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APOPTOSIS EN CANCER CERVICO-UTERINO 

Rh'ern·Ruhi Ll\1 .• Dueilas·Conzálc-¿ A •• Cómcz-Conzálcz E •• Cuadarrama Fleircs A.,. l\1ora-Garcia A •• 
Florentino R.,. Aguil:lr-Poncc J.L. Poircvin Chacón A. Lópcz-Cranlel C •• Conzalez Enciso A.,. Cha nona J .• 

Trejo Becerril C .. 

l.. l\IARCO TEORICO 

J.a. Definicl6n del problema .. 

El cáncer Cérvico-Utcrino(CACU) constituye uno de los principales problemas en salud pública en los paises en 
vías de desarrollo. En México en el ai\o <le 1995 se notificó al cáncer de cervix uterino en el primer lugar de 
incidencia de neoplasias malignas. correspondiendo ésta tasa ni 21.5% por topografia general, la tasa de monalidad 
en la República mexicana ha pcmmnceido estable e incluso en algunos gn.ipos de edad. se perfila un incremento.O> 

Los hal1;1zgos clínicos tradicionales para evaluar él pronostico en c;inccr de cervix. han sido basados en Ja extensión 
de la enfcrrne<lad: estadio clínico, tipo histológico y grado. En la última década, han habido hipótesis que respaldan 
que la proliferación celular del tumor es una imponantc causa de falla en la Radioterapia (RT) del cáncer de cervix 
(3.t.). La proliferación del tumor duranlc la Radioterapia se ha inferido por la observaciün que el tiempo prolongado 
de tr:Jtamicnto fue asociado con pobre control pélvico. 

Existe sin cmb;irgo una varioición en la respuest.i de los tumores a la radiación (f>I; el problema lo constituyen los 
cánceres refractarios al tratamiento, debido a factores fisiológicos del rumor y factores biológicos, bioquimicos 
con10 respuestas mediadas por e1 huésped."·'" 
Los factores fisiológicos, incluyen: 1Hpoxia y angiogéncsis. 
Entre Jos factores Biológicos en primera instancia está: la Clonali<lad desconocida (con diferentes susceptibilidades a 
la 11.:r:ipia), reducido Pl-1 intracelular dado por la Glicólisis anaeróbica. 1'<1ecanismos de resistencia dada por 
propiedades intrínsecas celulares que incluyen incremento del Glutation y cnzin1as metaboli7.ando así como 
Pcnix11.b<;a GSI 1 y de la Catalasa en la inactivación de tos radicales libres, producidos por la radioterapi:i 11·"·º1 • 

!\1Ult1pks mecamsrnos contribuyen a la resistencia a la Radioterapia y a la Quimioterapia; por ejemplo: Incremento 
de J.;1 .;1ct1vidad de Transfcrasa GSl-I, reducida actividad de Topoisomerasa ll, Glicoproteina P. o l:i emergencia de 
cClul.1s más resistentes a la terapia. Además la incapacidad para pasar de un ciclo a otro, de G21M. lo que puede 
promover la entrada de las cClulas a la apoptosis. c• 11 

Ex1.,.1cn datos clinicos que tnucstran correlación entre algunos factores intrínsecos del tun1or y los resultados del 
tr:namiento de la radioterapia. uno de Cstos factores intrínsecos del tumor es la Apoptosis (mucnc Celular 
Pn.lgr • .una.da). 
f lov dia existe un creciente interCs en Ja oncología por la Apoptosis. por sus implicaciones en Ja salud y en la 
cnÍcm1cdad. 

Apoptosis y cáncer 
La Apoptosis ó mucr1c celular programada, como también se designa a ésta función celular. se refiere al suicidio 
celuh.1r activo. es un fenómeno distinto a la necrosis. descrito por primera vez en 1972 por Kerr y cols. <1. "· "'1 y 
n:visado el concepto por Horvitz y Cols. En 1994 y Jaeobson en 1997(27}; El término de Apoptosis se ha propuesto 
hasta ahora por un pcquci\o mecanismo de detección celular controlada. el cual parece jugar un papel 
complemcmario, pero opuesto n la mitosis en Ja regulación de la población celular animal. La mucnc es un proceso 
inherente a la vida. Todos Jos organismos necesitan de los mecanismos apropiados para eliminar células anormales. 
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nsf como nqucllos que han cumplido su función, cunndo esto no sucede, se pierde el equilibrio. con el subsecuente 
desnrrollo de fas enfennedadcs. incluyendo las malignas. 

La Apoptosis es un proceso celular genéticamente programado esencial para mantener el ,tesnrrollo nonnal y la 
homeostasis. es muy distinto a Necrosis. Jos mecanismos celulares involucrados y la apariencia moríológica de la 
célula tambiCn es diferente. 

Es modulado ~r oncogcnes. genes supresores y citoquinas. es probable que In combinación de estos factores es 
incluida dentro de los cambios fenotípicos. así como patrones alterados de metástasis, angiogéncsis y 
radiorcsistencia. 

El papel fisiológico de la Apoptosis es múltiple: es necesario en el desarrollo embrionario, en el recambio tisular 
norTnal de los organismos que han completado su desarrollo. en la eliminación de los neutrófilos. a.si como en el 
desarrollo y la regulación del sistema inmune. 
Ademas la Apoptosis interviene en la destrucción de células nlrcradas en su estructura génica por diferentes 
mecanismos, el follo en destruir tales células puede originar las neoplasias. 
Factores que modulan positiva ó ncg;Hiva111ente el proceso de Apoptosis: 

Factores fisi0lól!ieos Factores FarmacolóJ?icos ó Fisicos Factores Patolóc.icos 
Facton.·s de crcc1n1iento Estcroides Productos virales 
Citocinas Antinco11lisicos 
llonnonas Radioterapia 
Interaccione!> celulares llincrtcnnia 

Toxinas, Anticuemos monoclonales 

Desde hace ;ulos, se ha reconocido que la pérdida espontanea de las células es un par-jmctro importante en el 
crecimiento neoplásico. ( lvcrscn 1967, Rcfsum y Bcrdal 1967. Stecl 1967,Frindcl. l\.1alaisc y Tubiana 1968, Laird 
1969. Clifl:on y Yatvin 1970. Weinstcin y Frost 1970. Lala 1971 , 1972). Sin embargo poco se conocia acerca de los 
mecanismos implicados en la pérdida celular, reconociendo tácitamente que podria ser la pérdida continua de los 
tejidos nom1ales para balancear la d1..,.·isión celular que es realmente demostr.ible y la pérdida celular que acompaña a 
la atrofia e in.,.ulución fisiológica de los tejidos. 

El ténnino N'ccrohiosis es algunas .... ·eccs u~ado para definir la ''f\1uene Celular Fisiológica", pero los hallazgos 
morfológicos que se describieron en 1972 no eran claramente definidos. postcriotTllcntc el descubrimiento de un 
mudo diferente de n1uenc celular con hallazgos ultra-estructurales consistentes de un fenómeno activo y complejo. 
controlado 111hcrentemen1e y que explicaria la regulación del nUmero de células en una variedad de tejidos y en 
cumJiciuncs patulúgicas, que puede ser detectada en neoplasias malignas no tratadas(Kcrr y Searle, 1972) y participa 
en la regrc~1ón posterior a algunas ternpias(Curric. Kerr 1972) . 

Debido a su impor1ancia en sig.nificacia cinCtica celular \Villic. Kcrr y Curric tomaron el término de Apoptosis del 
prufcs0r Jamcs Com1ack quien les sugirió la palabra dcscribicndo ••caída de los pétnlos de las flores ó las hojas de 
los arboles ... 
Es un pn..1ct.•so cotnplcjo altamente rc.i;.ulado y un proceso celular activo. Tres fases pueden discernirse en In 
Apoptos1s: 
J. Fase de Iniciación 
.., Fase Efectora 
J. Fase de degradación 
Fast! de Iniciación: Las células reciben un estímulo provocando el proceso apoptoico. 
Fase Efectora: La rnaquinana apoptoicn es activada pero el proceso es aún reversible. 
Fase de degradación: No se alcanza un punto de n:torno después de que la célula se desintegra. 
La duración del proceso de la muer1e celular depende del estimulo y el tipo celular. pero usualmente toma de 12 a 24 
horas. 
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Apoprosis y Necrosis 
La necrosis en contraste con la Apoptosis se considera que es un evento pasivo. vasamcntc regulado. la naturaleza 
del proceso esta definido más por el trabajo intcmo <le la cCJula. la en la misma área. la diferencia más obvia es que 
adcrnás la necrosis conduce a la destrucción de un grupo de células en la misma área. en la Apoptosis solamente se 
involucran un deterrnin.,do grupo de células. quizá la diferencia mits importante de Apoptosis y necrosis es que en ta 
Necrosis debido al daño de la membrana hay inOamiento del citoplasma y explosión de Ja célula. lo cual conduce a la 
liberación de enzimas lisosomalcs y a la reacción innamatoria. 
También hay diferencias en ta morfologi:l celular que se describen a continuación. 

La i\torfoloi.:ía de la Apoptosis 
Apoptosis c;1ractcristicamentc afecta las cClulas paniculannente esparcidas y son manifi .. ~taJos histológicamentc por 
la formación de pequeños frngmentos ovoides. cuerpos apoptoicos. algunos de Jos cuales contienen remanentes del 
núcleo. Con microscopio electrónico se ven los cambios de 1a Apoptosis en 2 estadios: 
El primero comprende la fonnación de los cuerpos apoptoicos. el segundo su fagocitosis y degradación por otras 
células. 
La formación de los cuerpos apoptoicos involucra condensación marcada del núcleo y citoplasma. condensación de 
la cromatina y frag1ncntac1ón de la nlcmbrana celular. las enzimas lisosomales sin duda juegan un rol muy 
importante en la degradación de los cuerpos apoptoicos se incrementan la símesis de hidrolasas. el proceso es 
cconón1ico en tCrminos de reutilización de los componentes celulares. lo más notorio es que NO hay Inflamación. 
Además todos los hallazgos contrastan con los de necrosis los cuales incluyen: inflamación celular, disfunción de los 
organclos. colapso n1itocondrial y uhimadamcntc desintegración celular. Ja liberación del contenido celular durante 
la necrosis produce una respuesta inflan1atoria fuerte. Ademó.o; la Apoptosis produce una pcquei'la ó ninguna 
activación del sisten1a inmune. 

,'\.tccanis1nus mo1ccularcs de la Apoptosis 
Estos nlccanismos 111olcculares y la regulación de la Apoptosis vienen de estudios en ca.cnorhabiditis ciega.ns. el 
proceso es regulado principalmente por tres genes: CEDJ. CED4 y CE09 de las cuales CED3 y CED4 son 
reguladoras positivas de la Apoptosis y CED9 es antiapoptoica. los otras proteínas que juegan un rol muy importante 
son la.s Caspasas y Apaí-1 que: inducen Apoptosis y corresponden a CED3 y CE04 respectivamente. Además Bcl2 
bien cono.;ido como antiapoptoico que corresponde a CED9. 

