987; Carpenter, et al., 1990; Voldborg, et al.,
1997):

A) Dominio Extracelular: Este dominio se caracteriza por su capacidad de unir al
EGF y a otros 5 ligandos parecidos a éste ya anteriormente mencionados (TGF-o, AR,
Cripto, Betacelulina, HB-EGF, SOGF y NDF); asimismo contiene la regién NH,
terminal la cual se puede dividir en 4 subdominios, siendo el subdominio 1l el
responsable de unir al ligando. Estudios con EGF marcado con 128] han demostrado
que la interaccion del EGF con su receptor exhiben dos estados de afinidad distintos:
por un lado tenemos que, aproximadamente 10% de la poblacién total de EGF_-R
tienen una constante de afinidad (Kd) de 3X10-10 M (receptores con alta afinidad);
mientras que el resto de receptores {90%), tienen una Kd de 2X10-9 M (receptores de
baja afinidad) (Carpenter, 1987). Este dominio extracelular, estd constituido por 621
aminodcidos y esta glicosilado en 10 u 11 residuos de asparagina. Esta glicosilacion
constituye aproximadamente el 40% de la masa del dominio externo, lo que puede
contribuir a la extrema resistencia del EGF-R a la accién de proteasas. Ademds, tiene
51 residuos de cisteina, lo cual constituye un alto contenido de ésta molécula
(aproximadamente 10%) en el receptor. Estos residuos estan preferencialmente
dispersos en 2 regiones y que tal vez tengan un papel importante en la resistencia del

EGF-R hacia las proteasas (Carpenter, et al., 1990).
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(Tomado de Voldborg, et al., 1997}
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B) Dominio Transmembranal: E! dominio transmembranal consta de 23
aminoacidos hidrofobicos y parece no tener influencia en las sefiales de transduccién
a través de la membrana, pero si importancia en el anclaje del receptor a ésta

(Carpenter, et al,, 1991).

C) Dominio Citoplasmatico: Este dominio se caracteriza por su actividad
funcional intrinseca de tirosina cinasa, la cual es responsable de la transduccion
intracelular y amplificacion de las sefales extracelulares iniciadas por fa interaccion
del EGF con el receptor {Fantl, et al., 1993). Este dominio esta compuesto de 542
aminodcidos; de éstos, una regién de aproximadamente 300 residuos es homdloga al
dominio catalitico de la proteina tirosina cinasa codificada por el gen src. Ademds,
contiene un sitic de unién para ATP en el residuo de Lisina 721 y en el extremo
carboxilo terminal contiene 5 sitios de autofosforilacién que corresponden a los
residuos de tirosina 992, 1068, 1148, 1173 y 1186 (Ulirich, et al, 1990). La funcién
més importante del EGF-R, es la de mediar la transmisién intracelular y amplificacion
de las sehales extracelulares iniciadas por la unién del EGF en la superficie celular;
esta funcion del EGF-R, es la llamada Transduccién de Senales (Oberg, 1990). La
serie de eventos que conlleva a la transduccidn de sefiales, se resume a continuacion

(Fantl, et al., 1993; Voldborg, et al., 1997):

1. La unién de alguno de los ligando especificos al receptor, induce cambios
conformacionales en el dominio extracelular de éste, promoviendo asi la dimerizacién
de! receptor. Estos complejos diméricos pueden {levarse a cabo como homodimeros

o bien pueden formase heterodimeros con otros miembros de la familia del EGF-R.

2. La dimerizacién del EGF-R, conduce a la autofosforilacion. Cuando los dominios
extracelulares del receptor dimerizan, los dominios citoplasmaticos se juxtapcnen, lo

que produce un cambio conformacional que estimula la actividad catalitica del
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receptof, induciendo asi, una mitua transfosforilacion de las dos moléculas
receptoras dimerizadas a nivel del carboxilo terminal. La autofosforilacién se lleva a
cabo en 5 residuos de tirosinas especificas (Tyr: 1173, 1148, 1086, 1068 y 992); la
mayoria de ellos fuera del dominio catalitico, siendo la Tyr 1173 el sitio de
autofosforilacién mds importante ya que cuando experimentalmente es removido, se
ve reducida la autofosforilacion en los otros residuos tirocina cinasa y la induccion del

crecimiento celular por el EGF, se reduce también en un 30% (Fantl, et al., 1993).

3. La transfosforitacién resulta en la activacién de los EGF-R diméricos que, a su
vez, fosforilan substratos 6 blancos citoplasméticos con actividad de tirosina cinasas.
Este hecho implica que un segundo cambio conformacional de los receptores
dimérizados, ocurre después de su transfosforilacion; lo que permite al dominio
catalitico, fosforilar otras moléculas substrato. Los residuos de tirosinas ya
fosforilados del receptor, son reconocidos por proteinas intracelulares que contieﬁen
dominios SH2 (son dominios polipeptidicos homdlogos conservados, codificados por
el gen src). Entre las proteinas que contienen las regiones SH2 y que interactian
directa 6 indirectamente con el EGF-R autofosforilado se encuentran las enzimas
como la Fosfolipasa C (PLC-y1}, GAP y syp que es una fosfatasa fostotirosina; asf
como moléculas adaptadoras no enzimaticas como la subunidad p85 de la fosfatidil
inositol 3 cinasa (PI3), y las proteinas homdlogas a src como She, Grb-2 y Nek (Fantl,

etal, 1993).

4. Una vez ocurridas las fosforilaciones, los receptores dimerizados y unidos a su
ligando, se internalizan {lo que parece depender de Ia actividad tirosina cinasa del
EGF-R), degradandose posteriormente por endocitosis. A su vez, los endosomas
experimentan acidilicacion, incrementando asi la disociacién del complejo EGF/EGFR.
Una vez endocitados, la segregacion de los EGF-R no ocupados y los ocupados por

su ligando, ocurre dentro de vesiculas designadas como CURL (compartment of
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uncoupling receptor and ligand). Los receptores no ocupados pueden regresar a la
superficie celular {reciclamiento del EGF-R); mientras que los ocupados son
degradados por lisosomas. Se ha observado, ademds, que el complejo EGF-EGFR al
internalizarse, se fosforila en residuos serina y treonina en su dominio intracelular; lo
que ocasiona que el receptor sea poco sensible, es decir que es menos eficiente para

mediar la transduccion de sefales cuando es reciclado a la superficie celular.

5. La autofosforilacién de los receptores dimerizados, provoca el reclutamiento de
substratos que tienen una alta afinidad por el receptor, produciendose asi, la
transduccidn de sefales a través del EGF-R activado. La sefial es propagada de
diversas maneras, desde la membrana celular hasta el nicleo, de donde se deriva la
respuesta celular; por lo que la fosforilacion de tirosinas, es el evento clave en la
transduccion de sefales mediada por ei EGF-R. Especificamente, hay tres clases

principales de substratos primarios del EGF-R:

a) Enzimas cuya actividad puede ser alterada directamente por la fosforilacién o
pueden adquirir acceso a sus substratos por translocacién a la membrana plasmatica;
ademds de contener los dominios de SH2. Dentro de éste grupo de substratos
enzimaticos se encuentra la Fosfatidil inositol (PI3 cinasa p110); la Fosfolipasa C
(PLCy1 y PLCy2); GAP a través de la via de ras; SH-PTP1; syp; fosfatasa fosiotirosina,
entre otras {Ullrich, et al, 1990; Van der Geer, et al,, 1996; Voldborg, et al, 1997),

b) Proteinas que carecen de un dominio catalitico cbvio. Estas proteinas
comunmente contienen dominios SH2 y SH3 (que es otro dominio que exhibe
homologia con otra regién polipeptidica codificada por el gen src) y se conocen como
adaptadores porque se piensa que sirven como intermediarios en el paso de sefnales
entre el EGF-R y las moléculas que tienen la actividad catalitica y que se encuentran

por debajo de la sefial del receptor. En éste grupo se encuentran las proteinas y
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coldgenas homdlogas a src (SHC); la subunidad p85 de la PI3 cinasa y Nck, entre

otras (Ullrich, et al, 1990; Van der Geer, et al., 1396; Voldborg, et al., 1997}.

¢) Proteinas estructurales cuya fosforilacién puede ser responsable del rdpido
rearreglo del citoesqueleto y de la membrana, eventos que cominmente ocurren
después de la activacidén del EGF-R. Proleinas como la caderina, la conexina, la
clatrina, las cateninas, entre otras; se encuentran en éste grupo (Ullrich, et al., 1990,

Van der Geer, et al., 1996; Voldborg, et al,, 1997).

Pero ademas de éstos substratos primarios del EGF-R, hay una gran variedad de
respuestas celulares coriginadas por el EGF-R activado, que se explican como una
consecuencia de la accion de éstos substratos primarios; por ejemplo, la estimulacién
de la via MAP cinasa y Raf a través de Ras, que se sabe que activa factores
transcripcionales especiticos que conducen a la sintesis de DNA y proliferacion
celular; otros como la liberacidén de Ca2+ de compartimentos intracelulares a través de

la via de PLCy [FIGURA 4] (Fantl, et al,, 1993; De Vita, 1997; Voldbbrg, et al, 1997).
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La tirosina cinasa de EGF-R, est4 también involucrada en la progresién de las
células a ta Fase G, y a la Fase S del Ciclo Celular (Voldborg, et al,, 1997). En el ciclo
celular, Ja respuesta mitogénica ocurre en dos partes: las célutas quiescentes deben
primeramente ser estimuladas a avanzar a la fase G del ciclo celular, por los
“Factores de Competencia”; luego recorrer la fase G, y comprometerse a la sintesis de
DNA bajo fa influencia de los “Factores de Progresion”. Dentro de los Factores de
Competencia, se encuentran el Factor de Crecimiento Derivado de Plaguetas (PDGF),
el Factor de Crecimiento Fibrobladstico (FGF) y el Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGF); mientras que en los Factores de Progresidn, se encuentra el Factor de

Crecimiento parecido a la Insulina (IGF-1) (DeVita, 1997).

La transicién a través de la fase Gy requiere de la estimulacién sostenida de
factores de crecimiento, por un periédo de varias horas {FIGURA 5). Si la sefal es
interrurnpida por un peridde de tiempo corto, la célula revierte al estado de Go. Hay
también un periddo critico en G, en el que la estimulacién simuitanea por ambos
factores es necesaria para permitir la progresion a través del ciclo celular. Después
de éste punto de restriccién, sélo la presencia de un “factor de prograsién”, como el
IGF-1, es necesaric. Asi que el EGF es uno de los Factores de Crecimiento que

causan que las células en reposo o fase Gy, entren y prosigan a través del ciclo

celular {(Aaronson, 1991; Lukas, et al., 1996).
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FIGURA 5. Requerimientos de factores de crecimiento
durante el ciclo celular.
(Tomado de Aaronson, A.S., 1991).
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V. El Receptor para el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF-R) y su
papel en el desarrollo del Cancer.

Alteraciones genéticas en las vias de senalizacion de los GFs, estdn
relacionadas al desarrollo anormal y a una variedad de enfermedades crénicas,
incluyendo el cdncer. Las células neopldsicas, por tanto, son el resultado de la
progresion de eventos genéticos alterados que incluyen, entre otros, la expresién no
regulada de los GFs, sus receptores o de componentes en sus vias de sefializacion.
El EGF, es uno de los GFs mas estudiados en enfermedades de tipo neopldsico,
encontrando gue células tumorales de gldndula salival, rifdn y vejiga, lo producen y
secretan (Stoscheck, et al, 1986; Aaronson, 1991). Sin embargo, la evidencia que
sugiere que el EGF per_se esta asociado con la induccidn, promocion e invasién de
células tumorales no es contundente (Stoscheck, et al., 1986). En contraste, se ha
observado que células malignas tienen una respuesta incrementada hacia el TGF-a,
ademas de expresar grandes cantidades de EGF-R (Stoscheck, et al, 1986; Derynck,
1988).