Genes del cáncer y Apoptosls 
Una faceta que une a la Apoptosis con el cáncer es el compromiso de muchos oncogenes y productos de genes 
supresores cn la regulación y e1ccuc16n de Apoptosis. algunos de ellos son p53. Rb. ras. rafy rnyc. 
El p53 dcb1Jo a su función en Ja Apoptosis se ha ganado el nombre de ••Guardián del Genoma"". monitorca el estado 
del DNA y si ocurre dai\o al DNA. demor..t el ciclo celular. através de la inducción de CIP/\.Van/p21. una proteína 
que previene la fosforilación de loss kinasas ciclin dependientes. también conocidos como reguladores positivos del 
ciclo celular. 

En ausencia de las kinas.:is cidin-<lcpend1cntcs. el gen Rb se mantiene inactivo. {no fosforilado) y por lo tanto el ciclo 
celular se dct1en..:. todo esto conlleva a la activación de la maquinaria de reparación del DNA. si falla la reparación 
del DNA, el p53 toma el mando e induce la Apoptosis. 
El p53 también acti ... a las killer/DR5. un nuevo miembro inductor de la Apoptosis de 45 kd de la familia del 

receptor Je necrosis tumoral.Analogos al sistema receptor Apo-l/Fas!CD95 activan las Caspasas através de las 
pro1cinas FLICE. 

Los protu-oncog.cncs myc y ras son también parte de Ja maquinaria apoptoica. el rol de myc es caprichoso, debido a 
que depende graven1cnte en como la célula es condicionada por otros factores.Así la. presencia de factores de 
crecimiento inducen la proliferación y en su ausencia actúan como apoptoicos. 

La sobrec.xprcsión de ras puede llevar al incremento ó disminución de la Apoptosis. es negativamente regulado por 
bcl-2, la fosforilación del bcl-2. sin embargo invalida su capacidad para proteger a las células a la :scción apoptoica 
inducida por ras. 
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La Proteína Bax. Es promotora de la Apoptosis y actúa en oposu:lon a bcl·2. Bax y bcl2 fonnan horno y 
heterodímcros in vivo y la expresión relativa de estas protefnas así como el punto de control de Apoptosis c.lepcndc 
del nivel o predominancia e.Je cada una de ellas; si predomina bcl·2 habr.i mayor supervivencia celular. y se 
predomina los homodin1eros Bax se promueve la muene celular'2 "> 0 H 

Otras proteínas adicionales entre ellas: la familia CED-9. han sic.Jo implicados en Ja regulación de la Apoptosis. 
varias de estas con actividad similar a bcl-2. además lns citoquinas como ligandinas FAS (FASL) y las TNF son 
potentes inductoras de Apoptosis. Se ha visto que la activación de FAS por e:<.posición 3 la radiación y 
quimioterapia incrementa los niveles cndogenos de Ccramida en un 200 a 300 por ciento y activa las fosfatasas y 
protcin quinasas. cienas evidencias indican que protcasas ICE/CED·3 también son componentes esenciales en la 
Apoptosis radio inducidanJH:i .. , 

El gen Rb. es un regulador negativo del crecimiento celular y probo:1blcmentc su inactivación por el VPll 16 la 
oncoprotcina E.7 promueva Ja Apoptosis en respuesta al daño al DNA por la radiación. También se ha establecido 
que p21 es un medi:1dor critico del p53 actuando en la respuesta de arresto de la fase G 1 del ciclo cclul:1r 17 •> 

L:t Rc~ulación ~enCtlca de la Apoptosis 
Actualmente se ha visto que el p53 cst:i involucrado en la rcgul3ción gcnCtica de 13 .-'\poptosis. Este gen. que está 
situado en el .:romosoma 17 del genoma humano. codifica para una fosfoprotcina nuclear de 53kd que en nuestra 
especie tiene 393 aminoácidos. 
Fue identificada por primera vez unida al antigcnu T del virus SV40, p53. posteriom1cntc se encontró que el 
.-'\dcnovirus E 1 B. 55K y la proteina E6 de VPH están asociadas a) p53. Se pensó que era una proteína oncogénica 
por que lograba mmortah:r.ar células primarias en cultivo y cooperaba con ras para transfom1arlas.exactamentc las 
car;icteristicas de Jo que hoy conocemos como una proteína oncogCnica. Mas tarde se reconoció a p53 como un gen 
supresor cuya función desaparece al ser secuestrada su proteína por otra procedente de un virus oncogénico. 

La proteina p53 tiene capacidad de unión especifica al ADN. asi tambiCn capacidad de activ:ir la transcripción de 
genes .. reponeros"' adyacentes a su sitio de unión al ADN. siendo su fom1a de reconocimiento a Csta molCcula Ja de 
un tctroimero.Entrc los indicios existentes que :ipuntan :il car.ictcr supresor del gen p53 en estado silvestre (p53+). 
e~tan los siguientes: 
En ensayos de cooper.ición entre p53 mulada {p53-) y ras. Ja transfccción con p53 silvestre (p53+) suprime la 
transfonnaciún. 
p53 también suprime la cooperación entre cmyc y ras. 
L.is mutaciom:s en el gen p53 constituyen la alteración genética más común en los cánceres humanos. l\.1ás del 500/o 
de éstos tienen mutaciones en éste gen·.La proteína p53 silvestre también interactúa con el gen celular MDM2.Este 
~en :-.c 11.lcnt1ficU 1111c1ahncntc por su :implificación espontanea en una linea de ratón (murine doublc n1inute.MDM). 

El homologo humano de Cste gen. que también se conoce como MD:\-12. su sobreexprcsión interfiere con la función 
del p53.+. 
La e' presión de p53+ puede perderse por mutaciones de diferentes tipos en el gen p53. por unión a protcinas virales 
ú por unión a prolcinas celulares como la l\1DM2. Es interesante señalar que en los cánceres por infección del virus 
Pap1h.1111a llumano {V.P.H.), como en los de Cérvix Uterino. las mutaciones en el gen p53 son raras. 

Función del p53 
La protcina p53+. de manera semejante a la proteina Rb. es unn proteína reguladora c.Jcl proceso de la proliferación 
celular. El rnodt!lo general que explica la función de p53+. postula que Csta proteína se une a sitios específicos en el 
ADN que la reconocen en fonna de tetr.imcro. estimulando la transcripción de determinados genes. que se saben 
rt!all;ran panc de las funciones dependientes e.Je p53 en una célula. Recientemente se han identificado algunos de 
estos genes: Se trata, por ejemplo. de p21 (también llamado \VAF 1 óCip 1, cuya protc:ina inhibe cienas cinasas 
dependientes de ciclinas. ni unirse a éstas. así como al PCNA- Antígeno nuclear de células en proliferación y es 
capaz de detener el ciclo celular). 
MD!\.12 ( Producto de un oncogcn. inactiva la trJnscripción mediada por p53 y regula la actividad de ésta proteína). 
GaDD45(1nducido por da11o celular. se une al PCNA y puede detener el ciclo celular. estando directamente 



involucr.ido en la reparación del tipo de excisión del ADN). Bax ( miembro de la familia Bcl2 relacionada con la 
Apoptosis. es antagonista de Dcl2. promoviendo Ja Apoptosis inducida por pSJ). 
Sugiriéndose que el p53 actüa como el ••guardián molecular'". monitorcando la integridad del genoma. UJ l21J. El 
siguiente es uno de los modelos propuestos de función del p53: 

1.En células nommlcs. no hacen falta p53 para regular la división. 

2. Cuando ocurre el daño a nivel del ADN en células nonnales. con p53 intacto. aumentan los niveles de ésta 
prolcína nativa. y la célula se detiene en G 1. En la rcspucsla de una célul:i nonnal al dai\o del ADN. se induce la 
función de "'Guardián del genoma .. de p53+. Al detenerse la proliferación. hay tiempo para que ocurTa la reparación 
del ADN. 

De fallar la rcparJción, entonces p53 desencadena Ja Apoptosis ó muer1e celular programada, y la célula induce In 
desintegración de su genoma con su muerte consiguiente. 

3.Cuando ocurre darlo al ADN en células tumorJles, no se induce p53+(por que el gen está inactivndo por mutación. 
unión a proteínas viro.les ó celulares). entonces no se produce detención del ciclo en G l. y si ocurre división celular 
con daílio (lo cual dctem1in.:i fij.:iciún de la mutación. aneuptoidia ó inestabilidad genómica creciente). 

i\ diferencia del gen Rb. que es un supresor que actU.:i en condiciones nonnalcs de vida para l.:i célula. p53 parece ser 
el gen supresor que actUa sobre todo en condiciones de estrés. 

El bcl-2, el cu.:il. c1nergc como un nuevo tipo de proto-oncogen que suprime la muerte cclul.:ir m:is que la 
proliferación, sin embargo no es en todas !:is circunstancias que inhibe fa Apoptosis. 
L.t actividad anti.:ipoptoica de bcl-2 fue primeramente demostrada en células B inmaduras dependiente de 
intcrleucina 3 (ILJ). 

l\fccanismus inhibicorios de expresión del proto-oncogcn bcl-2 se han mostrado en varios tumores a una variedad de 
trat.:inlicntos como R01diotcro.pia y Quimioterapia, puede estar implicado en el desarrollo de resistencia de los 
tumon:s a la radiación ó a los agentes quimio-ternpC:uticos, éstos mcc.:inismos pueden también contribuir a l.:i 
supervivencia inapropiada de células con ::monnalidotdcs del DNA1~"1 

Es asi como la exposición a Rayos G.:imm:i ó a drogas citost:iticas hacen que las células nonnales aumenten la 
expresión de p53 y dctcng.:in el ciclo celular hasta que el daño se repare. En cambio las células con p53 mutado. 
continü.:in dividiéndose.Un tumor en pleno dcs.:irrollo tiene sus células en estrés, y.:i que éstas experimentan anoxia 
(Falta de oxigenación) y ancuploidí.:i. L.:i imJucción de pSJ +en células ''estresadas", pero no mutadas. provocari.:i una 
hm1t;11:iOn a su cre..:inucnto. En cambio. células ··estresad.:is .. con p53 mutado, exprcsarian la proteína mutada. carente 
l.k la acción supresora de 1.:i proliferación, Jo cual permitiría otl tumor su futuro expansión. Ello explica por qué 
rnut;.u.:ioncs en p53 se seleccionan de fonna tardia en la progresión tumoral: El estrés da ventaja selectiva a células 
con p53 mut.:ido. En otras palabras las células con p53 mutado aunque estén en estrés .. fisiológico .. que impone el 
tmnor. actúan como si no lo percibieron y continúan di,.·idiém..lose. 

Nonnalrncnh! en una ..:élula. la protcina p53 se n1ant1enc a bajas concentraciones, debido a su relativamente corta 
v1d.1 111cd1a (alrededor de 20 minutos). 

Las scr1alcs que parecen activar el aumento de Ja expresión de p53 están todas relacionadas con algün tipo de estrés 
para las cClulas. Frente a ést.:is sci\alcs. se incrementa el tiempo de vida mcdi.:i de ésta proteina. prob.:iblementc a 
panir de un aumento en su fosforilación. así como en un incremento en la velocidad de iniciación de su traducción 
(ó sintcsis proteica a partir de su ARN mensajero especifico). 

l loy se h.:in identificado algunas de las señales de peligro. entre las cuales figuran la ocurrencia de diferentes tipos de 
da11os al ADN, la aparición de hipoxi.:i. así como l.:i dcplcción del pool de ribonucleósidos trifosfatos por debajo de 
un umbro! critico en Ja célul:1. 
i\..:tualmcnte se conoce que pSJ gobierna la ocurrencia de dos vías principales en la célula con estrés: LA 
DETENCION DEL CICLO CELULAR Y LA APOPTOSJS. 

6 



El hecho de que hl célula se decida por uno u otro camino depende de diversos factores. 
Existen evidencias experimentales que el p53 puede actuar como regulador negativo del ciclo celular en sus tres 
puntos de control: en Gl/S, en G2/M, y en GO-Gl-S, tanto como factor de transcripción de genes neeCS3rios en 
diversas etapas de éste ciclo celular, como a través de sei\ales directas de interacción protcina-proteina. En Ja 
regulación del ciclo celular en momentos de estrés. el gen p53 es inducido. lo cual activa la transcripción de genes 
como p:? I. el cual a su vez bloquea Ja actividad de l:ls cinas:is fosforiladoras de Rb.La ausencia de f"osforilación de 
pRb. como ya sabemos, retiene a E2F secuestrado por par1c de pRb. cuya consecuencia es Ja pcnnancncia de la 
función supresora de ésta proteina y el consiguiente detenimiento del ciclo celular. 
p53 inducido por estrés es también responsable de la activación de genes como GADD4S, activador de la reparación 
en el ADN datiado. 

El compromiso de p53+ en el punto de control G2/M lo hace también responsable de la regulación de la ploidia 
adecuada en Ja célula que est:í a punto t.fo entrar en nlitosis. ToJos estos controles se pierden en los tumores en los 
que el gen p53 se encuentra mutado. lo que les permite escapar de estos n1ecanismos de control al estrés celular. 
evadiendo el detenimiento de la proliferación celular 6 mejor aún la muer1c. 

El P.apcl del p53 en el Tratamiento de las Neoplasias l'\.bli¡::nas 
El tratamiento del cfl.nccr con Quimioterapia y Radioterapia produce dai\o extenso en el ADN celular. asf como las 
corrcspomJicntc-s scfiales para Ja inducción de p53 en e~s cClulas. lloy sospechamos que la Apoptosis dependiente 
del p53 es la moduladora de gran par1e de la respuesta efectiva a estos tratamientos. Se ha observado que los tumores 
purtac..lores de un gen p53 intacto (silvestre). al inducir la Apoptosis en sus células como respuesta a la agresión del 
tratamicn10, responden mejor al 1nis1110 que aquellos rumores con p53 mutado, precisamente por que inducen la 
muer1e de sus cCluh1s malignas. Cuando los tumores rccidivnn y se hacen resistentes a la terapia contra ellos. éste 
hecho se correlaciona generalmente con la adquisición de mutaciones en p53. Aquellos tumores que responden 
pobremente a Radioterapia y Quimioterapia. tienen generalmente mutaciones en el p53. Ello explica por qué tumores 
con n1utaciones en p53 se asocian con intervalos libres de enfenned:id más cor1os y menor supervivencia tot:il en 
Cstas pacientes. Sin embargo. la realidad clínica es más complej:i que éstas observaciones, y no siempre se d:i una 
corrc1ación tan clara entre el status del gen p53 y la respuesta a estos trat:imicntos antineoplásicos. pues como es de 
esperarse. de estas respuestas es dificil excluir el apone el aporte de otros genes involucrados. así como Jo que 
significa el cambio de an1bicntc celular que también se produce como resultado de tratamientos tan agresivos como 
estos. y otros muchos factores atin desconocidos.1~ 11 

Inducción de la Apoptosis 
Un gran ntimero de estimulas puede inducir la Apoptosis en una cClul:l de una manera independiente. Los inductores 
generalmente actúan en muchos tipos de células incluyen: 
Varios agentes quimiotcrapéuticos. radiación ultravioleta y radiación gamma. imba1ance osmótico, altos niveles de 
calcio, corticostcroidcs. ablación hormonal y factores de crecimiento. 

Dependiendo del factor estimulador y de Ja célula hay mtiltiples señ:iJcs que pueden activar In maquinaria npoptoica. 
La Apop1osis inducida por linfocitos citotóxicos cst:í mediada por un inductor ligando, no secretorio y mediado por 
un receptor U por una perf"orina secretoria. 
En el caso de dailo al DNA la Apoptosis es iniciada por la activación de mediadores del p53. así como Bax y 
K1llcr/DRS. Los cambios en el composición de los f"osfolipidos pueden tambiCn iniciar la Apoptosis. 

La rndiación como efecto directo en la célula :ictúa al nivel de DNA. provoc:i Ja activación de Ja esfingomielina 
resultando en la degradación de la esfingomiclina hasta eeramidn. 

La Apoptosis mediada por cera.mida también es comenzada por varios factores nsf como la deprivación sérica. 
interleucinal. Factor de necrosis tumoral alfa, 03. l.2S dihidroxi-colecalciferol y Ja supresión del factor del 
crecimiento del nervio. 

Una de las vias apoptoicas mejor conocida es la que emana del receptor APO-JIFAS/CD9S. que corresponde a Ja 
familia de proteínas receptoras relaciona.da al foctor de necrosis y es un:i lignndina presente en lns células cilotóx.icas. 
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APOI y FADD/MORT-1. junt:is cst:ls dos proteínas forman un complejo de señal inductor de Apoptosis. también 
FLICE. que además es un miembro e.Je unn gran familia de proteínas Caspas.as. 

Estns Caspnsas que hnce unos pocos nños han sido extensamente estudiadas en su rol en la Apoptosis. se identifican 
como una vía final común de la inicinción de la Apoptosis con sis1cmas altamente divergentes. 

Las Caspasas son proteínas cistcina que divide sus proteínas blanco como ácido aspártico en un contexto de 
secuencias definida. Actualmente se han reconocido 12 Caspasas. son activadas como en cascada. involucran Ja 
división de Ja molécula hasta 1 O y 20 subunidades kd. las cuales pueden hetcrodimerizar y asociar tetrameros. que 
son las enzimas activas. 
Las protcinns blanco No Caspasas incluyen protcinas del sistema de reparación del DNA. proteínas del citocsqucleto 
ó de la estructura y oncopr-oteinas. 
Algunas e.Je las enzimas e.Je reparación del ONA son poliribosa ADP-polimerasa. 
Las oncoproteínas mejor conocidas. degradadas por las Caspasas son la protein::s de Rctinoblastoma Rb y mdm2. 

La fornilia bcl-.2 es otro grupo de proteínas estrechamente relacionada a l::s Apoptosis. incluye inhibición de la 
mucnc celular, los miembros de Csta familia incluyen: bel-xi. bcl-w. bfl-1. brag-1. mcl-1 y Al. Y de los miembros 
promotores de 1\poptosis son: bax.. bak. bcl-xS, bad. bid, bik. Hrk. Su acción prevnlcntc dependerá del exceso de los 
miembros que haya. asi si predomina los homodímcros bax, todo estará a favor de la Apoptosis. 
Al contwrio con un exceso de hctero<límeros bcl-2. bcl/bax. lo cual estará a favor de la inhibición de Ja Apoptosis. 

Bcl-2 personifica CI OJI gen anri-apoptoico, contra-actúa en las señales de inducción de Apoptosis. dados por 
estimuladores corno: Agentes quimiotcrapCuticos, estrés oxidativo. infecciones virales. p53. corticostcroides y factor 
de crecimiento. 
Dcl-2 y bel-xi son inductores negativos de la Apoptosis ligando Apaf-1. previniendo la activación procaspasa-3. 
CED3, que es inductora de Apoptosis. 
Bcl-2 se descubrió en una traslocación t( 14, l 8) en el Linfoma Foliculnr. y ha sido considerado por su función como 
un oncogcnc. 

La Ocurrencia e lmpllcncioncs de In Apoptosls 
El tamaño de la población de células neoplásicas depende del balance entre la producción celular y pCrdida celular. 
en 1972 cuando se describió Ja Apoptosis poca atención sé dio a la delccción celular controlada. Hace unos pocos 
años se han hc.."Cho avances en In comprensión del control de la apoptosis. aumentándose su significancia oncológicn 
m:1s que Ja n1cra explicación de la delccción celular tumoral. 

Se ha visto que la Apoptosis es también importante en tcratógcncsis. en ta patogéncsis de las malformaciones 
congCnitas afectando la reducción neta de cClulas. al contrario de lo que ocurre en las neoplasias malignas en las que 
el número de células se incrementan progresivamente. Kcrr. \Villie y Currie tnmbién encontraron que In Apoptosis 
juega una parle significante en algunos tipos de atrofia e involución. 

En algunas neoplasias malign:1s la proliferación celular no es mayor cuando se compara frente a Ja contraparte 
norn1al. Algunas cClulas se dividen con mayor lentitud. sin embargo. la población de células malignas tiene un indice 
de mayor crecimiento a consecuencia de una supcrvi ... encia celular prolongada. lo que sugiere una alteración en el 
fenómeno de la Apoptosis. 

El descubrimiento de los mecanismos que hacen fallar la maquinaria normal de la muerte celular programada podria 
significar un gran avance no solo en relación con los aspectos terapéuticos. sino en los mecanismos inherentes de la 
carcinogéncsis. 
La h!rapéutica actual para las neoplasias malignas se basa en la cirugía. en la quimioterapia y en la Radioterapia. pero 
la resistencia tun1oral a éstas Jonnas de tratamiento es el mayor impedimento para el éxito terapéutico. 
Debido a que la Rndioterapia y la mayoría de los fánnacos Amincoplásicos actúan induciendo alteraciones genéticas 
en las cClulas proliferantes. la tumoricidad especifica por ambas modalidades terapéuticas es ntribuida a éste dai\o. 
Sin embargo en varios de los casos. las alteraciones gcnéticns no son suficientes para explicar la citotoxicidad 
observada. En particular c1 proceso de la apoptosis puede ser regulada por la producción de cienos protooncogenes. 
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En un modelo experimental. se demostró que el gen p53 es dctenninante para que la apoptosis se lleve a cabo. y que 
la pérdida de su función aumenta la resistencia a diferentes agentes quimioterapéuticos. Estos n:sultados tienen una 
buena correlación con algunos ejemplos clinicos94>> 

1. Algunos <le los tumores con marcada quimiorrcsistcncia. como el Mclanoma y el Carcinorna de Pulmón. 
presentan un alto porcentaje de mutación del p53. otras neoplasias como los Sarcomas. sin tener necesariamente 
mutaciones. expresan anonnalmentc el gen rndm2 que codifica la proteína p90 que neutraliza la función del gen 
p53. 

2. Es notorio que neoplasias con baja frecuencia de mutación del gen p53. como el cnrcinoma de testículo y la 
lcucemb. linfoblástica agudn en niños. sean altamente quimiosensiblcs y curables con tratamiento convencional. 

3. En la leucemia linfoblástica aguda en recaída ó refractaria a reinducción. se ha demostrado la presencia de 
mutaciones del gen p53. 