Hasta ahora, la gran mayoria de las investigaciones en relacién al EGF/TGF-a y
cancer, se han enfocado principalmente al EGF-R (Eccles, et al., 1994; Voldborg, et
al, 1997). En un gran nimero de tumores humanos, el estatus del EGF-R estd
alterado debido a sobre-expresion y/o mutacién de éste (Eccles, et al, 1994:
Voldborg, ef al, 1997). La senalizacién amplificada del EGF-R como consecuencia de
su alteracion, puede inducir un crecimiento celular descontrolado y un fenotipo
maligno. Aparte de las mutaciones en el EGF-R, la sobre-expresion del mismo o de
sus ligandos o la co-expresidn de ligandos y receptor, puede conducir a una
lransduccién de sefales anormal mediada por el EGF-R. Esto sugiere que el receptor

juega un papel importante en el desarrollo del fenotipo maligno.
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Numerosas deleciones en el RNAm del EGF-R, han sido cobservadas en
diferentes neoplasias; los primeros trabajos reportados fueron en glioblastomas
(Libermann, et al, 1985); pero recientemente también se han encontrado en
carcinomas de pulmon de células no pequeias (Garcia de Pallazzo, et al,, 1993);
cancer de mama, y carcinoma de ovario, entre otros {Moscatello, et al., 1995;
Wikstrand, et al, 1995). Las deleciones se |ocalizan tanto en la porcion del RNAm
que codifica para el dominio extracelular como en la que codifica para e dominio
intracelular del EGF-R. Un gran nimero de éstas deleciones son el resultado de
rearreglos gendmicos asi como de “splicings” alternativos en el RNAm (Sugawa, et al,
1990). Dentro de las deleciones detectadas en el dominio extracelular del EGF-R, se

han observado principalmente tres tlipos; las cuales se han denominado como:
EGFRvI, EGFRvll y EGFRviII (Voldborg, et al., 1997).

a) Eltipo EGFRv, la cual es una delecion total del dominio extracelular semejante
a la oncoproteina v-erb-B (Eccles, et al,, 1994); en este caso el receptor se encuentra
constitutivamente activo y no puede ser regulado por el EGF. Esta delecidn sélo se ha
cbservado en una linea celular derivada de un glioma maligno (Kris, et al., 1985;

Bigner, et al,, 1990).

b) Eltipo EGFRvIl, contiene una delecidén en el aminodcido B3 del subdeminio IV
{rico en cisteinas), de la regién extracelular del receptor y se ha observado en gliomas
con el gen del EGF-R amplificado (Humphrey, et al., 1991; Wong, et al, 1992). Este
tipo de EGF-R es capaz de transducir la sefial de proliferacion celular e invasion in
vitro y responder a GFs de manera simitar al EGF-R silvestre. Ademds, el EGFRvII no
se ha observado que tenga alguna influencia en el fenotipe maligno del glioblastoma;

por lo que puede sdlo ser el resultade de la amplificacién del gen del EGF-R

(Humphrey, et al., 1991).
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¢) El tipo EGFRvHI, es el mds frecuente en neoplasias humanas y no se ha
detectado en tejido normal. Presenta una mutacién resultado de un rearreglo
intragénico que dd como consecuencia una sobre-expresién de un transcrito que
carece de los exdnes 2 al 7; lo que representa 801 pares de bases. En algunos casos
ésta alteracion se origina por un “splicing” alternativo del RNAm. El receptor en si,
carece de los aminoacidos 6 al 273 correspondientes a los subdominios | y H, del
dominio extracelular (Sugawa, et al., 1990; Moscatello, et al, 1995). Ademds este gen
EGFRvIll muchas veces estd amplificado; lo que origina su sobre-expresién en células
tumorales (Bigner, et al,, 1990). Esta modificacién se ha detectado en mas del 50%
de gliomas de alto y bajo grado (Humphrey, et al,, 1990); en carcinomas de pulmén
{Garcia de Paltazzo, 1993); y en cancer de mama entre otros (Wikstrand, et a/., 1995).
Es importante mencionar, que la sobre-expresién del EGFRvIIl, no excluye una
posible sobre-expresién del EGF-R silvestre. El EGFRuvIII, no es capaz de unir ligando
ya que carece del sitio de unidn; por lo que esti constitutivamente activado de tat
manera que estimula la proliferacidn celular e incrementa la tumarigenicidad de
células de glioma transfectadas en ratones desnudos (Nishikawa, et al., 1994),
Ademas, este receptor mutado tiene niveles de activacion menores a los de! EGF-R

silvestre y no es internalizado (Huang, et al., 1997).

De las modificaciones mas imporiantes en el receptor, se tiene la amplificacién
del gen de EGF-R, la cual se ha detectado en diversos tumores como carcinomas de
pulmén y de eséfago (Hunts, et al, 1985); en lineas celulares de carcinoma escamoso
humano {Yamamoto, et al., 1986); en carcinoma de ovario entre otros (Henzen-
Logmans, et al., 1992), pero donde mayormente se ha detectado es en glioblastomas
en donde aproximadamente el 40% de ellos presentan esta modificacién en el

receptor (Libermann, et al, 1985; Malden, et al., 1988; Schiegel, ot al., 1994).
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Otra modificacién importante es la sobre-expresion del EGF-R, la cual se ha
observado frecuentemente, con el uso de diversas técnicas de deteccion
(inmunohistoquimica, ensayos de unién, citofluorometria, western blot, ELISA), en
distintos tumores. Tal es el caso del cancer de mama {Spitzer, et al,, 1988; Barker, et
al., 1989; Torregrosa, et al., 1997); cancer de vejiga (Smith, et al., 1989, Lipponen, et
al, 1994; Ruck, st al., 1997); cancer de célon (Radinsky, et al., 1995); cdncer de
préstata (Glynne-Jones, et al., 1996); y carcinoma de endométrio, entre otros (Lelle, et

al., 1993).

De las anomalias detectadas y reportadas para el EGF-R en biopsias y/é
muestras de céncer del cérvix humano, la mas frecuente es la sobre-expresion
(Miyazawa, ef al., 1992). En la mayoria de estos trabajos, se dan evidencias claras de
que el EGF-R, puede jugar un papel fundamental como factor prondstico en el CaCuU,
cuando ia sobre-expresidn del receptor se correlaciona con un mal prondstico de las
pacientes analizadas. Sin embargo, ésta asociacién es todavia controversial, ya que
existen otros reportes como los de Sato et al., (1991), Hayashi et al, (1991} y mas
recientemente el de Scambia et al, (1998) cuyos resultados no correlacionan con
ningun factor prondstico clinico de éste tipo de neoplasia. Por lo tanto, la sobre-
expresién del EGF-R en el CaCU hasta el momento, ng ha aportado informacién
precisa para establtecer y definir el papel bioldgico del EGF-R en el desarrollo de éste

tipo de neoplasia.
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. ANTECEDENTES

E! Receptor para el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF-R), participa
activamente en los mecanismos de control celular como la proliferacion y
diferenciacién; por lo que una expresion o funcién anocrmal del mismo, puede estar
involucrado en la iniciacién y progresion de diversas necplasias humanas, incluyendo

la del Gérvix Uterino.

Las anomalias del EGFR detectadas y reporiadas en tumores del cérvix uterino
humano, han sido predominantemente a nivel de sobre-expresién del receptor y
basicamente se ha determinado cuantitalivamente (niveles altos del receptor), asi

como cualitativamente (expresién o presencia alterada del receptor).

Las observaciones realizadas con respecto a la presencia del EGF-R en CaCU,
por ensayos inmunchistoquimicos, se iniciaron con el trabajo de Gullick, ef al. {1986)
donde reportaron la sobre-expresidon del EGF-R en tejidos de CaCl epidermoide.
Maés tarde, Goppinger, et al. (1989), como resultado del andlisis de 43 biopsias de
tejido cervical, encontré que la inmunoreactividad para el EGF-R en el epitelio
escamoso normal, esta confinada a las capas basal y parabasal del epitelio. Sin
embargo, en todas las lesiones de tipo NIC, la sefnal positiva para el receptor en el
inmuno ensayo fué homogénea a lo largo de toda fa lesion, ademas de presentar un
elevado contenido de EGF-R. Por su parte Berchuck, et al. (1990), también demostrd
por inmunohistoquimica que el EGF-R es caracteristico de queratinocitos basales del
epitelio cervical normal. En contraste, el receplor fué expresado por células
escamosas indiferenciadas, a lo largo de toda la capa epitelia! en lesiones como
metaplasia escamosa, condiloma y carcinoma in situ; solo en los casos de CaCU

invasor, la presencia de EGF-R fué de moderada a fuerte en toda 1a lesion.
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Un estudio interesante, es el de Maruo, et al. {1992), en el que ademds de
encontrar inmunoreactividad para el EGF-R en la mayoria del epitelio displdsico y
cancer in situ como lo reportado anteriormente; en los carcinomas invasores observo
grandes diterencias en la expresién del EGFR en la mayoria de los tipos
histopatolégicos. Asi, en los casos de carcinoma epidermoide no queratinizante de
células grandes y en los gqueratinizantes, mostraron alto contenido del receptor.
Mientras que en los carcinomas epidermoides no queratinizantes de células
pequenas, no presentaron inmunoreaccion para €l EGF-R. Estos resultados sugieren
que la sobre-expresion del EGF-R, puede estar involucrada en las etapas iniciales de
la tumorigénesis del CaClU y sugiere que la expresién del EGF-R puede estar muy
relacionada con el grado de diferenciacién en el que se encuentren las células en el

momento de la transformacion.

Otro grupo de investigadores (Hale, et al., 1993), analizd distintos tipos
histopatoldgicos de CaCU y confirmaron la correlacion existenle entre la scbre-
expresion del EGF-R con un pobre pronodstico clinico, pero sdlo para los casos de
CaCU adenoescamosos y no en los epidermoide y adenocarcinomas.
Interesantemente, ésta asociacion se encontré primordialmente en casos de CaCU
con noduios lintaticos negativos. Sin embargo, en estudios como el de Hayashi, et al.
(1991}, no pudo correfacionar la expresion del EGF-R y la presencia de nddulos
linfaticos, concluyendo asi que la expresion del EGF-R, es independiente del

significado pronéstico.

Por otra parte, se han realizado observaciones interesantes con referencia a los
niveles del EGF-R en tejido neoplasico del cérvix, a través de ensayos de union con
EGF marcado con 125, En este tipo de ensayos, por ejemplo Bauknechl, et al {1989),

demostrd la presencia del EGF-R en el 83% de los casos analizados de CaCU; y de
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éstos, el 30% tuvieron incrementado los niveles del receptor comparado con el tejido

control no maligno.

Por su parte, Pfeiffer, et al. (1989), encontré grandes cantidades de EGF en
estratos de tumores cervicales de pacientes con nddulos linfaticos metastdsicos y con
una sobrevida menor a los 5 afios. Ademds, las pacientes con altos niveles de EGFR
(>100 fmoles/mg proteina), tuvieron un alto porcentage de recurrencias o murieron
debido al CaCU comparadas con aquelfas pacientes que fueron negativas para el
receptor. Por lo que éstos investigadores sugieren que los niveles de EGF-R, son

indicativos de carcinomas cervicales biolégicamente mds agresivos.

Lagrange, et al. (1993) utilizando también ensayos de unién, demostré que
ademas de los niveles elevados del EGF-R en tumores del cérvix, existia diferencia en
los niveles del receptor encontrados en tumores epidermoides que en los
adenocarcinomas. Al correlacionar sus resultados con algunos parametros clinicos
de importancia, encontraron que los tumores con altos niveles de EGF-R fueron mas
radiosensibles que los tumores con bajos niveles del receptor. Sin embargo, en el
trabajo realizado por Scambia et al., (1998), en una serie de 90 pacientes con CaCU;
sugieren que el EGF-R no posee ningtn valor prondstico para las pacientes: ya que
no encontraron ninguna correlacién entre la expresién del EGF-R con la presencia de
nodulos linfdticos metastdsicos, edad, grado histolégico, tamafo tumoral, respuesta a

tratamiento y sobrevida.

Utilizando otras técnicas de deteccién para el EGF-R, otros investigadores
también han reportado alteraciones del EGF-R en CaCU; asi por ejemplo, en ensayos
de ELISA, utilizando un anticuerpo monoclonal anti-EGF-R, Kim et al. (1996), encontrd
que en el 73% de los casos de CaCU invasor y en el 25% de los NICs, se presenta

una sobre-expresion del EGF-R; y cuando correlacionaron sus resultados con algunos
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pardmetros clinicos, encontraron que los tumores mayores de 4cm, tuvieron altos
niveles de EGFR; por lo que se sugiere un comportamiento biolégico mas agresivo y
con mayor proliferacién de éstos tumores. Por su parte, vanDam, &t a/. (1991), usando
el método de citofluorometria, encontrdé que el 38% de los casos mostraron una sobre-
expresion del receptor. Mientras que Kimming, et al. (1997), utilizando el mismo
“ método, encontré que sélo el 10% de los casos mostraron sobre-expresién del
receptor. Finalmente Mittal, et al (1990), por Hibridacién IN SITU demostré que la
expresion del RNAm para el receptor en tejido de pacientes con NICs, fue
generalmente homogénea en toda la lesién y se incrementd conforme la lesién fue
de moderada a severa. En general estos resultados sugieren que el EGF-R se sobre-
expresa en sélo un pequeno grupo de pacientes con CaClU y que ésta sobre-
expresion del receptor va ligada a un comportamiento bioldgico mds agresivo, con
mayor proliferacién del tumor y con un pobre prondstico de sobrevida para el

paciente.