Lo anterior podría explicar. por lo menos en parte el pobre pronostico de numerosas neoplnsias con alteración del 
pSJ. 
En el 85o/o de los casos de Linfomas foliculnrcs se ha demostrado aumento en la expresión de Bcl-2. la actividad 
antiapoptoica de Cste gen se ha comprobado en varios modelos experimentales. 

Eslratcgias terapéulicas polencialcs dcrh·adas del conocimiento de la Apoptosis 

Existen ahora. tCcnicas bien desarrolladas para medir la proliferación del tumor antes del tratamiento y esto ayuda 
a seleccionar pacientes para predecir resultados al tratoimicnto con radioterapia tanto en fa practica médica diaria 
como en investigaciones clínicasº">. Hay evidencias no concluyentes en relación al pronostico del cáncer cervical 
tomando en consideración la medición de la proliferación tumoral.( Dixon et al 1977. Strang et al .• 1987; Naus y 
Zimmcm1an. 1991; Cole et al.. 1992; Zanctta et al 1992; Tsang et al. 1995) U5> 

Se necesitan vanos estudios epidemiológicos y clínicos para contestar las preguntas aún sin respuesta. generara 
hipótesis adicionales y guiar otros pumos de la aplicación de la Radioterapia en el tratamiento del cáncer Cérvico 
Uterino. 

El que la resistencia a la radioterapia ó Quimioterapia dependa al menos parcialmente. del estado del gen p53 y el 
hecho que Cste gen se encuentre alterado en una proporción importante de: casos ó en casi todos los rumores. sugieren 
que la terapéutica encaminada a n:stablecer su función podría tener éxito. Esto se podria lograr con la terapia génica 
cuando se sobrepasen los obstáculos para transfcctar eficientemente a tas células tumorales ó lograr que la proteina 
nonnal alcance su sitio de acción. 
Al parecer, las 1nutaciones y las delcccioncs no son los únicos n1cc;inis1nos de alteración del gen p53, su ;icción 
tambic!n puede afectarse al interactuar con protcinas virales, como la E6 del papiloma virus ó la proteina codificada 
por el gen 111d1n2. El desarrollo Je agentes capaces Je bloquear estas proteínas inhibidoras es, por lo tanto, otra 
alternativa de tratan1iento.c .. , 

Es imponante definir si el gen Bcl2 se encuentra expresado en neoplasias diferentes 01 tos linfomas. En 13 actualidad 
se sabe que se c.xpresa en mayor cantidad prcferentcn1cntc en carcinomas gastrointestinales poco diferenciados. El 
reciente descubri111icnto de la protcina codificada por el gen Bax y su capacidad para formar <limeros con la proteína 
Bcl2 sugiere que podría utilizarse como agente antiapoptoico. esto también puede sei'lalarse pnra la proteína 
codificada por el gen Dclx-S cuando se llegue a definir mejor su mecanismo de acción. 

El descubrimiento de Jos mecanismos que hacen fallar la maquinaria normal de la muerte celular programada podría 
significar un avance no solo en relación con los aspectos lcrapéuticos. sino en el conocimiento de los mecanismos 
inhcrcn1es de la carcinogéncsis.1 .. , 
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La Apoptosis de hecho puede ser un marcador de agresividad biológica del tumor en el cáncer Cérvico U1crino. por 
lo tanto necesitamos valorarla como un prcdictor potencial de respuesta en tumores tratados con Radioterapia.'6 > 

llcCccción I\1orfo16i:,ica de la Apoptosis 
Se puede detectar a través del microscopio de luz ó electrónico su morfologia. a través de la incorporación 
enzimática de nucleotidos marcados a fragmemos de ADN en su extremo 3 ·, ó por citometria de Flujo 

Indice Apoptoico 
El indice apoptoico es usado como una medida de la extensión de la Apoptosis. A menudo se define como el 
porcentaje de células apopto1cas y cuerpos apoptoicos por todas tas células tumorales. Algunos autores, sin embargo 
u.san fa denotación Je número de células por 1,000 célula~ tumorales. Además en otras investigaciones han medido la 
Apoptosis miden el número de cClulas apoptoicas por 1 Ox campos de alto poder. 
Realmente es aparente que hay una amplia variación en la extensión de la Apoptosis no solamente entre los 
diferentes tumores, pero aún en el mismo tumor. Por ejemplo en los Linfomas de Alto Grado el promedio del indice 
apoptoico varia entre 1.4 y 8.8''/o y en el Carcinoma de Células Pequei\as de Pulmón entre 0.1 y 10.9%, aún en el 
mismo grnpo de tumores puC'den hab-;:r \.'ariaciones. debido probablemente a las diferencias en grado histológico. 
Existe ciertos factores técnicos y metodológicos que influencian la dcterTninación del índice apoptoico como ser: 
Fijador usado. Concentración del fijador. lavado del tejido, tiempo largo de fijación más de 3 semanas.retraso en Ja 
lipción 

Ocurrenci:1 de Apoptosi'i en fo'i tejidos norn1alcs 
La Apoptosis juega un rol esencial en desarrollo nonnal de los vertebrados. En los mamíferos adultos, la Apoptosis 
ocurre continuamente en las poblaciones celulares de lento crecimiento, asi como el epitelio del hígado. próstata, y 
corte~ :u.lrcnal y en las poblaciones celulares de roipido crecimiento asi corno el epitelio del tracto intestinal y de la 
cspcnnatogonia. J lay evidencias que la Apoptosis es regulada por la mitosis, factores de crecimiento y honnonas 
tróficas. 1 ~> 

Ocurrencia de la ,\.poptosls ~n Tumores llun1anos 
Las circunstancias de ocurrencia de Apoptosis caen dentro de varias categorías. Acontece por la dcleción de las 
cCJulas que ocurre en los tejidos nonnales, y es observada en ciertos contextos patológicos espccfficos. remarcando 
i>u diferencia con la necrosis que siempre es patológica, resultado del dafto catastrófico a la célula y no tiene la 
función humeostásica de la Apoptosis.cn 
Los factores responsables para la ocurrencia de Apoptosis espontanea en los tumores son diversos. El factor de 
necrosis tumoral alfa se ha demostrado que induce la Apoptosis en algunas lineas celulares in vitro,nsí algunas de las 
1\poptosis observada en tumores in vivo puede ser atribuida a la liberación de ésta citokina por los macrófagos. En 
otras inMancias la Apoptosis puede ser resultado del ataque a las células por linfocitos T citotóxicos. 

Finalmente la Apoptosis incrementada en los tumores puede resultar de un proceso intrínseco de las células 
tun1oralcs.1)) 

Linfoma~ 

Los !infamas No 1--lodgkin de Alto Grado muestran un indice significativamente aho que en los Linfomas de Bajo 
Gradu. Esto se correlaciona con la ocurrencia del gen bcl-2 antiapoptoico, el cual sé sobre-expresa en los Linfomas 
l.lt: Rajo Grado. De hecho hay una asociación inversa entre la expresión bioquímica de bcl-2 y el índice apoptoieo. 
TambiCn otros mien1bros del grupo bcl-2, asi como los promotores de Apoptosis Bax, e inhibidores mcl-1 también 
son expresados en los Linfomas. 

Carcinoni:as de I\1:ama 
En el cáncer de mama, una extensa Apoptosis se asocia con pobre pronostico, y a más :alto grado, más Apoptosis. 
Esto es probablemente dado por una pérdida de receptores para honnonas que actúan como factores de sobrevida. 
lntercsantemente en Jos carcinomas de mama con receptores de cstrogeno y progesterona positivos, también pueden 
h:ncr bcl-2 positivo. La expresión de bcl-2 en scnernl se encuentra en un 70% de los carcinomas de mama. y ésta 
e,.prcsión es invcrsamcnle asociada con el indice Apoptoico y con mejor pronos1ico. 
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Carcinomas Endomctrialcs 
La Apop1osis está incrementada en Adcnocnrcinomas cndomctrialcs y se incrementa en los tumores con patrón 
sólido. Para 01lgunos la extensión se correlaciona inversnmcntc con la expresión del bcl-2. el cual es fuertemente 
expresado en las células epiteliales del cndomctrio nonnal pero reducido en las Hipcrplasias Atípicas y carcinomas. 
La expresión del bcl-2 se asocia con baja Apoptosis. 

Carcino1na de Próstata 
Bcl-2 y md-1 se expresan altos en los tumores de alto grado. asi como en mama. las honnonas. como Androgcno. 
actúan como foc1orcs de sobrcvida. La Apoplosis incrementada se asocia con niveles altos de bcl-2. mcl- l y con 
pobre pronostico. 

Carcinon1as Gastroinrcstlnales 
En carcinomas pancrcoiticos y l-lcpatocelularcs no tienen asociación entre Apoptosis y el grado del rumor ó 
sobrcvida Je los pacicn1cs. 

CarclnonHu de ruln16n 
En los cánceres Je pulmón de células No Pequeñas no se les encuentra asociación entre Apoptosis y Sobrevida ó 
estadio avanzado. la expresiór1 Jcl bcl-2 se Je encuentro en 8-30% y en Carcinomas de Pulmón de células Pcquci\as 
esta presente en un 90°/o. 

Otros Tun1orcs 
Otros tumores han sido menos extensamente cstudi::idos. en rumores de cerebro, se ve más Apoptosis en Jos Gliomas 
Grado 11 comparado con lasa lesiones grado 111. sugiriendo que Ja Apoptosis. contribuye ::i un mejor pronostico. Los 
Gliobl;1stomas tienen un alto indice apoptoico que en Jos tumores bien diferenciados. 
La i\poptosis en Sarcomas se ha cstudi::ido muy poco en cuanto a significación en pronostico y supervivencia. 

Por Qué hay Apoplosis incrementada en el Cáncer 
Es obvio que las consideraciones acerca de la Apoptosis están generalmente incrementada en el cáncer. De hecho 
hay solamente unos pocos tumores. así como los Linfomas Foliculares de células U en las cuales la inhibición de 
Apoptosis. se ha demostrado convincentemente y juega un rol decisivo en el desarrollo de las neoplasias. 

l'or utru lado la ocurrencia de la Apoptosis no muestra un::i regla en particular en rcfoción con el est::idio del tumor. 
grado ó progTcsión. ::idcmois hay una gran v::iri::ibilidad dependiente del tumor. 

PaTa contestar la pregunta del por qué la Apoptosis est:i incrementada en los rumores. parte de Ja explicación 
prub;1blcmentc sale Je la activación de oncogcnes en el proceso de desarrollo de las ncopl;isfas, ;ilgunos de los 
cua!.:s t;unbic."n influencian la Apoptosis. 

En todos los casos l::i Apoptosis es dada ya se::i por factores internos de Ja maquinaria de muerte celular. ó por 
factores externos así como: Las células T activ::ida mediada por FAS. pérdida de la adhesión celular. importante en 
C!-tc sentido son las inlegrinas y cadherinas. 

Otro factor e' terno cs1in1ulador es la hipoxia que predomina en los tumores. 
Un punto muy importante es la relación entre Apoptosis y Proliferación. ya que son mecanisticamcnte parecidas._ un 
punto de enlace es el hecho que aunque la Apoplosis puede ser iniciada en cualquier fa.se del ciclo celular. la mayoría 
de las células que sufren Apoptosis cstoin principalmente en Ja fase G 1 del ciclo cclular.t•1> 
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J.b •. A.nlcccdcntcs. 

Los últimos veinte anos han sido muy importantes pnra la compn:nsión de In epidemiologfn del cáncer de cervix. y de 
los factores pronósticos que afectan Ja supervivencia. Su prevalencia y la accesibilidad para In observación unidas al 
universal y sencillo sistema citológico para su detección precoz. han proporcionado datos histológicos tan detallados 
como para que la enfermedad pueda conocerse: ampliamente. 

1\parte con las nuevas técnicas de biología molecular se podr.in contestar múltiples preguntas sobre su producción. 
desarrollo. comportantiento climco y factores pronósticos. 

La Radioterapia como principal modalidad de tratamiento para cáncer Cérvico-Uterino desde 1913. en dos 
modalidades Radioterapia externa ó telcterapia que se usa para tratar toda la pelvis. los parametrios y las cadenas 
ganglionares~ Ja segunda modalidad de tratamiento. es la Braquiterapia que consiste en el uso de técnicas 
intracavitarias (Colpostatos. cilindros vaginales y agujas). el isótopo mas usado es el cesio 137 en baja tasa de dosis y 
el Iridium 192 usado en alta tasa de dosis.Se ha visto que los niveles de recurrencin muestran considerable va.riación 
en b.i:.c al estadio clinico (EC) de presentación. va de 3-6o/o en el EC J, hasta 45°/o para el EC 111. y aproximadamente 
30'Yo de todas las pacientes en toJos los estac.Jios tendrán falla pélvica locorregional ó persistencia tumoral después 
del tralamiento prin1ario ac.Jecuados.(7). 

La capacidad para identificar ésta.'> pacientes con alta probabilidad de recurreneia podría permitir seguir tratamientos 
es1;indares sencillos, para ser utili7 ... "l<los en aquellas y la selección de otras pacientes para tCcnicas de Radioterapia 
altcn1ativas, técnicas combinadas, ó estudios de tratamientos adyuvantes.0 •• Muchos .son los: factores que han sido 
considerJ.dos como posibles indicadores pronósticos en pacientes con carcino1na Cérvico-utcrino entre ellos: Estadio, 
volumen tutnoral y estatus ganglionar.P>. 

Otros factores que afectan CI pronostico de éstas pacientes son: 
• La hemoglobina con valores menores a 1 Og/dl, el uso de transfusiones sanguincas mejora la respuesta a la 

radioterapia. 
Hipertensión Ar1erial, Jenkin y Strinker observaron una alta incidencia de recurrcncias pélvica.s en pacientes con 
presión diastólica de 1 1 Omm de 1 lg. 
Tumores en fonna de barril, Flctcher. Eifcl y colabor.idores. PCrcz y colaboradores reportan sran incidencia de 
mctzistasis linfáticas y mctistasis a distancia en Cste tipo de tumores 

La radioterapia es una importante modalidad en el manejo curativo del Cáncer de Cervix. sin embargo continua 
evolucionando en términos de integración con otras modalidades de tratamiento(Cirug,ía y quimioterapia). 
Los resultados en control local y supervivencia han mejorado y por ser la población afectada por cáncer cérvico­
utcrino t:ln impor1ante en magnitud, el impacto en salud pública. 
Datos retrospectivos sugieren que la Radioterapia pélvica adyuvante mejora significativamente el control pélvico 
pero no impacta en la supervivencia de las pacientes. con factores de riesgo de rccurrencia y a quienes se les ha 
rcall7..ado una cirugía radical. 

V;1no~ proecdimiemos han sido implementados para incrementar el control locorn:gional de la radioterapia en 
Cáncer CCrvico Uterino. csqucn1as de fraccionamiento no estándar, combinación de tratamientos con cirugía. 
rnd1oscnsibilizadores y quimioterapia. Resultados recientes de cada uno de los cinco estudios aJeatorizados. 
reportados por el National Cáncer lnstitute (NCI), muestran beneficios en la supervivencia global empicando 
tratamiento de Cisplatino mas Radioterapia concomicantc para estadios JB2 hasta IV A. el riesgo de muerte se 
disminuyó del 30% hasta 50%. 

Tcóricameme los dos tratamientos, Quimioterapia y Radioterapia podrían tener un efecto sinerg,istico. por ejemplo la 
Quimioterapia incrementaría la sensibilidad del tumor a la radinción. Inhibiendo la reparación del daño radio­
im.lucido, promoviendo la sincronización de las cClulas a que entren en las íases sensibles a la radiación. G2 y M. y 
i-cduciendo la fracción de cClulas hipóxicas que son resistentes a la radiación. 

Desde los años 80 muchos estudios Fase 1 y 11 han establecido que el tratamiento con Cisplatino y 5 Fluoracilo y 
M1hHnicina pueden '.'>~·i- combinados sin problemas dumntc In radiación pélvica. 



A pesar que Ja tasa de respuesta completa con Radioterupia sola es alta. de todos modos. parece que hay un 
incrcmen10 en el beneficio de agregar Quimioterupia. la respuesta a Csta pregunta viene a ser el objetivo para 
estudios fase 111.r 3 "'> 

Actualmente también se buscan factores prcdic1orcs de respuesta a Jos tratamientos en cáncer Cérvico Uterino. por 
ser una de las patologías que causa la mayor tasa de monalidad malerna. uno de estos factores que ha despertado 
intcrCs. es el posible rol de la Apoptosis. Se ha encontrado también una correlación entre los niveles espontáneos de 
Apoptosis en tumores no irradiados y la extensión de la Apoptosis radio-inducida ó quimio-inducida. En el campo de 
l'l Radiobiologia y Oncologia. la Apoptosis es reconocida como un indicador importante de rmliosensibilidad. asf la 
evaluación de la radiosensibilidad del tumor por Ja valoración de Apoptosis espontanea ó la Apoptosis puede ser útil 
en la determinación de tratamiento apropiado y quizá con un rol importante otros par-jmetros relacionados con la 
Apoptosis son el indice de proliferación y el indice de crecimiento. 

La Apoptosis y ha Ra:dl!lción. 
La biologia nlolccular moderna está proveyendo grandes oportunidades para incrementar el efecto y la especificidad 
de la radiación. todo esto ha abierto una excitante avenida para futuras investigaciones. 
l lace más de 20 años se sugirió que la Apoptosis acontece al estudinr la cinética celular.se ha identificado una amplia 
gama de factores (Fisiológicos, farmacológicos y patológicos) que modulan positiva ó negativamente el proct..~o de 

~::~fot1~~~spi~~~u~~~t:~~iav;r!~~a~~:no~~~;o~=:~,J.~~~J.i~;1c éste proceso se incrementa en tratamientos como la 

La i\poptosis es un mecanismo de pérdida celular en tumores no tratados y se ha sugerido que la radiación ionizante 
incremente Cste proceso(2

·'
1
• 

Jlay un creciente interés en el posible rol de la Apoptosis como un indicador de respuesta a Radioterapia. 

Se ha encontrado una correlación entre los niveles espontáneos de Apoptosis en tumores no irradiados y la extensión 
de la Apoptosis radio-inducida. La Apoptosis radio-inducida ha sido estudiada en varios tumores animales y 
radiosensiblcs con10 linfomas y leucen1ia <1'1 • 

Puede ser que el rol de la Apoptosis difiere entre los tipos histológicos. Además una revisión de Ponen sugiere que 
puede ser de valor considerar el radio de los indices de Apoptosis y Proliferación. Muchos estudios han mostrado 
relación estrecha entre Apoptosis y proliferación. Actualmente se esta investigando la radiosensibilidad y 
supervivencia de las pacientes en relación con 13 respuesta apoptoica. 

Se ha demostrado que los tumores con indice apoptoico relativamente alto son m:is radiosensibles y por tanto tienen 
una mejor supervivencia. Al contrario, esto sugiere que la resistencia a los efectos citotó:ic:icos de Ja Radioterapia está 
predctcnninada por el nivel genético y por la expresión de los miembros de Ja familia de genes apoptoicos. Hay 2 
implicaciones para esta afinnación: 

l .La rndiosens1bilidad se puede predecir con una biopsia ames del tratamiento. examinando el indice apoptoico y la 
expresión de genes apoptoicos, penniticndo asi la identificación de pacientes con tumol'"es que ser.in resistentes a la 
Radioterapia y además se les evitara una terapia sin beneficios y además los posibles efectos secundnrios de Ja 
terapia. 

:!. Una vez que son identificados resistentes por estos métodos. se podria sensibilizar al tumor para Apoptosis 
r.1diomducida (através de la restauración de Ja vía apoptoica. rcintroducción del p53 nonnal ó sobrccxpresión de Bax 
con técnicas de terapia génica.). 

La r.idioterapia hasta ahora como la principal modalidad de tr.itamiento curativa y paliativa en cáncer Cérvico­
uterino, dada en dosis pequei\as y/o moderadas. incrementa importantemcntc la Apoptosis sin producir necrosis. 
Este fenómeno puede verse antes y después del tratamiento con radioterapia. evidenciando que la radioterapia ••pcr 
se .. puede inducir la Apoptosis celular. lo que tambiCn ha sido dc.."TTtostrado con tumores experimentales. Se hn 
rcponado que la respuesta apoptoicn agudn después de la irradiación. puede ser un hallazgo de radiosensibilidad.'21 
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La respuesta celular es inicinda por la deposición de la energía en f"onna de radiación ionizante sobre blancos 
celulares sensilivos y con la consiguiente fonnación de macromoléculas dailadas y radicales libres. no es 
simplemente un proceso fisico·quimico pasivo. 

El daño de la radiación es reconocido por moléculas receptoras intracelulares y las señales son postcrionnente 
troducidas a travCs de la movilización de pcoteinas de Ja célula involucrada. en muchos tipos de células la n:spucsta a 
menudo hay un intento para reparar el dano. ocurriendo arrestos transitorios y muer1c celular. Este ha sido el 
pensamiento trodicional, sin embargo estudios recientes han demostrado un amplio rango de efectos intracelulares de 
la radiación. incluyendo alteraciones en la membrana celular. estimulación de señales especificas. de vías de 
transducción. activación de las vías de estrés oxidativo y produciendo la expresión de senes. 

El mecanismo por el cual la radiación induce muer1e celular ó Apoptosis varia entre los tipos celulares y puede tener 
implicaciones terapéuticas. aunque estas no han sido evaluadas completamente. <1•> 
La via en la cual la radiación desencadena la cascada apoptoica en células normales y neoplásicas ha sido 
completamente desconocida hasta ahora recientemente. Hasta ahora parece posible que el p53. gen supresor del 
tumor esta involucrado en el proccso<2 1>:· 
Parece que algunas cC1ulas pueden experimentar división celular en panicular posterior a la exposición de dosis 
citotóxicas de radiación a csto se le ha llamado .. Apoptosis secundaria ... 
La composición genCtica de las células y la sensibilidad resultante a la Apoptosis son tan imparciales como criticas 
asi con1u en la Apoptosis mi.lucida por Quimioterapia.Las lineas celulares que sC sobrecxpresan de Bcl2 son menos 
sensitivas a los efectos citotóxicos Je la radiación, similanncnte a las cdulas que les hace falta el gen p53 intacto ó 
silvestre pueden ser más resistentes a la Apoptosis radio~inducida. Estos datos: demuestran que la sensibilidad a la 
radiaciUn in vitro es detcrnünada por la composición genética de las cClulas con respecto a la existencia de genes de 
la familia apoptoica. 
Finalrncnte parece que la respuesta apoptoica es independiente del :.igentc inductor. las células que son resistentes a 
la inducción de Apoptosis por radiación, son también resistentes a los agentes quimioterapéuticos. 