Los reportes son diversos pero poco numerosos; sin embargo, aunque la
mayoria de estos trabajos, dan evidencias de que el EGF-R puede jugar un papel
fundamental como factor prondstico en CaCU, en otros trabajos no se ha podido
determinar la importancia del EGF-R en la carcinogénesis del cérvix. Tal vez ésta
controversia se deba, a que la sobre-expresion del EGF-R que se observé en los
diferentes ensayos, varié desde 6 hasta 81% de positivos en pacientes con CaCU. Es
posible, que las discrepancias en éstos resultados se deba a los diferentes grados de
sensibilidad que se alcanzan con las distintas técnicas que fueron empleadas. Sin
embargo, aun no queda claro si los niveles de expresidon del receptor o
modificaciones en el gen pueden ser empleadas como factor prondstico y de

sobrevida para pacientes con diferentes grados de lesiones de CaCU.

30



Por otro lado, es importants definir, si es posible que las anomalias repontadas
para el EGF-R, son producto de alteraciones tanto en el gen que codifica al receptor,
como alteraciones en su transcrito. Ademds no se ha podido identificar si el
papilomavirus (HPV), participa en la modulacion de la expresién del EGF-R durante el
desarrollo del CaCU. En reportes previos Goppinger, et al. (1989) por un lado y von
Doeberitz et al. (1990) por otro, no pudieron demostrar ninguna correlacion entre la
presencia de HPV y niveles incrementados del EGF-R. Sin embargo, no fué hasta
anos recientes que se han publicado diversos reportes en los que se dan evidencias
que involucran a los oncogenes de HPV en la regulacién, a diversos nivelss, de la
expresion del EGF-R. Es asi como los experimentos de Straight, et al (1993),
trabajando con lineas celulares de fibroblastos y queratinocitos humanos, sugieren
que el producte del gen E5 de HPV1§, altera el reciclamiento del EGF-R, lo que
incrementa la vida media del mismo. Mas adn, Banks et al., {1993) postulan que.en
lesiones de bajo grado ¢ premalignas del cérvix, el producto de E5 pueds estimular
las sefiales del EGF-R en respuesta a bajos niveles de ligando (EGF); lo que a su vez
eleva los niveles de expresion de ¢-fos a nivel nuclear, Recientemente, Ben-Bassat,
et al. (1997), observé un decremento en el crecimiento celular de queratinocitos
humanos transfectados con HPV 16, al introducir inhibidores del EGF-R. Por su parte,
Hu, et al. (1997), demostré que la introduccion de unidades de transcripcién de un
antisentido de E6/E7 de HPV 18 y un sentido de Rb é una combinacién de ambas
unidades transcripcionales en células Hel a, resulta en el decremento de los niveles
de expresion protéica de EGF-R; aunque no se vieron atectados los niveles de

transcripcion (RNAm) de éste.

Debido a que e! CaClU es la neoplasia de mayor incidencia en nuestro pais
como ya se explicd muy ampliamente, es necesario y fundamental tener un mayor

conocimiento bioldgico y molecular de! mismo; para poder definir en un futuro, nuevas
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estratégias de diagndstico, prondstico y terapia que ayuden a reducir el nimero de
casos de CaCU que se presentan en México. Hasta el momento, la alteracion mas
importante que se ha reportado para el EGF-R en pacientes con CaCU, es la sobre-
expresion, Sin embargo, esto no ha sido suficiente para discernir el papel bioldgico
del EGF-R en la carcinogénesis del CaCU. Es posible que la sobre-expresion del
receptor sea producto de alteraciones tanto en el gen del EGF-R (amplificacién,
delecién), como de su transcrito (RNAm). Es por ello, que nosotros estamos
interesados en determinar y definir el papel del EGF-R en el desarrollo del CaCU, a
través de la identificacion de variaciones en la expresién del EGF-R y si ésto es el
resultado de una sobre-expresién a nivel traduccional o si es el gen el que se ve

medificado en los pacientes con CaCU.
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HIPOTESIS

Dado que el EGF-R tiene un papel imporante en los mecanismos que regulan la
proliferacién celular y debido a que éste es uno de los receptores que se ha visto
afectado en diversos tipos de cancer; se espera observar algtn tipo de alteracién en
pacientes con CaCU, ya sea a nivel de proteina y RNA {incremento en los niveles de
expresion del receptor é de sus transcritos), 6 a nivel del gen (amplificacidn, delecién)

que fo codifica.

OBJETIVO GENERAL

ldentificar posibles alteraciones en el receptor para el EGF, a nivel
transcripcional (proteina y BNAm) y/6 a nivel de! gen, en pacientes con Cancer

Cérvico Uterino Invasor.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar posibles alteraciones en la expresion protéica del EGF-R en biopsias
de pacientes con CaCU, utilizando las técnicas de inmunohistoguimica y Western
Blot.

2. Determinar posibles alteracicnes en los niveles de transcripcién del RNAm del
EGF-R en biopsias de pacientes con CaCU, por medio de Hibridacion IN SITU .

3. Determinar alteraciones, como amplificacion y/6 deleciones del gen que codifica
para el EGF-R en biopsias de pacientes con CaCU, por Southern Blot.
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MATERIALES Y METODOS

terj iol6qgi risti Yini

Un total de 22 pacientes con Cdncer Cérvico-Uterino (CaCU) Epidermoide
Invasor libres de tratamiento (edad promedio 46.77 + 13.61 afos}; y 20 mujeres sin
lesién neoptdsica del cérvix uterino (CN), como grupo control {edad promedio 43.2
8.64 afos); fueron analizadas. La muestra de tejido se obtuvo por biopsia 6 por
excision quirdrgica, del Servicio de Ginecologia del “Instituto Nacional de
Cancerologia” y del Servicio de Gineco-Obstetricia del Hospital General *Manuel Gea
Gonzdlez", resp'ectivamente. De las 22 pacientes con CaCl, 12 tuvieron un
diagndstico histopatolégico de Carcinoma Epidermoide No Queratinizante; 8
presentaron Carcinoma Epidermoide Queratinizante y 2 tuvieron otros tipos
histopatolégico {Adenocarcinoma y Carcinoma /N SITU). Y del total de fas pacientes,
15 (68.2%), tuvieron un estatus hormonal de menstruantes y 7 {31.82%), fueron
menopausicas.

De las 20 pacientes con CN, 12 tuvieron un diagnéstico histopatoldgico de
Cervicitis Crénica Inespecifica y las otras 8, ademds de Cervicitis, presentaron
asociado otro tipo de padecimiento; como hiperplésia 6 degeneracién coilocitica 6
quistes mucinosos ¢ degeneracién glandulocitica 6 metaplasia epidermoide, Y del
total de las pacientes, 14 (70%) tuvieron un estatus hormonal de menstruantes, en
tanto que las 6 (30%) restantes, presentaron un estatus hormonal de menopdusia.

Todos los tejidos tuvieron un peso minimo de 300 mg y desde el momento en
que se obtuvo el tejido y durante todo el procesamiento del mismo, se manipuld a
40C. Cada uno de los tejidos 6 muestras colectadas, se lavaron con solucién salina
fria de NaCl al 0.9%, hasta que no hubo residuos de sangre, necrésis y detritus
celular. Finalménte, las muestras se colocaron en papel aluminio, se etiquetaron y
almacenaron a -700C, hasta su siguienie procesamiento.
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Inmunohistoquimica:

Se determiné la presencia del EGF-R en el tejido de CaCU y en el de CN, a
través de la técnica de Inmunohistoquimica por marcaje indirecto (ABC), descrita por
Goppinger, et al. (1989). Para el ensayo se usaron 2 anticuerpos anti-EGF-R; uno que
reconoce el dominio extracelular del receptor (clona EGFR-1 de Amersham,
Inglaterra); y otro que reconoce ¢l dominio intracelular del mismo receptor {clona Ab-4
de Oncogene, USA). Brevemente, el ensayo se llevé a cabo en cortes de tejidos
congelados de Sum de grosor, los cuales se fijaron en acetona y rehidrataron con
buffer de fosfatos (PBS: KCI 2.6mM, KH2PO4 1.5mM, NaCl 0.140 M y NaHPO4
8.2mM). Posteriormente se incubaron con el anticuerpo EGFR-1 (dil: 1:10) 6 con e!
anticuerpo Ab-4 (dil: 1:75) por 18 hrs a 40C; y después con un segundo anticuerpo
biotilinado (IgG) por 1 hr a 379C, revelando con 3-3-diaminobencidina como
cromégeno y contrastando con hematoxilina de Harris. La inmunoreactividad 6 sehal
especitica positiva, se identificé por la presencia de una tincién de color caté.

Cortes de tejido humano de placenta y de masculo liso de utero, se incluyeron
como control positivo y negativo, respectivamente. Para todos los tejidos, se evalud la
presencia de Vimentina (Dako; California, USA) para identificar que los tejidos se
encontraban en buen estado. Ademds, en un corte de cada tejido, se omitid el primer
anticuerpo, como control interne negativo; para determinar inmunoreaccién no
especifica por peroxidasa endégena.

La evaluacion semicuantitativa de la intensidad inmunoreactiva en las células
tumorales de los tejidos de CaCUl, se definié en una escala de tres puntos de acuerdo
a ltakura, et al., (1994), de la siguiente manera: 1. (++)} = inmunoreactividad fuerte
para el EGF-R; aquella cuya intensidad fué equivalente a ta observada en el
trofoblasto placentario; 2. (+) = inmuncreactividad moderada para el EGF-R, aquella
cuya intensidad fué menor a la observada en el trofoblasto placentario; y 3. (=) =
inmunoreactividad negativa para el EGF-R, equivalente a lo observado en el
musculo liso de atero [FIGURA 6, Ay B).

Ademads, se llevé a cabo la clasificacion del Patrén de Distribucion de las células
inmunoreactivas para el EGF-R, como: 1. Hm = patrén Homogéneo; tejido que
mostré tener en todas sus células, una inmunoreactividad para EGF-R ya sea fuerte
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(++) 6 moderada (+); 2. Ht = patrdon Heterogéneo; tejido que mostro tener en un

mismo corte, una combinacién de inmunoreactividad fuerte (++) y moderada (+) para
el EGF-R.

FIGURA 6 Tincién inmunohistoquimica para el Receptor del Factor
de Crecimiento Epidérmico (EGF-R), en cortes de tejido
congelado humano de placeta {control positivo) y muscu-
lo liso de atero (control negative). A) Localizacién de la in-
munoreaccién en el trofoblasto placentario [Ver Flecha] {100X). B)
Tejido muscular no inmungreactivo (100X).
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Los tejidos fueron tratados para detectar RNAm por Hibridacién In Situ; de
acuerdo a la técnica reportada por Mittal, et a/. (1990), con algunas modificaciones
realizadas para tejidos congelados. Brevemente, cortes de tejidos congelados de 8
um de grosor, se fijaron en acetona y deshidrataron con alcoholes graduales (30, 70 y
100%); se colocaron a 650C por 3 min y luego a 49C por 5 min, quedando listos para
la Hibridacién, La sonda de cDNA del EGF-R utilizada, fué un fragmento de 1.838 Kb
cortado con Eco R1 del pldsmido pHER-A64-1 (American Type Culture Collection,
USA); la cual se marcé con dCTP [355] por el método de Nick Translation (Amersham,
inglaterra). Cortes de tejido humano de placenta y de musculo liso de utero, se
incluyeron como control positivo y negativo respectivamente, para demostrar la
especificidad de 1a senal de hibridacién. Ademads, como controlas internos de la
técnica, se usé el pldsmido 185 ribosomal como contrel positivo y como controles
negativos el vector pBR 322 ademas de “cocktail” de hibridacién sin sonda. Se
registré como sefial no especifica, la senal de hibridacién localizada sobre el estroma
del tejido de CN.

Sonda ya marcada {1.1 X 104 cpm/ug DNA), se colocé en el cocktail de
hibridacién (0.02% de ficoll, 0.02% de polivinilpirrolidona, Serc Albdmina Bovina 1
mg/ml, EDTA 5 mM, DTT 10 mM, 10% de dextran sulfato, NaCl 0.6M, Tris 10 mM, DNA
de salmén 0.2 mg/ml y 40% de formamida); se desnaturalizé a 96°C por 5 min y se
anadié sobre cada corte de tejido. Los cortes fueron colocados en una cdmara
himeda y la Hibridacién se continué por 18hrs a 379C en un horno de hibridacién
{Lab-line). Los cortes de las muestras se lavaron 2 veces con 2XSSC (NaCl 3M,
Citrato de Sodio 0.3M, pH 7.0), vy 40% de Formamida por 10 min a 400C; un lavado
con 2XSSC por 15 min a 400C; una incubacién con RNAsa en PBS por 1 hr a 370C;
un lavado con 2XSSC por 10 min a 250C: un lavado con 1XSSC por 10 min a 250Cy
un lavado con PBS por 10 min a 25°C. Posteriormente, los cortes fueron
deshidratados con alcoholes graduales; se incubaron con emuision fotogréfica por 7
dias a 4°C, se revelaron con Kodak D-19 y contratifiieron con Hematoxilina-Eosina.
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El andlisis de los resultados se llevd a cabo en un microscopic dptico {Clympus,
Japén), con el objetivo de 100X. La evaluacién se realizé, contando el numero de
granos observados sobre 10 campos consecutivos de 10 células cada campo (100
células totales/ tejido), y se considerd el nimero total de granos/célula y el numero
total de granos/100 células como referencia para e! contenido de RNAm en el tejido.