En cClulas nonnales, la irradiación. drogas nlquilantes y otros agentes dañan el DNA, incrementan la expresión del 
p53 en un tejido de manerJ especifica, además se activan otros genes como p21. GADD45. Proteína Bax .• al poner 
en función la vía del p53 tiene por Jo menos 2 posibles resultados celulares posibles: 

l. Arresto del ciclo celular 
2. Apoptosis 

~~=te~~~ ~~~~~~~~!~7~';,s d~ser!ii~~~e~ecn:~I :~~~~sti~:e:r!!;~~~ 1';~~~r::.~s~ 1t:~::~t1::is~r.~0tienen mutado el p53 

Probablcrncnte la Radioterapia provoque daílo al DNA ó daño a las moléculas involucradas en la sei\al de traducción 
asi como lipidos y kinasas. el resultado final es la respuesta celular coordinada que puede variar en el tejido celular. 
~cgUn dosis y calidad de la radiación, éstas respuestas moleculares pueden ocurrir en cuestión de minutos a horas 
desput!s de la radioterapia y el RNA mensajero y la abundancia de la proteína puede ser alterado por mecanismos de 
transcripción. u> 
L1 radiación puede reorganizar la expresión de muchos genes celulares además del pS3. también la biosintesis de 
nl~unas proteinas. algunas se disnlinuyen y otros aumentan. 

Probablemente la radiación provoque daílo al DNA ó daño a las moléculas involucradas en Ja sei\al de la 
tcam.ducción así como lipidos y kinasas. El resultado final en la respuesta celular puede variar scsún: el tejido. tipo 
celular. dosis y calidad Je: la radiación. Estas respuestas moleculares pueden ocurrir en cuestión de minutos a horas 
dcspuCs de la rJdiación y el RNA mensajero puede ser alterado por mecanismos de transcripción ó postranscripción. 
las respuestas n1ás r.ipidas las da el cmyc y c·fos. otra parte de la respuesta involucra inducción de secreción de 
varias n1oléculas así como las citokinas. proteasas y antiproteasas. que regulan Ja reacción aguda del tejido y 
provocan subsecuente remodelación del tejido. 

Las respuestas moleculares radioinducidas parecen primariamente involucradas en la detección del daño al DNA y Ja 
provocación de Apoptosis y el mantenimiento de la integridad del tejido.<~) 
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Debido a que el grado de Apoptosis varia en los diferentes tumores experimentales. se plnnteu la posibilidad que los 
niveles prc-tralamicnto predicen la respuesta de la paciente a la Radiotcrapia.n> Dcwey y colaboradores publicosron 
una revisión de Apoptosis inducida por Ja radiación. éste punto es de gran relevosncia en radioterapia espccfalmcntc 
en el 1r.:11amiento de cáncer Cervico ulerino ' 6

, 

Para investigar el rol potencial de Apoptosis en tumores humanos como prcdictor de respuesta u la rndi:ición,. un 
estudio retrospectivo de 44 pacientes con Adenocarcinoma de ccrvix estadio Jll ... en el Centro de Cáncer MD 
Andcrson. por \Vhccler y cols encontrándose que el nivel basal Apoptosis valor medio de 2º/D predijo mejor 
supervivencia en Cstas pacientes. elevados niveles de Apoptosis se correlacionaron con mejor periodo libre de 
enfermedad y supervivencia caus.a espccifica'6 > 
Los resultados obtenidos por Levine han sido contrarios en cuanto u niveles bajos de Apoptosis se correlacionaron 
con mejor supervivencia. el lipa de p.acientcs fue diferente. es decir diferente tipo histológico Epidennoide. y con 
estadios clínicos mas avanzados. por tanto Apoptosis en cáncer cérvico-uterino hasta el momento no se puede 
concluir corrcl.acionándosc como factor pronostico. 

Quindolcrapla y Apoptosls 
La Quimioterapia ha sido un componente esencial en el tratamiento de los tumores sólidos. Es usada cuando se 
presume enfcm1cdaJ micrometast3sica ó como .adyuvante en el caso de enfennedad macrometastásica. Está claro 
que muchos, sino todos los agenll.'S quimiotcrapéuticos inducen muerte celular a través de la cstimulación de la via 
apoptoica. 

El proceso citotóxico posterior a la exposición a agentes quimioterapéuticos puede ser separado en 4 estadios: 
En el primer est.adio: Los agentes rompen fa homeostasis celular a través de una interacción especific:i con un blanco 
mtracclular. asi como RNA. DNA ó microtUbulos. Esta interacción resulta en disfunción de la estructura del blanco. 
El segundo estadio es el reconocimic.mto por la célula de 13 ruptura de la homeostasis. lo cual en dai'Ao del DNA 
involucra el p53 y presumiblemente otr.i.s proteínas. 
En el tercer estadio: la célula descifr.i. la severidad del daño y marca una decisión posra buscar la reparación al dai\o ó 
proceder a la n1ucrte apoptoica. 
Finalmente en el cuarto estadio: Es l.a iniciación de la Apoptosis con la activación secuencial de la maquinaria celular 
produciendo la muerte celular. Aunque estos mecanismos son pobremente definidos actualmente. 

L~1 resistcnci>t "' la Quimioterapia puede ser por deficiencias ó disfunción de las células tumorales para completar los 
pasos ya mencionados. Alteraciones en los genes esenciales de los vía apoptoiea. tambiCn podrían conferir la 
resistencia a los rcgimencs estándar. L.a sobreexpresión del bcl2 se h:i correlacionado con resistencia a 13 
Quimio1crapia en pacientes con LLC(Leuccmia Linfociliea Crónicai36

, 

Además la mutación ó delccción del gen Bilx pro-apoptoico también se asocia con resistencia en los pacientes con 
cáncer de colon. 
Claramente se ve pues que la comprensión deJ rol de Quimioterapia y la Apoptosis evitaría regímenes inefectivos. asi 
como ver la posibilidad e incremento de la eficacia a través de ta modulación de Ja vía npoptoica con terapia génica. 

Una v;1ncdaJ de agentes qmn11otcrapCuticos han dcn1ostrado una Apoptosis extensa en poblaciones celulares 
nunn;1lcs r.ipidamentc prollfcran1cs. tejido linfoideo y tumores. Así la Apoptosis incrementada es la responsable de 
muc.:hos efectos adversos de la Quinlioterapia y de la regresión del tumor. La via en Ja cual la Quimioterapia induce 
lil Apoplosis no está del todo clara.' .. , 
flay evidencias que la cstimulación de algunas líneas celulares por citokinas tróficas 6 el incremento de la expresión 
del gen bcl-2 puede hacer aparecer resistencia a la inducción de Apoptosis por los agentes quimiotcrapéuticos.", 

Inducción de la Apoptosls por llipertermla Leve 
En tejidos susceptibles de calentamiento hasta 43 ºC por 30 minutos induce Apoptosis extensa. y el calentamiento a 
temperaturas mayor de 46ºC por periodos similares induce la necrosis. El espectro de la susceptibilidad del tejido a 
la inducción del.a Apoptosis es esencialmente simil:ir al descrilo previamente para radiación y quimioterapia.u, 
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lnducci6n de 1:11 Apoptosis por anticuerpos del AP0-1 6 del anlfgcno FAS 
El :mtfgeno AP0-1 fue definido durante estudios para anticuerpos monoclonales contra Jos linfocitos B humanos. 
Uno de los anticuerpos que se encontró que induce la Apoptosis de los linfocitos T y B humanos y de las células de 
una variedad de lineas celulares derivadas de tumor-es linfoidcos humanos. 
El antígeno de Ja membrana celular pnra el cual el anticuerpo ataca fue designado como APO·I. 
El amigcno Fas. definido como un segundo anticuerpo monoclonal dcsarTOIJado por un grupo de trabajadores. se ha 
encontrado idéntico al antígeno APO· I. 
La inyección de anticuerpos monoclonales anti-APOJ causa r.ipida regresión de las Jfncas celular-es linfoidcas 
humanas que expresan AP0-1-. con Ja regresión además viene la Apoptosis incrementada.e,, 

Inducción de la Apoptosis por J..infocUos cilotó:dcos. 
In vitro se ha demostrado que el blanco para la muer-te celular es inducido por células T. Células K y células NK. La 
dclección de las células infi:ctadas por- el virus por linfocitos T citotóxicos juega un rol esencial en Ja eliminación de 
virus del cuerpo. el involucro de Apoptosis en ésta dclccción ejemplifica claramente la función homeostásica. La 
~",:;~~~~~ d~td~;1i~cP.°' linf"ocitos T citotóxicos no es bloqueada por Ja síntesis de: prolcinas inhibidoras ó por la 
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1 c. .JUSTIFICACION 

Considerando el gran impacto que en México tiene el problema del cáncer Cérvico uterino al nivel de los costos 
económicos en los Servicios de Salud. el costo social y en Ja calidad de vida de la mujer. resulta por Jo tanto de 
mucha importancia estudiar algunos de Jos mecanismos del compona.miento tumoral que están intimamentc 
relacionados con su pronostico. 

El cáncer de cérvix posee dos características que lo hacen especialmente atractivo para entender Jos avances en 
diagnostico y trat;imicn10 del cáncer. lo primero es el conocimiento amplio de las causas que Jo producen y por otro 
lado es un tumor en el cual la detección selectiva se ha mostrado favorable. sabiendo que es el único cáncer que se 
podri:l prevenir completamente. 

En los últimos tiempos ha habido gran avance en el conocimiento de Jos factores etiológicos. asf como de la biología 
tumoral del cáncer cérvico-utcrino, se han identificado factores del tumor y del huésped relacionados con Ja 
respuesta al tratamiento particul;inncnte con Radioterapia. este es el caso de Ja Apoptosis. 

En las pasadas dos dCcad;is ha habido un creciente interés en la pérdida celular individual. calificándose la Apoptosis 
como un proceso biológico fundamental que se encuentra en el desarrollo c:mbriónico nonnal y en algunos tejidos 
como una respuesta al estrés qui mico y fisico. 

La correlación de la respuesta del tumor a la radiación y el nivel de Apoptosis visto en los sistemas murinos aumenta 
Ja posibilidad del desarrollo de ensayos de Apoptosis para predecir la respuesta al tratamiento en las pacientes con 
cáncer. El nivel espontáneo de Apoptosis. así como el indice de crecimiento, se ha medido en tumores humanos, 
viéndose que aquellas pacientes con biopsias pre-tratamiento con altos niveles de Apoptosis podrían tener mejor 
respuesta al tratamiento que aquellos tumores con bajos niveles de Apoptosis. 