Preparacién de Membrana Celular y Separacién en Geles de Acrilamida:

De los tejidos, se aislé una fraccion de membrana celular por el método
reportado por Nicholson, et al., (1988). Brevemente, el tejido se homogenizé con
politrén y se centrifugd por 10min a 800xg a 4°C. El sobrenadante resultante, se
centrifugdé por 35min a 100,000xg y el botén membranal que se obluvo, se
resuspendié en solucién de homogenizacion (Tris-HCI 10mM pH 7.4, NaCl 50mM,
PMSF 200uM, Aprotinina 10 ug/ml). Proteinas totales fueron cuantificadas por el
Método de Bradford (1976). La fraccién membranal asi aislada, fué analizada por el
método de electroforésis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGEY); utilizando el
sistema de 2 fases de Laemmli (1970). El gel separador se prepard con 6% de
acrilamida/0.2% de bis-acrilamida, 0.1% de SDS, Tris-HCI 375mM (pH 8.9), 0.05% de
TEMED y 0.05% de persulfato de amonio. Sobre este gel separador, se colocé el gel
concentrador que consistié de 4.5% de acrilamida/0.12% de bisacrilamida, 0.1% de
SDS, Tris-HCI 125mM {pH 6.8}, 0.1% de TEMED vy 0.1% de persulfato de amonio. La
fraccion membranal, se hirvié durante 5 min en el amortiguador de muestra (2% de
SDS, 0.01% de Azdi de Bromofenol, 10% de Gticerol, TRIS-HC! 100mM, pH 6.8).
Cien microgramos de proteina total de la fraccién membranal de las muestras, se
hirvieron en buffer de muestra (2% de SDS, 0.01% de Azul de Bromofenol, 10% de
Glicerol, TRIS-HCI 100mM, pH 6.8) por 5 min y fueron separadas en un gel al 6% por
4hrs a 200V. Finalmente, el gel fué procesado para Western blot, como se describe a
continuacion, o se realizd tincidn de proteinas con azul de Coomassie {0.05% de azul
de coomassie, 40% de metanol).
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Western Blot.

Después de la separacion electroforética, las proteinas del gel fueron
transferidas a una membrana de Nitrocelulosa (0.45um, Millipore, USA) como es
descrita por Towbin et al, (1984), en una mini-cdmara de transferencia (Bio-Rad,
USA), a 4°C por 6h a 50V. El buffer de transterencia que se utilizé, contenia Tris-HC!
25mM, Glicina 192 mM, 20% de Metanol, pH 8.3. Una vez llevada a cabo la
transferencia, el tiltro se bloqued durante 30 min, con Cetus-blockig cocktail (7.5% de
Glicina, 5% de leche descremada, 1% de Ovoalbumina y 5% de SFB) y se lavé 3
veces con TBST (Tris-HCI 10mM, NaCl 150mM, 0.05% de Tween 20, pH 8.0). El filtro
se incubd con el primer anticuerpo anti-EGF-R (dilucién 1:75, clona Ab-4, Oncogene,
USA) por 16 hrs a 4°C con agitacidn continua, después de lo cual se lavé 3 veces con

TBST. Posteriormente se incubd con el segundo anticuerpo anti-conejo (1gG)
acoplado a peroxidasa por 3 hrs siguiendo las condiciones del kit de
Quimioluminicencia (Amersham, UK). Finalmente, el filtro se expuso a un film XOMAT
por 2 min y los niveles del EGF-R encontrados por Western Blot, se cuantificaron por'
Densitometria {Densitdémetro Bekman).

La determinacién de alteraciones en el gen del EGF-R, se llevé a cabo por
andlisis de Southern Blot, de acuerdo a lo reportado por Maniatis, et af., (1989).
Primeramente se purificé DNA gendmico por el método de Proteinasa K (Maniatis, et
al, 1989). EI DNA aislado (10ug), se digirié con enzima EcoRl a 37°C por 18 hrs; se
precipité con acetato de sodio 0.3M y el DNA se recuperd por centrifugacion a 14000
rpm en una microcentrifuga (Beckman E2) por 10 min a 25°C, El DNA asi aislado, fué
separado en un gel de agarosa al 0.8% y transferido a membrana de Nylon
(Amersham, Inglaterra). El filtro se prehibridé durante 2 hrs a 37°C, en solucién de
prehibridacion (6XSSC, 5XDenhardt's, 10% de dextran sulfato, fosfato de sodio
50mM, DNA de esperma de salmén 100 ug/ml, pH 6.5). La sonda de EGF-R utiiizada,
fue un fragmento de cDNA de 1.838 Kb cortado con EcoR1 del plasmido pHER-AG4-1
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{American Type Culture Collection, USA), la cual fué marcada con dCTP [a-32P] (3000
Ci/nmol-1, Amearsham, Inglaterra), por el método de Random Primers (kit de
Amersham, UK), siguiendo las instrucciones del kit. El filtro se hibridd con la sonda
marcada en cocktail de hibridacién (6XSSC, 5XDenhardt's, Sero Albdmina Bovina 1
mg/m{, 10 mM, 10% de dextran sulfato, fosfato de sodic 50 mM, DNA de esperma de
salmén 100 pg/ml, 50% de Formamida, 0.02% de SDS, pH 6.5), por 16hrs a 650C.
Posteriormente, el filtro se lavé con 2XSSC/50% de Formamida por 5 min a 65°C;
dos lavados con 0.2XSSC por 15 min a 659C; un lavado con 0.1XSSC por 15 min a
25°C y un lavado con PBS por 10 min a 25°C. Finalmente el filtro se expuso con film
XOMAT por 7 dias a -70°C. La ampilificacién del gen del EGF-R, fué estimada por
medio de cuantificacion densitométrica (Densitémetro Bekman).

tracci N i i no (HPV) por
PCR:

Se determind la presencia de DNA da HPV en las muestras de tejido de CN y de
CaCu, utilizando la técnica de Amplificacién de DNA por la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR). EI DNA fué aislado de acuerdo a la técnica de Bauer, af al.,
(1892); para lo cual los tejidos fueron digeridos por 2hrs a 560C en Laureth 12 al 1%.

Los oligos utilizados fueron el MY09 y el MY11 que reconccen una region
conservada del gen L10RF correspondiente a la posicion 6580-7030, y que permite
amplificar un fragmento de aproximadamente 450pb de diferentes tipos de HPV
{(Manos, et al, 1989). También fueron incluidos una pareja de oligos para B-globina
{Bauer, st al, 1991), que amplifican un fragmento de 260pb de éste. La reaccion de
PCR fué llevada a cabo en buffer de reaccidn para PCR con 300ng de DNA de la
muestra problema, 0.05mM de cada oligo MY09/MY11 para HPV & 0.05mM de los
otigos pCO4/GH20 para f-globina. La reaccion se llevé a cabo por 35 ciclos de
30seg a 95°C, 30seg a 55°C y 1 min a 72°C. Posteriormente, el DNA amplificadc fué
digerido con las enzimas de restriccién BamHl y Rsal, para identificar el patrén de
restriccion de los HPV tipos 16 y 18. En los casos en que el pation de restriccion no
coincidid con el esperado, se utilizaron otras enzimas como Ddel, Haelll y Pstl
principalmente {Bauer, et a/,, 1991).
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Los resultados de la tipificacidén de HPV por la técnica de restriccion
anteriormente descrita en los tejidos control de CN, no fueron los esperados de
acuerdo a lo reportado en la literatura; por lo que fragmentos de estos tejidos, fueron
enviados para su analisis al laboratorio de la Dra. Cossette Wheeler, donde la
tipificacion de los mismos, se realizé de acuerdo a la técnica de blot en linea reversa
descrita por Gravitt, et al,, (1998). Esta técnica emplea el producto de PCR marcado
con biotina, el cual se hibrida a una sonda de cligonucledtidos de distintos HPV's, que
estan, a su vez, inmobilizados en una membrana de nylon de 75 X 6mm. Los
genotipos de HPV's de alto riesgo incluidos en la membrana, son: 16, 18, 26, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 55, 56, 58, 53 y 68; y los de bajo riesgo son: 6, 11, 40, 42, 53, 54, 57
y 66. Este método de tipificacion es altamente sensible y especifico.

Andlisis Estadistico

Se utilizaron dos pruebas estadisticas para el analisis de los resultados

obtenidos: a) La prueba de X2 (Chi?): para el andlisis del porcentaje de tejido
inmunoreactivo, para el EGF-R; con el andlisis de los niveles protéicos del EGF-R
medidos por densitometria; en el andlisis de sobre-expresién del RNAm; y para el
andlisis de los niveles de amplificacion del gen del EGFR medidos por densitometria.
b) La prueba de Kruskal-Wallis: para el andiisis del porcentaje de células con RNAm
de! EGF-R; y para el andlisis del contenido de RNAm de! EGF-R, entre los 3 subgrupos
de CaCuU.
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RESULTADOS

A. Deteccién del EGF-R en Cérvix Uterino No neoplasico (CN) y en
Céncer Cérvico Uterino Invasor (CaCU), por Inmunchistoquimica.

£l andlisis inmunohistoquimico, ha demostrado ser una técnica util para
determinar la presencia y/o sobre-expresién del receptor del EGF en cancer de mama
(Torregrosa, et al., 1997); ademds de ser una herramienta importante
morfolégicamente para diferenciar las células cancerosas o neoplasicas de las

normales.

En nuestro trabajo se mostrd la presencia del EGF-R por ensayos
inmunohistoguimicos, en cortes histolégicos de tejido en congelacion de cérvix
humano no neoplasico y canceroso, preparados como se describié en Materiales y
Métodos. Los resultados mostraron, que hubo una inmunoreactividad 6 sefal positiva
fuerte (++) para el EGF-R en los tejidos de CN (FIGURA 7); la cual
predominantemente se localizé en membrana celular (FIGURA 7A, mem). También se
observé una inmunoreactividad moderada (+), pero difusa en el citoplasma celular
(FIGURA 7A, cit). La sefial positiva, se detect6 con la misma intensidad y distribucién
tanto con el anticuerpo que recenoce el dominio extracelular {(EGFR-1, Amersham,
UK}, como con el que reconoce el intracelular del receptor (Ab-4, Oncogene, USA).
Otra caracteristica adicional del CN, fué que la sefal positiva para el receptor, estuvo
confinada Unicamente a las capas basal y parabal del epitelio, siendoc la
inmunoreaccion del tipo fuerte {(++) y moderada (+), respectivamente (FIGURA 7B,
basal y p/basal). Esta sefial, no se detectdé en la capa superficial ni en el estroma

adyacente al epitelio en éste tejido no neoplasico (FIGURA 7C, sup y estroma).
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Con respecto a los casos de CaCU, aungue la inmunoreactividad para el EGF-R
se localizd predominantemente en membrana celular, siendo ésta del tipo fuerte (++)
{FIGURA 8A, mem) con el anticuerpo EGFR-1, no se observé una sefal clara a nivel
de citoplasma debido a que en células tumorales la relacidén nuicleo-citoplasma se
pierde; por lo que no es evaluable (FIGURA 8A). Ademas en el caso de los tejidos
tumorales, la inmunoreaccién se localizé en la mayoria de la lesién neoplasica, en
comparacién con los controles, debido a que la morfologia de los estratos epiteliaies
se pierde en tumores invasivos.

Una caracteristica que se observd constantemente tanto en los tejidos control
como en los casos de CaCl, fue la presencia de 2 tipos de patrones de distribucion
de la sefhal 6 de inmunoreaccién de tipo Heterogéneo (FIGURA 78 y FIGURA 8B,
respectivamente) y Homogéneo (FIGURA 7C y FIGURA BC, respectivamente).