A la fecha son muy pocos estudios sohre Apoptosis en los cánceres humanos. los resultados en correlación como 
factor predictivo de respuesta no es concluyente sobre todo en Cérvix Uterino. También se desea correlacionar la 
Apoptosis en el tumor primario con10 en el suero con una Técnica como ELJSA. 

Los resultados ademá.s servirán para generar conocimientos que deberán ser tomados en cuenta para el tratamiento. 
control, conocimiento de biología tumoral y prevención de este problema de salud, Finalmente generar Hipótesis que 
deberán ser investigadas en tiempos futuros. 

Par.i la realización del presente estudio contamos con la colaboración y participación de Médicos. enfenneras. 
Biólogos. y pacientes de los Servicios de Ginecología. Radioterapia e Investigación Básica. 
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11. llJPOTESIS 

El indice de crecimiento mías que la Apoptosis ó proliferación de manera aislada podrfa predecir la respuesta al 
tratamiento y pronostico. 

La Apoptosis se puede detectar con el método de ELISA tanto en los tumores como en el suero de las pacientes 
con cnrcinoma cérvico-uterino. 

• El nivel de Apoptosis en el tumor se correlaciona con el nivel de Apoptosis en el suero. 

111. OBJETIVO GENERAL 
Evaluar en el cáncer de Cervix Uterino las aplicaciones potenciales del método de ELJSA para detenninar la 
Apoptosis en el tumor y en el suero. 

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

Dctemlinar el nivel de Apoptosis Pre- tratamiento en el tumor primario. 

Determinar el nivel de Apoptosis pre-tratamiento en el suero. 

Determinar la correlación entre Jos niveles de Apoptosis del tumor primar"io y el suero. 

;. Determinar la proliferación tumoral mediante la expresión inmunohistoquimiea de PCNA. 

Dctenninar el indice de crecimiento tumoral tomando en cuenta Ja Apoptosis y proliferación. 

Investigar si el indice de crecimiento tumoral se relaciona con la respuesta inicial al tratamiento. 
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V. MATERIAL Y l\1ETODOS 

V.a. Olsci\o del csrudJo 

Se trola de un estudio de investigación clinica. observacional y prospectivo en pacientes con dfognostico histológico 
de cáncer Céndco- Uterino del Servicio de Ginecología y Radioterapia del lnstiruto Nacional de Cancerologi:J. de la 
Secretaria de Salud y Asistencia en la ciudad de México en el periodo comprendido de Abril a Noviembre de 1999. 

V.b l\oluestra 

Pacientes 
Se tomó una muestra de 25 pacientes con diagnóstico confinmtdo histológico de co:inccr Cérvico- Uterino: 
Adcnocarcinoma. células escamosas o Adenoescamoso. con estadios clínicos de: IB. lIA. IIB. llIA. y IIIB vistas por 
primera vez en el Servicio de Ginecología y posteriormente en conjunto en los Servicios de Radioterapia y 
Qn¡;ologia l'\.kdica. A cada paciente se le tomó historia clínica. examen fisico y valoración inicial con los siguientes 
estudios: Rayos X de tórax. Urografia Excretora. Cistoscopia. Biometria. Hemática completa.. Química Sanguínea 
con Pruebas de Función renal y l lcpo:itica. Las pacientes incluidas estuvieron bien infonn<.ldas del estudio A cada 
paciente se k tomaron 4 biopsias punch representativas del tejido tumoral. y muestras del suero pre-tratamiento. 

La tCcnica de ELISA para las muestras se realizó en la División de Investigación Básica del INCAN. y las biopsins 
imc1alcs parJ Ja inmunohistoquimica. detcnninando indice de proliferación con PCNA (Antigeno nuclear de: 
proliferación celular) se realizó en la División de Pottologia del INCAN. 

14 pacicmcs tratadas con R;sdiotcrapia(Tclctcrapia en equipo!i de cobalto y en acelerador lineal de 8Mv más 
Braquitcrapia Clln ccsiol 37 con baja tasa de dosis). 
1 O pac1cnlcs 1ratatlas con Quimioterapia Ncoadyuvante (3 ciclos de platino/Gc:mzar) • seguido de Cirugía con ó sin 
}{adiotempia!Quimiotcrapia postopcratoria ó Quimioterapia Ncoadyuvantc seguido de Quimioterapia/Radioterapia 
en las No Operables. 

En las pacientes tratadas con Radioterapia. lot respuesta clinica al tratamiento se valoró 4 semanas después de 
..:ompktar la Braquitcrapiot. La respuesta inicial se Votloró a las 2 semanas de iniciada Ja Radioterapia. catalogándose 
como buena y mala (basándose en la reducción del tamai\o. sangrado y ulceración). 
Las pacientes con progresión ó persistencia de Ja cnfcnncdad tratadas inicialmente con Radioterapia ó 

Quuniotcrapia no candidatas a Cirugía pasaron a quimioterapia. Radioterapia concomitante con cisp1atino 40 mglm2 
~cmanal más Radioterapia. 
La respuesta al tratamiento de las pacientes trotadas con Quimioterapia se valoró clinicamcntc al termino del 
trntamicnto locorrcgional. La rcspuest01 inicial se c01talogó como buena ó mala si se encontró Respuesta parcial antes 
de iniciar el sc:gundo ciclo. 

DETF.R...,IJNACION DE APOPTOSIS 
El 1ejido de 3 biopsias punch. se refrigeró a -70ºC. posteriorntcntc homogeneizadas. y con un01 concentración 
celular de 1.000 en cada caso, centrifugadas y el sobrenadan1e con el Kit de ELJSA. paro detcct01r las células 

{~-' :·· ·_·'-' C'·~·-"·r • ""'"'• . .., , '., I 
1 Fi! r r A ·~·.-¡ -:-> 11 

~~-QL2ill!_} 

·'\pupto1cas. 
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EVALUACION DE APOPTOSIS 
Establecimos una escala de calificación según los hallazgos asi como: 

<2.SUA=-

2.51 a 3 UA=2 

3.1 a 3.SUA =3 

>3.SUA =4 

Descripción de la técnicu de ELISA 
La técnica de Elisa es usada para medir Apoptosis. el principio del examen en un principio cuantitativo de 
inmunuensayo de ººs.:indwich de enzimasºº usando anticuerpos monoclonales de rata dirigidos contra el DNA e 
histonas con la detenninación especifica de mono y oligonueleosomas en la fracción citoplásmica de las células 
lisadas. Las muestrns son incubadas con biotin- histona y anti- DNA pcroxidasa. 

La sensibilidad de la técnica de ELlSA es alta ya que la detección exacta de las células muertas en una muestra en 
panicular depende fuencmcnte en la cinética de muerte celular. del agente citotó:<.ico en éste caso de la radiación. 
quunioterapia y de la cantidad de células afectadas en la población celular total. 

Especificidad. es alta también. en la que las anti-histunas reaccionan La con las histonas l-11. H2A. H2B.H3 Y H4 de 
varias especies ejemplo hombre ratón. rata. hámster. caballo, además el ELJSA pennite la detección de mono y 
oligonuclcosomas de varias especies y puede ser aplicada para medir apoptosis en diferentes sistemas celulares. El 
complejo DNA-lfistona sirve de control positivo. El tiempo del ensayo es de 3-4 horas. 
Por h:cnica de ELISA y usando un substrato que da un color verde: se demostró la positividad para la presencia de 
nudcosomas c:n la fracción citoplasmática de los tejidos tumorales, lo cual nos da una medida indirecta de la 
r\poptosis en los tejidos. Los resultados se expresan en unidades de absorba.ocia. 

lnmunohistoqufmica 
Se utíli7ó la h:cnica de lnmunohistoquimica por marcaje indireclo (ABC). para detenninar el antígeno de 
proliferac1Un celular PCNA una vez que el tejido estaba fijado en xilano. con técnica indirecta y usando un 
cromugcno que da un precipitado color café, lo cual dc:muestr.i positividad para la presencia de PCNA. 

DETER:'\11NACION DE PROLIFERACION 
lnmunohistoquimica: S laminillas de cada caso desparafinadas y fijadas en xilano. se usó anticuerpos del Andgeno 
nuclear de Proliferación celular (PCNA). 

EVALUACION DE PROLIFER.A.CION 
Est:.iblccimos una escala siguiente: 

<::!:5°/o de células ""'1 
>::!:5-50"/o de células =2 
>50-75°/o de células -3 
>75°/o de células =4 

PCNA 

l>ETERl\.11NACION DEL INDICE DE CRECII\UENTO 
Se dctem1inó el Indice de Crecimiento, según la fonnula siguiente: 
Valor de PCNA-Valor de la Apoptosis. 



TcJcrcrapia 

Modalidad de tratamiento de radioterapia en la que la radiación se administra en fonna ex.tema. 
Se utilizaron aparatos de Cobalto Co60. y Acelerador lineal de 8~1v .• (Rayos Gamma y Ra.yos x respectivamente). 
con técnica de caja 4 c01.mpos. isocéntrica. administrándose 5 sesiones de tratamiento por semana, dosis diaria 
convencional l..-S de l 80-200cGy. la dosis total a aplicar en teleterapia para CUnccr Cérvico- Uterino Invasor estadios 
IB2, llA. IIB. llIA. Y JJJB, rangos de 46 Gy hasta 56 Gy. 
La región irradiada es pelvis total. para tratar el primario y ó.reas ganglionares. ésta región incluye los sibruicntcs 
limites: Para los campos anterior y posterior: Superior: L4-LS. inferior borde inferior de agujeros obturadores. 
limites laterales: 1 cm- l .5cm de pelvis ósea. hacia fuera del hueco pélvico. Para los campos lateral derecho e 
izquierdo: mismos límites superior e inferior y el anterior a lcrn de la sínfisis del pubis y el posterior se tornará 1 
cm de recto. 
A cada paciente se h: valoró durante el tratamiento cada 2.000cGy. se le solicitaba biometria hem:.\tica, esto con la 
principal finalidad de incrementar Ja radioscnsibilidad y la npoptosis. evitando la hipoxia, factor desfavorable en el 
tratamiento. 
En caso de infección ulceración del tumor se agregó al tratamiento doble esquema de antibioticoterapia. para Gram 
negativos y anaerobios. 
Se mlerrumpió el tratamiento de teleterapia en caso de morbilidad gastrocntérica ó genitourinaria. (diarrea. colitis. 
proctitis. cistitis). se manejó rnédicamcnte, tratando de que la protrocción no se prolongara excesivamente que 
penniticra repoblación celular. 

BR.-\.QUITERAPIA 
Es la otra modalidad de radioterapia usando radioisotopo intracavitario. con el objetivo de aplicar altas dosis en un 
pequeño volumen. 
Se usó únicamente baja tasa de dosis. 6 Gyntora Cesio 137. Siguiendo normas del ICRU. (Comité Internacional de 
Unidades in1cm:icion:iles). Se reportó en base al Sistema de Manchester. dosis a :Punto A, Punto B, Vejiga y Recto. 
Las pacien1cs recibieron por lo menos 85 Gy. al punto A, la dosis máxima a la vejiga, recto 75, 70 Gy. 
Respectivamente. A cada paciente se le valoró 3 días después de su egreso hospitalario. fijándose cita en 3 semanas 
parn valorar la respuesta a la radioterapia. 
Posteriormente las vnloraciones fueron cada 4 semanas. la toma de la citología de control se les realizó a las 12 
semanas posteriores a la radioterapia. 