Al realizar el andlisis de los patrones de distribucién del receptor en los distintos
tejidos, se observo que el 100% de las muestras control mostrd sefial positiva para el
EGF-R; de éstos, el 55% (11/20) presenté un patrén de distribucién de la sefial de tipo
Heterogéneo, donde la inmunoreaccién abarcé un 50% del tejido totai (TABLA 1). En
tanto que el 45% (9/20) restante de los CN, tuvieron un patrén de distribucién de la
senal de tipo Homogénea, y esta sefial positiva abarco sélo un 25% del tejido (TABLA
1). A diferencia de los CN, en los casos de CaCU la inmuncreactividad positiva para
el EGF-R se detect6 en el 91% (20/22) de los casos analizados; y sélo en el 9% (2/22)
de éstos, no se detectd sefal con el anticuerpo EGFR-1. De la misma manera, 55%
{11/20) de los casos de CaCU con sefial positiva para el EGFR, mostraron un patron
de distribucién de tipo Homogéneo, con mas del 50% de! tejido tumoral positivo
(TABLA 1) . Por otra parte, el 45% (9/20) de los casos restantes de CaCU positivos
para el EGF-R, presentaron un patrén de distribucién de tipo Heterogénea, con mas

del 50% del tejido tumoral positivo para EGF-R.
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FIGURA 7

_Heferogéneo™

Tincién inmunohistoguimica para el Receptor del Factor
de Crecimiento Epidérmico (EGF-R), en cortes de tejidos
congelados de cérvix uterino humano no neoplasico (CN),
con el anticuerpo EGFR1. A) Localizacion celular de la inmu-
noreaccion en el epitelio cervical no neoplasico (400X). B) Patrdn
de distribucion de la inmunoreaccion de tipe Heterogéneo (200X).
C) Patron de distribucidn de la inmunoreaccién de tipo Homogéneo
(200X). mem=membrana celular; cit=citoplasma; p/basal = paraba-
sal; sup = superficial.
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FIGURA 8

Tincién inmunchistoquimica para el Receptor del EGF en
cortes de tejidos congelados de cdncer cérvico uterino
invasor (CaCU), con el anticuerpo EGFR1. A} Localizacién
celular de la inmunoreaccién en el epitelio cervical neoplasico
{400X). B) Patrdn de distribucién de la inmuncreaccion de tipo He-
terogéneo {200X}. C) Patrén de distribucién de la inmunoreaccién
de tipo Homogéneo (200X}. mem = membrana celular.
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Dentro de estos casos, 7 de ellos mostraron sefial positiva para el receptor en
mas del 50% de tejido tumoral; mientras que los otros 2 casos fué en menos del 50%

(TABLA 1).

Por otra parte, al realizar una comparacién entre el porcentaje de tejido
inmunoreactivo para el EGF-R entre los tejidos controles y el observado en los casos
de CaCU, se determind que el 90% de los casos de cdncer presentd un mayor
porcentaje de tejido reactivo (>50%); mientras que en los CN, en su mayoria la senal
detectada en los tejidos no fué mayor del 50%; lo cual fué estadisticamente

significativo (p < 0.05).

Es importante mencionar, que en todos los casos analizados de CN y de CaCU,
se detecté una apropiada inmunoreactividad de todas las células con el anticuerpo
anti-Vimentina, 1o que sugiere una adecuada preservacion antigénica en los tejidos y

una especificidad de los anticuerpos para los antigenos estudiados.
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INMUNOHISTOQUIMICA DEL RECEPTOR PARA EL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO

{(EGF-R) EN CERVIX UTERINO NO NEOPLASICO (CN) Y EN CANCER CERVICO UTERINO

TABLA 1,
INVASOR (CaCuU).
Tipo de Tejido Patrén de Distribucién del EGFR

PATRON # CASOS

CN Homogéneo 9 (45%)

(basal)

Heterogeénea 11 (55%)
{basal/parabasal)

CaCuU Homogéneo i1 (50%)
Heterogéneo 9 (41%)
Negalive 2 (9%)

-+
+4l e

intensidad de la reactivi-
dad celular para el EGFR"

++

++/+

+ (1
++  (10)

+++
++/+

Se utilizd el anticuerpo de la clona EGFR-1, que reconoce un epitope del dominio extracelular del receptor.

Moderadameante Positivo
Fuerternente Positivo

Fuerte y Moderadamente Positive

Negativo
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B. Inmunoreactividad Diferencial del EGF-R en Cancer Cérvico Uterino
Invasor (CaCuU)

Al realizar el andlisis inmunohistoquimico del EGF-R en los tejidos de CaCU con
el anticuerpo (EGFR-1) que sélo reconoce el dominio extracelular del receptor, se
encontré que 2 casos fueron negativos para éste. Para tratar de identificar si éstos
tejidos en realidad carecian del receptor, se utilizé otro anticuerpo que reconoce el
dominio intracelular del EGF-R (Ab-4). Para ello, se analizaron los 2 casos negativos
ya mencionados; 3 casos de CaCU que fueron positivos para el receptor usando el
primer anticuerpo, pero con un porcentaje de tejido inmunoreactive <50% y 3 casos
con el 100% de tejido inmunoreactivo. Interesantemente, los 2 casos que
originalmente fueron negativos para el anticuerpo EGFR-1 (FIGURA 9A y C),
resultaron positivos para el receptor cuando se probaron con €l anticuerpo Ab-4, que
reconace el dominio intracelular de! receptor (FIGURA 9B y D). Estos resultados nos
sugieren, que el EGF-R si se encuentra presente en estos tejidos y que por alguna
razén que hasta ahora no se ha determinado, resultaron negativos con el anticuerpo
EGFR-1. En uno de estos casos positivos, la inmuncreaccion abarcd el 50% del tejido
tumoral (FIGURA 9B); mientras que en el otro, la inmunoreactividad se localizo en el
100% del tejido (FIGURA 9D); siendo en ambos casos, la sefial de tipo moderado (+)

y con un patrén de distribucién de tipo Homogéneo, como se describe en la TABLA 2.
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FIGURA 9

Tincién inmunohistoquimica diferencial para el Receptor
del EGF, en cortes de tejidos congelados de cancer cérvi-
co uterino invasor (CaCU). Ay C. Epitelio cervical neoplasico
no inmunoreactivo (negativo) con el anticuerpe EGFR1 (200X).

B y D. Mismo epitelio neoplasico de A y C, pero con inmunoreac-
cidn {positivo) con el anticuerpo Ab-4 {200X).
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Al analizar con el segundo anticuerpo los 3 casos de CaClU que presentaron
<50% de tejido inmunoreactivo con el anticuerpo EGFR-1, se observé que 2 de ellos
elevaron su porcentaje de inmunoreactividad a 80 y 100% cuando se probaron con el
anticuerpo Ab-4. Cabe mencionar que ademds dos de éstos 3 casos de CaCU
tuvieron un cambié en el patrén de distribucién que fué de Homogéneo a
Heterogéneo (TABLA 2). En el caso de los tejidos de CaCU con 100% de
inmunoreactividad con el anticuerpo EGFR-1, se encontrd que 2 de ellos no
modificaron su patrén inmunoreactivo con el anticuerpo Ab-4. Sin embargo, uno de
ellos presentd una disminucion en el porcentaje de inmunoreactividad hasta det 50%
con el anticuerpo Ab-4, ademds de cambiar el patrén de distribucion de Homogeneo a
Heterogéneo (TABLA 2). El patrén diferente de inmunoreaccion y menor cantidad de
receptor que se presentd en este caso de CaCU, fué inesperado y por ahora con los

resultados que se tienen no se puede explicar este comportamiento (TABLA 2).
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TABLA 2. PATRON DE DISTRIBUCION DEL RECEPTOR PARA EL FACTOR DE CRECIMIENTO EPI-
DERMICO (EGF-R) CON EL USC DE 2 ANTICUERPOS"'*

Patrén de Distribucién para et EGF-R Intensidad de la Inmunoreactividad celular para el EGF-R
o-EGFR CLONA EGFR-1 o-EGFR CLONA Ab-4
{% de tejido reactivo) (% de tejido reactivo)
Homogéneo ++ (50%) ++/+  (100%)
+4+  (100%) +4+  (100%)
++  (100%) ++/+  (50%)
Heterogéneo ++/+  (50%) ++/+  (80%)
++/+  (50%) + (50%)
++/4+  (95%) + (100%)
Negativo - (NA) + (50%)
- (NA) + (100%)

* &

* Maoderadamente Positive

+ + Fuertemente Positive

++/+ Moderade y Fueremente Positivo
NA No Aplica
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C. Deteccion del EGF-R por Hibridacién IN SITU, en Tejido No
neoplagico de Cérvix Uterino y en CaCU

Para los ensayos de Hibridacion IN SITU, se seleccionaron sélo 5 casos
representativos de los 21 tejidos de CN; ya que en los ensayos de
inmunohistoquimica, todos ellos resultaron ser muy semejantes en su comportamiento
inmunoreactivo para el receptor. De los casos de CaCul, todos se evaluaron por
Hibridacién /N SITU. ya que todos resultaron ser muy heterogéneos en su
comportamiento inmunoreactivo para el EGF-R. Los resultados de estos ensayos se
muestran en la FIGURA 10. En e! caso de los tejidos de CN, se abservé que al RNAm
del EGF-R a nivel celular, se encontré distribuido homogéneamente tanto en el nicleo
{n) como en el citoplasma (c); y a nivel de tejido, la sefial se localizé primordialmente
en ios estratos basal (b) y parabasal (p); mientras que en el estrato superficial (s), la
sefial se observd en menor proporcion. En todos los casos de CaCU, a diferencia de
los tejidos control, el RNAm para ! EGF-R se observé en todo el epitelio neoplasico,
como se muestra en fa FIGURA 11; esto es en parte, debido a la pérdida de los
diferentes estratos en el tejido tumoral. Asimismo, la localizacién del RNAm dentro de
la célula, fue primordialmente nuclear, ya que en los tumores invasores de cérvix, la
relacion ndcleo-citoplasma se pierde; de tal forma, que casi no hay citoplasma y el

nucleo ocupa la mayor parte de la célula.

Para ltevar a cabo el andlisis cuantitativo de los resultados para Hibridacién /N
SITU, se contd el nimero de células que tuvieron sefial positiva para RNAm de EGF-
R/100 células; y por otra parte, se conté el nimero totat de granos/célula en 100
células, para poder obtener una aproximécién del total de RNAm en el tejido. Los
resultados mostraron que en los tejidos de CN en promedio, el 85% de las células

tuvieron una sefal positiva para el EGF-R; mientras que para los casos de CaCU éste
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FIGURA 10 Patron de expresién del RNAm del Receptor de EGF de-
tectado por Hibridacién IN SITU, en cortes de tejidos con-
gelados de epitelio de cérvix uterino humano no neopla-
sico (CN), y se hibridaron con la sonda de 1.8 Kb (EcoR1)
del plasmido pHER64, marcada con 355, como se indica
en materiales y métodos. A) Localizacion celular del RNAm del
EGF-R en el estrato superficial (s} det epitelio cervical no neoplasico
{1000X). B) Patron de expresion del RNAM del EGF-R, en el estrato
basal (b) y parabasal (p) del epitelio cervical no neoplasico (1000X).
c=citoplasma; n=nucleo; e=estroma.
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FIGURA 11

Patron de expresion del RNAm del Receptor de EGF de-
tectado por Hibridacion IN SITU, en cortes de tejidos con-
gelados de epitelio de cdncer cérvico uterino invasor
{CaCU)}, hibridados con la sonda de 1.8 Kb (EcoRt) del
plasmido pHER64, marcada con 355, como se indica en
materiales y métodos. Localizacion celular del ARNAm del EGF-R
en el epitelio neoplasico (1000X). c=citopldsma; n=nicleo.
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porcentaje se elevd, en promedio 95%, 1o que fué estadisticamente significativo (p<
0.05). Ademds, cabe hacer notar que en el epitelic del CN, el RNAm del EGF-R se
detecté en estratos celulares del epitelio que carecen de diferenciacién y que
muestran una actividad proliferativa alta; como son el estrato basal en mayor grado y

en ol estrato parabasal en menor proporcion.

Por otra parte, el numerg de granos total de RNAm por tejido de CN fué de 319
69/100 células; mientras que para los casos de CaCU, se observd que el tejido
tumoral presentd en promedio 403 + 187 granos/100 célutas, lo que fué un poco
mayor a lo cuantificado en CN, aunque no fué estadisticamente significative. Sin
embargo, cabe hacer notar, que al analizar cada caso de CaCU se observd que en el
43% (9/21) da éstos, se detactd un mayor nimero de granas/100 células {555 £ 152)
comparado con lo cuantificado en el total de los tejidos de CN; lo que fué

estadisticamente significativo (p<0.05).

Cuando se graficaron los porcentajes de células con FlNAm-. se pudo observar
de acuerdo a las medianas obtenidas, que si existe una tendencia clara al aumento
en el porcentaje de células que presentan RNAm del EGF-R (FIGURA 12A); el cual fué
mayor en las pacientes con CaCU (mediana: 98% de células) que en los tejidos
control (mediana: 85% de células). Adicionalmente, cuando se graficd el nimero total
de granos/muestra (FIGURA 12B), las medianas fueron muy semejantes tanto en los
tejidos control (290 granos/tejido) como en CaClU (275 granosftejido). Sin embargo, a
pesar de no haber diferencias an las medianas, se pudo definir 3 subgrupos de entre

los tejidos de CaCU (FIGURA 12B) , los cuales describiremos a continuacién.
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FIGURA 12 Andlisis de la cantidad de RNAm del EGF-R detectado por Hibridacion in situ en tejidos
de cérvix uterino humano no neoplasico (CN} y de cancer cérvico uterino invasor
{(CaCU).

A) Parcentaje de células positivas para el BNAm del EGF-R en los tejidos analizados.
B) Numero total de granos de RNAm del EGF-R en los tefidos estudiados.
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D. Andlisis de los Subgrupos Identificados en los Casos de CaCU de
Acuerdo al Contenido de RNAm del EGF-R

De acuerdo con los resultados obtenidos para e! contenido de RNAm del EGF-R,
se realizé un andlisis detallado en donde se correlacionaron éstos datos, con
parametros clinicos (edad, sobrevida, estado endocrinomenopéusico) e
histopatolégicos. El andlisis estadistico de estos datos, no mostraron correlacion
alguna con el contenido de RNAm. Sin embargo, el contenido total de RNAm {ndmero
total de granos) para el EGF-R, defini¢ la existencia de 3 subgrupos dentro de los 22
casos de CaCU analizados (FIGURA 12B). Estos 3 subgrupos a los cuales
denominamos |, Il y lll, mostraron diferencias significativas en sus contenidos de
RANAm del EGF-R (ver TABLA 3). El subgrupo |, incluyé los casos de CaCU que se
comportaron de manera semejante a los tejidos de CN; ya que el numero total de
granos de RNAm en promedic para este subgrupo fué de 221 + 40. En el subgrupb ]
se observd un promedio de 449 + 37 granos totales por tejido cuantificado. De la
misma manera, el promedio de células que fueron positivas para RNAm det EGF-R en
el subgrupo Il fué del 98%, siendo mayor al encontrado para el subgrupo | (92%) y
ademds estadisticamente significativo (p<0.05). Finaimente, el subgrupo ill registr6 el
© numero mas alto de granos promedio por muestra, lo cual fué de 765 £ 8 y con un
porcentaje de célutas con RNAm para EGF-R del 100%. El incremento en el nimero
de granos totales por tejido observado en el subgrupo lll fué del 65% en relacion al
subgrupo 1l y de mas del 300% en relacién al subgrupo |, lo cual fué estadisticamente
significativo (p<0.05), como se muestra en la TABLA 3. Al realizar el andlisis
estadistico de Kruskal-Wallis, se encontré diferencias significativas y se confirmé la
existencia de los 3 subgrupos en relacién al contenido de RNAm del EGF-R en los

casos de CaCU estudiados.
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TABLA 3. ASOCIACION DEL CONTENIDO DE RNAm PARA EL EGF-R, ENTRE CANCER CERVICO UTERI-
NO INVASOR {(CaCU) Y CERVIX UTERINO NO NEOPLASICO (CN).

TiPO DE TEJIDO GRUPOS {no) PORCENTAJE DE CELULAS No. TOTAL DE GRANOSP
POSITIVAS®
CN (5) g5 t 10 319 * 69.0*
CaCU . (13) 92 70 221 + 400
. (6) 98 f 14 449 = 370
m. (3) 100 £ 0.0 765 * 8.0

a células positivas para el RNAm del EGF-R
nimero total de granos cbservados para el RNAm del EGF-R en 100 células

p< 0.05 al hacer la comparacion de Porcentaje de Células con RNAm del EGFR de CN vs CaCU-Il y CN vs CaCU-Il}; segin la prueba estadistica de Kruskal-Wallis.

p< 0.05 al hacer la comparacién de Namero Total de Granos Observados de RNAm del EGFR de CN vs CaCU-ll y CN vs CaCU-IIl; segin la prusba estadistica de
Kruskal-Wallis.
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E. Deteccién del EGF-R en Cérvix Uterino No neoplasico y en Cancer
Cérvico Uterino Invasor por Western Blot.

Se llevaron a cabo ensayos de Western Blot, para determinar posibles
alteraciones en la expresion protéica del EGF-R en los casos de CaCU, al
compararlos con los tejidos de CN. Cabe aclarar, que no todas los tejidos de CN y
CaCU se sometieron al ensayo de Westem Blot; sélo aguellos tejidos (5 de CN y 8 de
CaCU), en los que la cantidad de proteina total obtenida, fué suficiente para los
ensayos (100pug/muestra). Lisados de la linea celular humana A431, de carcinoma
epidermoide de vulva se utilizaron como control positivo en los ensayos, debido & que

estas células presentan altos niveles del receptor (1 x 106 EGF-R/célula).

El andlisis de Western blot se llevé a cabo con el anticuerpo Ab-4 que reconoce
el dominio intracelular del EGF-R, con la finalidad de identificar todas las posibles
formas del receptor ya que en ocasiones, el dominio extracelular de éste se encuentra
bloqueado o truncado y no es posible identificarlo con otro tipo de anticuerpo. Los
resultados de estos ensayos se muestran en la FIGURA 13; en donde se observo la
presencia de una banda protéica de 170 kDa de peso molecular en todas los tejidos
de cérvix uterino; tanto de CN como de CaCU analizados. Ademads de la banda de
170 kDa, se observd otra proteina de aproximadamente 130 kDa en el 50% (4/8) de
ios casos de CaCl (FIGURA 13; pacientes 3, 4, 6y 8} y en el 20% (1/5) de los tejidos
de CN (FIGURA 13; CN |). Esta segunda banda de 130 kDa ya ha sido previamente
reportada en otro tipo de tumores y se ha identificado como un EGF-R truncado
{Schiegel, et al., 1994). También se observé en uno de los casos de CaCU, la
presencia de una banda de aproximadamente 97 kDa, que podria representar un
producto de degradacidén del receptor debido a proteasas dependientes de calcio
(FIGURA 13, pacients 6),
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Los niveles de proteina del EGF-R (banda de t70kDa), se analizaron por
densitometria, observandose que dos de los casos de CaCU (25%) presentaron
niveles m4s altos del receptor que los detectados en los tejidos de CN (FIGURA 13,
tumores 4 y 6); en tanto que el 75% restante de los casos de CaCuU, presentaron
niveles protéicos del EGF-R menores a los detectados en los tejidos de CN. Los
valores obtenidos para los niveles del EGF-R por densitometria en los tejidos de CN
fueron de 4 + 2 Unidades Densitométricas; mientras que en los casos de CaCU fueron
de 2 + 2 Unidades Densitométricas y de 6 + 1 Unidades Densitométricas para los 2
casos de CaCU con niveles altos del receptor; lo que fué estadisticamente

significativo (p<0.065).
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FIGURA 13 Analisis de Western blot para el receptor del EGF, de la
fracciébn membranal de biopsias humanas. De las muestras
analizadas, se incluyeron biopsias de pacientes con Cancer Cervi-
co Uterino Invasor {1 al 8), Cérvix Uterino No Neoplasico (CN; | al
V); y células A431 como control positivo para e! receptor (C). La
fraccién membranal de los tejidos analizados, fué extraida y transfe-
rida a membrana Inmobilon P, como se describe en Métodos. Elfil-
tro se tratd con el anticuerpo Ab-4 {Oncogene) a una dilucién 1.75y
desarroltado con ECL de acuerdo a las instrucciones del kit. Las
flachas muestran las diferenles bandas detectadas para e! EGF-R.

PM: peso molecular en kilodaitos (kD}.
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F. Deteccién de Alteraciones en el Gen del EGF-R por Southern Blot en
Cérvix Uterino No neoplasico y en Céncer Cérvico Uterino Invasor

Se llevaron a cabo ensayos de Southern Blot para determinar posibles
alteraciones en el gen que codifica para el EGF-R en los casos de CaCU, comparado
con tejidos de CN. En este ensayo se utilizé, DNA gendmico de células humanas
A4 (due contienen de 15 a 25 . copias del gen del EGF-R); y DNA gendmico de
placenta humana {como contro! normal). Cabe aclarar que no todos los tejidos de CN
y CaCU, se analizaron por Southern Blot; sélo aquellos tejidos (2 de CN y 7 de CaCU)
de los cuales se obtuvo DNA en suficiente cantidad y en buenas condiciones (no

degradado), para los ensayos (10ug de DNA/muestra).

Para el andlisis de hibridacién por Southern blot, se digirieron cantidades
iguales de DNA gendmico con la enzima EcoRl (tanto para los tejidos de CN como
para los de CaCU). El fragmento de 1.8Kb cortado con EcoR! del plasmido pHERE4,
se marcd con 32P y se utilizé como sonda en el ensayo como se describié en
Materiales y Métodos. Los resultados mostraron que el 71% (5/7) de los casos de
CaCU analizados, tuvieron amplificacién del gen del EGF-R como se muestra en la
FIGURA 14 (pacientes 2, 3, 4, 6 y 7). E! fragmento genémico EcoRl amplificado fué el
de aproximadamente 5.3kb; mientras que en los tejidos de CN estudiados se observé
una sola copia del gen del EGF-R (FIGURA 14, CN 1 y ll). Basados en la cuantificacién
densitométrica del Southern Blot, se estimo que el gen del EGF-R esta amplificado en
las células A431 de acuerdo a lo reportado en la literatura (15 a 20 veces), yde 3 a5
veces en los 5 casos de CaCU; en comparacién con el gen del EGF-R de placenta

humana y de los tejidos de CN, lo cual fué estadisticamente significativo (p<0.05).
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Andlisis de Southern blot del DNA gendmico de tejido
de Cérvix No Neoptasico y de Cancer. El DNA fué extrai-
do de los tejidos de cérvix, digerido con EcoR1 y transferido a
membrana de nylon como se indica en maleriales y métodos.
L.as muestras de DNA de Cérvix Uterino No Neoplasico (CN),
Cancer Cérvico Uterino Invasor (pacientes 1 al 7), Placenta
Humana (P) y célutas A431 (C), se hibridaron con la sonda de
1.8Kb (EcoR1) del plasmide pHERG4, marcada con 32P, como
se indica en materiales y métodos. El filtro se expuso con
XOMAT film por 7 dias. La flecha muestra el gen normal de 5.3
Kb del EGF-R. PM: peso molecular en kilobases (kb).
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G. Tipificacién de Papilomavirus Humano (HPV) en Tejidoe de CN y en
CaCU Invasor por Medio de Amplificacién por PCR.

La TABLA 4 muestra los resultados obtenidos de la tipificacién de HPV en los
tejidos de CN y en los casos de CaCU. Nuestros resultados mostraron que todos los
tejidos analizados de CaCU, fueron positivos para HPV. De los principales tipos de
HPV detectados en las muestras, se encontraron los de alto riesgo como fueron los
tipos 16, 18, 33, 35, 39, 45 y 58. De entre todos los diferentes tipos de papilomas, el
tipo 16 fué el mds frecuente con un 68% (15/22). En segundo lugar de importancia, se
encontré al HPV tipo 18 con un 5% (1/22), aunque la combinacién de los tipos de HPV
16/18 se presentd en el 14% (3/22). También se observaron tejidos con mdas de un
tipo de papilomavirus; sin embargo, ésta condicién fué en muy baja proporcién de los
tejidos de CaCuU (1/22).

Al analizar los tejidos control por la técnica de Bauer, et al, (1992), se encontro
que todos ellos (5 muestras), fueron positivos para HPV. Sin embargo, mediante ésta
técnica no fué posible realizar la tipificacién de HPV. Por ello, fué necesario utilizar
una técnica mas sensible como la reportada por Gravitt, et al., (1398), la cual se
describié en materiales y métodos. A través de este ensayo, fué posible la tipificacion
de HPV en los tejidos control, y se encontré que el tipo 16 fué el mas frecuente (40%;
2/5), seguido del tipo 18 (20%; 1/5) y una muestra resulté con 3 tipos de papiloma (16,
18 y 45). Finalmente, aun utilizando esta técnica mas sensible, no fué posible tipificar

el HPV de una de las muestras control.

Debido a que se analizé un numero reducido de muestras de tejidos controles
para la determinacién de la presencia de DNA de HPV y ademas de que todas ellas
resultaron ser positivas para este virus, no fue posible evaluar la imporancia que
pudiera tener este factor etiolégico en relacion a las variaciongs en los niveles del
EGF-R.
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TABLA 4. TIPIFICACION DEL PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV), EN CERVIX UTERINO NO NEOPLASICO
(CN) Y EN CANCER CERVICO UTERINO INVASOR (CaCu).

TIPO DE TEJIDO NO. DE CASOS TIPO DE PAPILOMAVIRUS % DE MUESTRAS POSITI-
DETECTADO VAS PARA HPV (Proporcién)
CN 5 16 40  (2/5)
18 20 (1/5)
16, 18, 45 20 (1/5)
+8 20 (1/5)
Cacu 22 16 68  (15/22)
18 5 (1/22)
16/18 14 (3/22)
16, 33, 35, 58 5 (1/22)
39 5 (1/22)
45 5 (1/22)

a Positive para HPV, pero tué posible tipiticarlo.
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DISCUSION

Debido a que se tiene e! conocimiento de que los Factores de Crecimiento y sus
Receptores, tienen un papel central en la regulacién del desarrollo de procesos
neoplasicos, la expresion y accién de varias de éstas moléculas celulares en
neoplasias humanas han sido extensamente estudiadas. Asi, durante las pasadas
dos décadas, diversos investigadores han descrito la amplificacién del gen para el
EGF-R asi como la sobre-expresién de esta proteina receptora en muchos tumores
humanos (Libermann, et al., 1985; Sainsbury, et al, 1987; Wong, et al., 1992; Garcia
de Pallazo, et al, 1993; Khalifa, ef al, 1994; Lipponen, et al., 1994, Schlegel, ot al,
1894, Pleiffer, of al, 1996). Sin embargo, gran heterogeneidad en los resultados en
relacion a la sobre-expresidn, intensidad y localizacién det EGF-R, asi como en el
significado prondstico de! mismo, han sido ocbservados tanto dentro, como entre varios
tipos tumorales. Tal es el caso del CaCU invasor que, aunque son diversos los
reportes publicades con respecto al EGF-R en éste tipo de tumor; en realidad poco se
conoce acerca del patrén y mecanismo de expresion de este receptor en neoplasias
del cérvix; y menos aun, se ha podido determinar, la relevancia biolégica del EGF-R
en el desarrollo carcinogénico del cérvix uterino. En este trabajo se examinaron
veintidos tumores de CaCU invasor, para determinar posibles alteraciones en la
localizacién y niveles de expresion de la proteina receptora del EGF asi como del
RNAm y posibles mutaciones y/é amplificacién en el gen que lo codifica, con la
finalidad de conocer y definir la probable importancia biolégica del EGF-R en el
CaCu,
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Como primer nivel de andlisis, se determiné posibles alteraciones en la
localizacion y niveles de expresitn de los receptores del EGF por inmunohistoquimica
y Western Blot respectivamente; utilizando para ello, los anticuerpos EGFR1 y el Ab-4

dirigidos contra el dominio extracelular e intracelular del receptor respectivamente.

La localizacién y distribucion del EGF-R gque se observé en el estrato epitelial de
los tejidos control del CN, estuvo confinada a la capa basal y parabasal del epitelio, y
se perdié en las células que migran hacia la superficie del mismo; lo cual fué
semejante a la descrita previamente en otros reportes en los que trabajaron con tejido
cervical humano {Gusterson, et al., 1984; Géppinger, et al.,, 1989; Berchuchk, et al,,
1990; vanDam, et al, 1991 y Dellas, et al,, 1996). Estas observaciones corfirman lo
sugerido por Gdppinger, et al., {(198%) y Berchuck, et al, (1990) en cuanto a que fa
expresién del EGF-R en el epitelio del tracto genital femenino, es caracteristico de
queratinocitos indiferenciados con actividad proliferativa; ademds de la existencia de
una posible inhibicion de la expresién del EGF-R en la fase terminal de diferenciacién
presentada por las células del estrato superficial del epitelio. . Sin embargo, hay
trabajos como el de Pfeiffer, et al., (1998} que utilizando una técnica autoradiogréfica
en combinacién con morfometria, reportd recientemente que los niveles de EGF-R en
el epitelio cervical normal, fueron méas altos en las células de la capa superficial del
epitelio, comparados con los estratos proliferativos basal y parabasal del mismo; lo
cual se contrapone totalmente con lo observado por otros autores y con nuestros
resultados. Tal vez ésta discrepancia en lo reportado por Pfeiffer et al., (1998), se
deba basicamente a las distintas técnicas utilizadas asi como a las diferentes

sensibilidades de éstas.

Otro aspecto importante de los tejidos control de CN analizados, fué que ia
inmunoreaccion para el EGF-R mostrada en la capa basal del epitefio, siempre fué

fuerte (++); en tanto que la de la capa parabasa! siempre fué moderada (+). Esta
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observacidn coincide con lo reportado por Goppinger, et al,, (1989); Bauknecht, et al,

(1989) y Dellas, et al, (1996).

Con respecto a los casos de CaCU la inmunoreaccién del EGF-R fué detectada
en el 91% de los casos analizados y la reaccion fué localizada en las células
epiteliales a lo largo de toda la lesion neopldsica; observacién que coincide con fo
reportado por otros investigadores (Gdppinger, et al., 1989; Bauknecht, et al.,1989;
Berchuck, et al,1990; Hayashi, et al,1991 y Dellas, et al,1896). Un aspecto
importante, fué que en el 45% de los casos de CaCU immunoreactivos para el EGF-R,
el patrén de distribucién de la sefal fué del tipo Heterogénea; lo cual es equivalente a
la mostrada por las células basales y parabasales de los tejidos control. Esta
observacién es novedosa para CaCU invasor; ya que autores como Gullick, et af.,
{1986); Goppinger, et al., (1989); Berchuck, et al, (1989); Bauknecht, et al., (1989) y
Dellas, et al, (1996); mencionan que los casos de CaCU que analizaron, tuvieron una
inmunoreaccién fuarte para el EGF-R, pero ésta fue homogénea en toda ia lesidn. Es
posible que la diferencia entre nuestros resultados y los reportados por otros
investigadores, se deba a que nosotros utilizamos tejidos en congelacion, Esto
permite que los tejidos y sitios antigénicos de las proteinas en estos cortes
histologicos, estén mejor preservados, y en consecuencia, la sensibilidad y
especiticidad del sistema que utilizamos para visualizar al receptor, sea mejor en éste

tipo de cortes histologicos.

Varios trabajos como los de vanDam, et al., {1991); Maruo, et al, (1992); y
Dellas, ef al., (1996); utilizando la técnica inmunohistoquimica para determinar la
presencia de! EGF-R en CaCU, reportaron sobre-expresion de éste en los casos que
analizaron. Nosotros no podemos hablar de sobre-expresién del EGF-R en los casos

de CaCU que estudiamos, ya que las observaciones realizadas, fueron semi-
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cuantitativas y comparativas con las determinadas en los tejidos de CN. Sin embargo,
pudimos observar, que el 90% de los casos de CaClU inmunoreactivos, presentaron
un mayor porcentaje de tejido reactivo (>50%), comparado con los tejidos control de
CN en donde en su mayoria presentaron 25% de tejido reactivo. Esto nos sugiere
que hay una mayor cantidad de células neoplasicas del CaClU, que expresan el
receptor en comparacion con el tejido de CN, lo que daria tal vez una medida
indirecta de células en proliferacién, y que sugiere la presencia de crecimiento
tumoral. Esta observacidn se confirmé, con los resultados obtenidos en los ensayos

de Hibridacién /N SITU y que més adelante abordaremos.

Por ofra pante, los dos casos de CaCU que resultaron negativos para el EGF-R
con el anticuerpo EGFR-1, dieron una reaccion positiva con el anticuerpo Ab-4 que
reconoce la regién intracelular del receptor. Esta observacion sugiere, que el epitope
extracelular del receptor que reconcce el anticuerpo EGFR-1, no se encuentra
accesible al anticuerpo por estar bloqueado & truncado siendo incapaz éste de
reconocerio, como ya se ha reportado para otros tumores (Hurﬁphrey. et al., 1988;
Humphrey, et al., 1991 y Moscatello, et al., 1995). También es posible que ésta
modificacién, pudiera corresponder a alguna de las mutaciones del dominio
extracelular del EGF-R que han sido descritas con anterioridad (EGFRvl, EGFRvil y
EGFRuvlll; Voldborg, ef al., 1997).

El analisis de Western Blot nos mostrd que los tejidos control de CN como los
casos de CaCl, contienen una banda protéica de 170 kDa que corresponde a la
proteina receptora madura del EGF. Este hallazgo es relevante, ya que no existen
reportes en relacién a los niveles protéicos del EGF-R por Westem Blot, en tejido
normal y neopldsico del cérvix uterino. Esto se debe, basicamente, a los problemas

técnicos que conllevan los ensayos de Western Blot, ya que el numero de receptores
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por célula en si, es bajo; 1o que requiere una gran cantidad de proteina para poder
detectar alguna sefal del EGF-R. También es posible que la alta ineficiencia en la
transferencia de moléculas de alto peso.-molecular, como es el EGF-R (170 kDa),
reduzcan los limites de deteccién del sistema. Ademas, cabe destacar, que tanto en
los tejidos control de CN (20%) como en los casos de CaCU (50%); se detectd una
segunda banda protéica de 130 kDa, 1a cual ya ha sido reportada previamente por
Malden, et al., {1988) y por Schlegel, et al., {1994), en tumores de glioblastoma; y que
para ellos representa un receptor truncado del EGF, producto de un rearreglo del gen

que codifica a dicho receptor.

En el andlisis cuantitativo del Westem blot, se observé gue los niveles protéicos
del EGF-R en el 100% de los tejidos control de CN, fueron 2 veces mas altos que los
niveles del receptor determinados en el 75% de los casos de CaCU; lo que demuestra
la falta de sobre-expresién del EGF-R en éstos casos de CaClU que nosotros
analizamos. Este resultado no coincide con lo reportado previamente por Malden ef
al, {1988), Schlegel, et al. (1994) y Moscatello, et al., (1995), quienes trabajando con
glicblastomas, carcinomas de mama y ovario respectivamente, encontraron altos
niveles protéicos del EGF-R en los tumores, comparados con bajos niveles detectados
en los tejidos normales. Ademds, investigaciones recientes utilizando ensayos de
unién & inmunoenziméticos, han reportado ailtos niveles de expresion del EGF-R en
CaCU comparados con los niveles detectados en el epitelio normal de cérvix
{Lagrange, et al., 1993 y Kim, et al., 1996). Sin embargo, en el tltimo afo, estudios
de citofiuorometria (Kimming, et al, 1997); o de autoradiografia en combinacion con
morfometria (Pfeiffer, et al, 1998); han demostrado que los casos de CaClU tienen
significativamente reducidos los niveles del EGF-R, en comparacion con los
detectados en el epitelio normal del cérvix; lo cual apoyaria lo observado por nosotros

en fos ensayos de Western blol.
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Los resultados contraditorios.en relacién a la expresion del EGF-R en el tejido
cervical ya sea tumoral o normal, es posible que se deba a los distintos métodos
empleados para determinar cuantitativamente los niveles de expresion del receptor,
ya que la sensibilidad de cada uno de los ensayos, es difsrente. Otra posibilidad, es
que en aqusllas técnicas donde se requiere de homogenizacion del tejido, la cantidad
de receptores para el EGF esté subestimando; ya que en el homogenado celular
existe una mezcla de células epiteliales y estroma, siendo en éste Gltimo tipo celular
de baja expresion para e! EGF-R (Kohler, et al., 1989 y Berchuck, et al,, 1990). Una
tercera posibilidad un tanto mecanistica, es que probablemente los niveles de
expresion de los ligandos que se unen al EGF-R, como el EGF y principalmente el
TGF-a, se encuentren presentes en altas concentraciones en éste tipo de neoplasia
{Bauknecht, et al., 1989; Xynos, et al,, 1992; Konishi, et al., 1994; Dellas, et al, 1996 y
Pfeiffer, et al., 1997); lo que podria resultar en una subestimacién del contenido de
EGF-R, debido al blogueo y/é a la utilizacién del receptor por un mecanismo de
estimulacién de tipo intrdcrina. Tal es el caso observado de fas células NIH3T3
transformadas con diferentes oncogenes (ras, mos, src, fms, fes, met y trk), que al
expresar niveles elevados de TGF-a en particular, presentan una reduccion del 75 a
95% en el nuimero total de EGF-R en superficie celular (Ciardiello, et al, 1990); o que
apoya nuestra teoria de subestimacion del receptor, debido a una estimulacién de tipo

intracrina.

Como segundo nivel de andlisis, se traté de determinar posibles alteraciones en
el patrén de expresion del RNAm del EGF-R, por Hibridacién /N SITU . El patrén de
expresion del RNAm del EGF-R en los tejidos control de CN que se analizaron, se
localizé Gnicamente en dreas que mostraron actividad proliferativa y carentes de
diferenciacién; es decir, en los estratos basal y parabasal del epitelio cervical; lo cual

fué semejante a lo descrito previamente (Mittal, et al., 1990; y Glynne-Jones, et al.,
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1996), y que coincide con lo observado en los ensayos de inmunohistoquimica antes
revisados. Ambos resultados, nos confiran el hecho de que la expresién del EGF-R
en el epitelio del tracto genital femenino, es caracteristica de células indiferenciadas
con actividad proliferativa {Goppinger,et al,1989; y Berchuck,et al,1990). Cabe
mencionar, que el uso en inmunohistoquimica de un anticuerpo que reconoce el
dominio extracelular del receptor, y la utilizacion de una sonda, en hibridacién IN
SITU, que codifica para ésta misma regién del receptor; permite una comparacion
directa entre el RNAm y la expresién protéica del receptor; lo que nos confirma la

especificidad y veracidad de los resultados obtenidos.

Con respecto a los casos de CaCU, el patrdn de expresion del RNAm del EGF-R,
se localizé en todo el epitelio neoplasico; lo que era predecible, por los resultados
obtenidos en los ensayos inmunohistoquimicos en éstos mismos tejidos tumorales y
por lo reportado por Glynne-Jones, et al., (1996). La localizacion del RNAm del EGFR
en tejido tumoral invasor del cérvix se observd en nucteo; lo cual fué semejante a 1o
reportado por Glynne-Jonnes, et al., {1996) en células tumorales de préstata. Al
analizar 1o resultados cuantitativos del ensayo de Hibridacion IN SITU, se observd
primeramente, que en los casos de CaCU hubo un porcentaje mayor de células que
expresaron RNAm para el EGF-R, en comparacién con lo observado en los tejidos de
CN. Este alto porcentaje de células que expresan RNAm para el EGF-R en células
tumorales del cérvix, no se relacioné con un mayor porcentaje de tejido
inmunoreactivo para el EGFR a nivel de inmunohistoguimica; lo que probablemente
demuestra, la importancia del procesamiento postraduccional del EGF-R. Ademas, en
el andlisis se determind que el 43% de los casos de CaCU, sobre-expresaron RNAmM

para el EGF-R, comparado con lo obtenido en tejidos de CN.
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Por otra parte, el hecho de haber demostrado [a existencia de 3 subgrupos bien
definidos de acuerdo al contenido de RNAm para el EGF-R dentro de los casos de
CaCU analizados, nos muestra que hay una gran heterogensidad celular en los
tejidos tumorales. De los 3 subgrupos analizados se pudc cbservar un grupo con
niveles de expresién del.receptor semejantes a 1o observado en los tejidos de CN
(subgrupo I); un grupo de expfesién intermedia del EGF-R a nivel de transcrito
(subgrupo Il) y los casos en los que se observd un alto contenido de RNAm {subgrupo
I}, sobrepasando hasta en un 300% el contenido detectado en los tejidos control. A
pesar de tener estos grupes muy definidos en relacién a la expresidén del RNAm, no
nos fue posible correlacionar ésto con algln pardmetro clinico de importancia para
CaCU; ademas de que fué un nimero reducido de casos el que se analizd en éste
estudio. Sin embargo, lo que si podemos concluir, es que la técnica de Hibridacién IN
SITU, ademds de ser mds sensible que la inmunohistoquimica; es una herramienta
particularmente Gtil en el estudio de tejidos de cérvix uterino, porque demuestra la

distribucién topogréfica del RNAm del EGF-R en un tejido.

En el tercer nivel de andlisis, se determinaron posibles alteraciones en el gen
que codifica para el EGF-R por Southern Blot. Los resultados mostraron que el 100%
de los tejidos de CN y sélo un 29% de los casos analizados de CaCU, presentaron
una solfa copia del gen. El restante 71% de los casos de CaCU analizados, mostraron
amplificacion del gen de EGF-R. Este resultado es de destacar, ya que sélo existen 2
trabajos en los cuales llevaron a cabo el andlisis del gen del EGF-R en cérvix uterino
neopldsico; como es el reporte de Gullick, et al., (1986}, quienes estudiaron un sdlo
caso de CaCU y no demostraron alteracidn alguna en el gen del receptor. El otro
trabajo es el de Bernstein, et al,, (1988), quienes trabajando con cinco lineas
celulares derivadas de CaCU epidermoide, detectaron sdlo en una de ellas,

amplificacion del gen del receptor.
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En general, el andlisis a nivel del gen del EGF-R se ha llevado a cabo en pocos
tipos tumorales; siendo el glioblastoma el mas estudiado al respecto y en donde se ha
determinado amplificacién de hasta un 40% de las muestras analizadas para el gen
del receptor (Liberman, et al, 1985); 6 bien reamreglo del gen en el 18% de los casos
que se estudiaron (Malden, et al, 1988 y Schlegel, et al., 1994). En todos éstos
reportes, el patrén de hibridacién para el gen del EGF-R, en el DNA gendmico de los
tejidos tumorales es la amplificacién; 1o cual es similar al mostrado por A431, cuando
se usa el mismo fragmento de cDNA del gen del EGF-R, como sonda {1.838 Kb).
Nuestros resultados derivados del analisis de Southern Blot en tejido tumoral y
normal de cérvix uterino, ceinciden en parte con los reportes anteriores, en donde se
detectd la banda de 5.3 Kb que coincide con la banda del receptor normal, solo que
amplificada. En eslos casos no se observaron las bandas de 7 y 8 Kb como lo
reportado para glioblastomas y para células A431, ya que al parecer s sélo
amplificacidn lo observado en nuestras muestras y no rearreglos ¢ deleciones en el
gen (Schlegel, et al, 1984). También es posible que la cantidad de DNA analizada

haya sido reducida y en el experimento no se pudieran detectar estas otras bandas.

En cuanto al grado de amplificacién del gen del receptor detectado en los casos
analizados de CaCl}, este parece estar amplificado hasta 3 veces; lo cual es menor a
lo reportado en glioblastomas (Libermann, et al., 1985; Malden, et al, 1988 y
Schlegel, et af,, 1994); cancer de pulmén (Hunts, et al, 1985) y estémago (Lemoine, &t
al, 1991); que van de 10 a 30 veces de amplificacion. Sin embargo, ¢l grado de
amplificacién del gen del receptor que nosotros detectamos (1 a 3 veces), fué similar
al reportado en lineas celulares derivadas de carcinoma epidermoide (Yamamoto, et
al.,, 1986); lo cual nos sugiere que el grado de ampliticacién de este gen, puede ser

diferente dependiendo del tipo de tejido.
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En general, cabe destacar que la alteracion y/6 rearreglo del gen del EGF-R, no
s un evento muy comiin que haya sido repcrtado ya sea en lineas celulares
(Yamamoto, et al., 1986) ¢ en tejido tumoral humano (Hunts, et al., 1985; Lemoinne, et
al, 1991 y Bauknecht, et af., 1993); a pesar de la frecuente sobre-expresion del EGF-
R en diferentes tipos de céncer. De esta manera la amplificacion del gen, puede
explicar el incremento de la expresion protéica del receptor, pero sélo en un nimero
limitado de situaciones. Por lo que nuestros resultados adquieren enorme interés

para ser analizados en un mayor nimero de pacientes.

Comg un andlisis complementario debido a la posible correlacion entre
Papitomavirus humano (HPV) y EGF-R, se realizé la determinacion de la presencia de
DNA de HPV por los métodos indicados. E! andlisis de tipificacion de HPV, nos
mostré que todos los tejidos estudiados, tanto de CN como los de CaCuU, fueron
positivos para éste virus. La presencia de HPV en los casos de CaClU era de
esperarse, debido a la participacion que tiene este virus como factor etiologico en el
desarrollo de este tipo de cdncer (zur Hausen, 1991). Sin embafgo, el hecho de que
todas las muestras analizadas de CN hayan resultado positivas para HPV, se debe
tomar con reserva, debido a que el nimero de tejidos control en los que se tipificd
HPV, fué muy reducido y que tal vez los tejidos normales utilizados no fueron
idealmente libres de infeccién por HPV, aunque presentaron una citologia normal.
Debido a que el HPV se presentd tanto en tejidos normales como en los de CaCU, no
se pudo evaluar la importancia de éste factor etiolégico en relacidn al desarrollo del

CaCuU y la presencia del EGF-R.

Finalmente, ya que si fué posible identificar alteraciones en el receptor para el
EGF en los diferentes niveles que se analizaron (proteina, RNAm y DNA) en pacientes
con CaCuU invasor; se traté de correlacionar los resultados obtenidos con algunos de

los pardmetros clinicos de importancia para éste tipo de neoplasia: como edad,
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diagnéstico clinico e histopatolégico y scbrevida; con la reserva que el nimero de
casos incluidos en ¢! estudio, fué reducido para fines de significancia estadistica; pero
que sin embargo, nos proporciond puntos de referencia para futuros estudios ai

respecto.

Ai hacer el andlisis de correlacidn entre los resultados obtenidos en cada nivel
de estudio del EGF-R en su conjunto, con los pardametros clinicos antes mencionados;
se encontré que el 30% (4/13) de las pacientes que presentaron amplificacién en el
gen del EGF-R y altos niveles de RNAm mostraron tumores mas agresivos, yaque a 5
anos de seguimiento, presentaron actividad tumoral progresiva. Lo cual nos puede
sugerir, que las alteraciones del EGF-R a nivel de RNAmM y DNA, son pardmetros que
probablemente nos den mayor informacién en cuanto a la agresividad del tumor en
pacientes con CaCU; més que la sobre-expresién de la proteina receptora {factor que
se ha tomado como prondstico y que se ha cuestionado en los ultimos afies). Es
posible que los niveles de expresién protéica del EGF-R sean subestimados; debido a
su utilizacién a través de un mecanismo de estimulacién de tipo intrdcrina. Por lo que
es necesario llevar a cabo un estudio con un mayor nimero de casos de CaCUl, para

concretar éstas observaciones preliminares.

La carencia de significado prondstico del EGF-R en CaCl), puede deberse a
diversos factores; como: 1) el uso de diterentes técnicas para evaluar la presencia de
la proteina receptora; 2) la subestimacion de ia presencia del EGF-R en biopsias de
pacientes, ya que contienen poblaciones de células tumorales y normales en el
mismo tejido; lo que diluye los altos niveles del receptor; 3) ta regulacion det EGF-R
puede ser tejido-especifico; asi que el significado biologico del sistema EGF 6 TGF-
o/EGF-R, dependera del tejido en estudio (Scambia, et al, 1994 y Wikstrand, et al.,
1998); y 4) es posible que niveles incrementados de EGF/TGF-a pudieran conducir a

una subestimacion del contenido de proteinas receptoras debido al bloqueo y/6 a la
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pérdida de receptores por estimulacion intrdcrina, como lo observado en células
NIH3T3 (Ciardigllo, et al, 1990). Al respecto, los pocbs trabajos realizados en
relacion a la determinacién de los niveles de EGF/TGF-a en tejido cervical y su
posible importancia en CaCU, auin siguen siendo controversiales (Bauknecht, et al,
1989, Pleiffer, ot al., 1989; Dellas, et al., 1996; Pleiffer, et al,, 1998). Sin embargo, la
determinacion tanto de los niveles especificos de EGF y TGF-o asi como el contenido
real de sus receptores (EGF-R) en el mismo tejido tumoral de CaCuU, serd de suma
importancia para dilucidar el papel que tiene el sistema EGF/TGF-o/EGF-R en el

desarrollo biolégico y clinico del CaCuU.
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CONCLUSIONES U BIBLISTECA

Por ensayos de Inmunchistoquimica, se detectd que el 90% de los casos de Ca-
CU, mostraron un mayor porcentaje de tejido reactivo para el EGF-R con respec-

to al tejido controf de CN.

Por ensayos de Western blot, se observé que sdlo el 25% de los casos de CaCU,
mostraron sobre-expresion protéica del EGF-R con respecto al tejido control de
CN.

Por ensayos de Hibridacién IN SITU, se detectd que el 30% de los casos de Ca-
CU, mostraron un mayor porcentaje de células (95%) que expresan RNAm para

el EGF-R con respecto al tejido control de CN (84%).

También por ensayos de Hibridacion IN SITU, se detectd que el 43% de los ca-
s0s de CaCU, sobre-expresan RNAm para el EGF-R con respecto at tejido con-
trol de CN.

Dentro de los cascs de CaCU, se detectaron 3 subgrupos de acuerdo al conteni-
do de RNAm para el EGF-R: e! subgrupo |, con un contenido de RNAm semejante
al observado en ei tejido control de CN; el subgrupe Il, con un contenido de
RNAm 100% mds que el detectado en el CN y el subgrupe 1li, con un contenido

de RNAmM 300% mas que el observado en el CN.

Por ensayos de Southern blot, se observé que el 70% de los casos de CaCuU,
mostraron amplificacion del gen que codifica para el EGF-R con respecto al teji-

do control de CN.
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