V.d. Criterios de inclusión 
Radioterapia: 
l. la muestra se integró por mujeres con diagnostico histopatológico confinnado de CARCINOMA CERVJCO­

UTERINO atendidas en el Servicio de Ginecología y Radioterapia del Instituto Nacional de Caneerologia y que 
reúnan las siguientes características: 

Pacientes de primera vez y que no hubieran recibido ningún tratamiento previo a su admisión a nuestro 
Instituto. 

b. Mujeres Con di:ignostico histológico de Có.ncer Ccrvico-Utcrino Invasor estadios eHnicos: IB. llA. llB. IJIA. y 
lllB. 

l\.1ujeres con Cáncer cérvico-uterino en los estadios clinicos anteriormente mencionados de cualquier edad. 
raza. religión, lugar de procedencia. ocupación, antecedentes gincco-obstétricos y nivel socioeconómico. 

Quintiotcrapla: 
a. Estadios clínicos 182 a IIJB 
b. Incluidas en el protocolo de Quimioterapia neoadyuvantee con platino/ Gcmzar. 

V.e. Criterios de exclusión 
s~ excluir.in del cst\1dio aquellas mujeres que no cumplan con los criterios mencionados antcriormen1e. r: T:.:S!S COrJ ,i 
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V.f. Instrumentos de recolección de Información 
La información necesaria para éste estudio f"ue de dos tipos: Una laboratorial y otra clínica. 
Laboratorial se obtuvo del reporte cualitativo de Patología del indice de proliferación midiendo PCNA con tCc:nica de 
lnmunohistoquimica y del repor1c cuantitativo de Apoptosis con la Técnica de ELISA. 
La infonnación elinica comprende: Valoración clinica. examen fisico. con estadificación cHnica infonnación 
obtenida del expediente clínico. 

V.g Análisis Estadistica de los Dalos. 
En pnmcr lugar Análisis Univariadado ob1cniendo frecuencias. proporciones y porcentajes de variables como: Edad. 
sexo. estadio clinico. tipo histológico. tipo de tratamiento.indice de Apoptosis. indice de proliferación indice de 
crecimiento. 
Seguidamente hicimos análisis bi-variado. {Regresión Lineal) para ver la asociación entre cada una de las variables 
independientes con la variable dependiente detectando las posibles interacciones que pueden ocurrir entre las 
variables. 

Par-.s el análisis descriptivo de Ja información nos apoyamos con medidas de tendencia central como de 
dispersión y gráficas que mejor ilustren la situación. 

La correlación entre el indice de crecimiento con tamat1o del tumor y respuesta inicial se realizó con la prueba exncta 
de Fishcr. 
La correlación entre el índice de crecimiento con tam3i\o tumoral asi como entre los niveles de Apoptosis en tumor y 
en el suero se realizaron mediante análisis de Regresión simple. 

OH.GANIZ...\..CIÓN DE LA INVESTIGACION 

Acti"·idad 

Elaboración del 
protocolo 

ldenrUicaclón V 
Adquisición de 

Marzo 
1999 

XX 

Técnica de medición XX 
de Apoptosis 
El~ISA 

Tonta de mueslra 

rratanliento de 
Radioterapia ó 

uirniotera la 

Valoración y anállsls 
de la apoptosls y 
asociados Pre -
tratamiento 

Crono rama de Actividades 
Abril l\layo .Junio .Julio 
1999 1999 1999 1999 

XX 
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Valoración clínica de 
Respucsua .. 
R.adlosensibilidad y 
Quimfosen. 

Análisis e 
elaboración de 
Informe Final 

RECURSOS llUMANOS 

XX 

XX 

Para la realización del siguiente estudio participarán Médicos del Servicio de Radioterapia. Ginccologia.Pntología y 
de la Unidad de Investigación Básica del Instituto Nacional de Canccrologia a saber. 
DRA. LESBIA i\1. RIVERA RUBI. 
l\.lédico Residente 111 año. 
ln'\·csd¡:ador Principal. 

ASESOR: 
DR. ALFONSO DUEÑAS GONZALEZ 

INVESTIGADORES ASOCIADOS: 

DR. ER!-...:ESTO GOi\1EZ GONZALEZ. 
Subdirector Servicio de Radiolcrapia 

DRA. AIDA I\10T A GARCIA 
.Jefe del Scn·icio de Tclctcrapla 

DRA. ADELA. POITEVIN CllACON 
l\1édico adscrito de Radioterapia 

DR. JOSE LUIS AGUILAR PONCE 
Subdirector Ensc1"\anza INCan 

LIC. CATALINA TREJO BECERRIL 
BióloJ:,a de la División de lnvesti¡:ación Básica 

RECURSOS I\IATERIALES 

Subdirector de Jnvcstlgacl6n Básica 

DR i\.LBERTO CUADARRAl\fA FLEITES 
.Jefe del Servicio de Draqulterapla 

DR.. RAUL FLORENTINO 
l\Udlco adscrito de Radioterapia 

DR.CARLOS LOPEZ GRANIEL 
1\1édico adscrllo de Clnecologla 
.Jefe dcJ dcpto de Posgnado y Educ.I\lédlca Continua 

DR. JOSE CHANONA 
1\fedlco Adscrito de Patologfa 

Se usaron los expedientes clínicos.se tomaron las biopsias del rumor pre-tratamiento. 
Para la detenninación de células apoploicas In tCcnica de ELJSA. su kit consta de : 
Anti-Biotin-histona (clona 1-111-4) 
1. Anti- DNA POD (clona MCA-33) 
2. Control Positivo 
3. Amortiguador de Incubación 
4. Amortiguador de Lisis 
5. Substrato Amoniguador 
6. Tableta ABTS Amortiguador 
7. Lolminas de microtitulos 
S. L;1111inas aJJu:~1vas par:t •. :ub1 il hoJa~. 
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Los 1ra1;imien1os de radioterapia se darán en 2 apnnatos de cobalto Co60 ( Theratron t.000. Phocnix) y en un 
.acelerador Jine:il de 8 Mv (Linac) del Servicio de Radioterapia del INCan. 
Para la Braquitcrapia. tratamiento de fuentes intracavitarias. Se usaron eolpostatos y sondas intruuterina.s Fletcher. 
m3s equipo de histcrómctros. y difatadorcs. 

RESULTADOS 

Fueron 24 p01cicn1cs evaluables en el estudio, la mediana de edad fue de 43 ai\os (rango de 33 a 80 ai\os), el 60% (15) 
pacientes tuvieron estadio clinico >FIGO IIB, la his1ologia predominante fue Epidcnnoide de Células Grandes No 
Queratinizante 92% y el 8% corTespondió al Adenocscamoso. 

13 de 14 p.scicntes tratadas con Radioterapia obtuvieron respuesta completa y 7 de 10 pacientes tratadas con 
Quimiolcrnpia Ncoadyuvantc fueron evalu.sbles y todas presentaron respuesta completa. El porcentaje global de 
Respuesta completa fue de 95o/o. 

1 de 14 p;icicntes tratadas con Radiotcr.ipi;s se le documentó enfermedad en retroperitonco por TAC abdominal, las 
1 J rcst;intcs tuvieron Respuesta clínica completa. 

1 de las 1 O pacientes tratadas con QtNeoadyuvantc no se operó por arTitmia y 611 O tuvieron Respuesta Clinica 
completa antes de la Cirugía y 2/10, tuvieron persistencia de la enfermedad por lo que pasaron n Quimiorradioterapia 
concomitante. 

El rango del indice de Apoptosis en el tejido tumoral fue de 1.9-3.0 UA. el promedio fue de 2.98. la desviación 
estándar de 0.54. 

El rango del índice de Apoptosis en el suero fue de 0.95 a 1.75. el promedio fue de 0.19y1n desviación estándar de 
0.14. 
Los valores de PCNA tuvieron un rango de 1 a4 con una mediana de 4. promedio de 2.68 y desviación estándar de 
1.2. 
El índice de crecimiento su rango fue de 3 a +2, la mediana de O, el promedio de 0.36 y la desviación estandar de ··= . 
El tamaño del tumor Ja mediana de 5x5cm. el promedio de 3.12 

24 



~ 
APOPTOSIS EN CA DE CERVIX 

. DISTRIBUCION POR EDAD 

~~~====' 1. lO-lS 

·: 1 ' J1"1• ':¡"'""' ~) 
L:_'-1_' 
·clf J e;: -J 
ro:!_ 

• 2 ' ' . 
o - 1 58-60 

~ 176-80 

}~GP&~~~~~~~=i 
~~) DISTRJDUCION POK TRATAMIENTO -
r_-.J ·..'.:.. H:adlolrrapla 1-4 

,._ :·;·J 

~~ 
'-...,... ........ 
r--1. 

APOPTOSIS EN CA DE CERVIX 

DISTRJDUCIOS roR Hl~&OLOGIA 

~f) -· __ _:::," __ ._º_•_A_PO_•_•_u_><_> ______ _, 

25 



OISCUSION 

::m~J!~~~isEt~':~i~~~t:Cdºc7~u:1o:=i;.r1~~ r~~C::~~~: ~~;n::~:~c~º:;=r!:m;~ni:n:!~~t~c e~ie:ie n~=:=u 1:cc:é~!f!~ 
n:suhando de una división cclul:lr y la disminución através de varios métodos de pérdida celular. usf como Ja mucne 
poi" hipoxia. muene mitótica. muenc inmunológica. cxíoliución ó met.ist:tsis. 

La p¿.l"dida celulur por Apoptosis puede ser impor1ante probablemente. aún cuando la fracción Je cuerpos apoptoicos 
sea una pequeña fracción e.le las cClulas. 114

, La Apoptosis es un mecanismo de pérdida celular en los tumores no 
tratados y se sugiere que la radiación y la Quimiolerapia probablemente incr-ementcn éste proceso.U, 

El gen bcl-2 por- otr-o lado bloquea Ja Apoptosis, la pérdida del gen pS3 nonnal es importante en la tumorogénesis. 
aden1as de que un p53 intacto puede inducir la Apoptosis. esto ha venido a ser algo excitante para futuras 
investigaciones. il<t-5) 

La Apoptosis puede ser encontrada vinualmenlc en todos los tumores malignos no tratados, aunque hay pocos 
estudios pr-ccisos1",. Sin embargo est:i claro que 1;1 extensión de la Apoptosis inducid3 por la r.ldiación varia 
cnom1cmentc de un tumo!" a otro,1 >. 51

• De hecho pucJc ser- un m3rcador de agresivid;1d biológicn del tumor en cáncer 
CCrv1co-Uter-ino. 
Ex asten sorprendentemente pocos estudios de Apoptosis en tumores irradiados. sin embargo esta claro que la 
extensión de la Apoptosis inducida por la r.1diación varia enonnemcntc de un tumor a otro. Datos preliminares 
sugieren que puede haber una correlación entre la n1agnitud de la respuesta apoptoica inmediata y radiocurabilidad. 
pcr-o se necesitan más estudios para examinar Cstc punto. 

Datos preliminares sugieren que hay una correlación entre la magnitud de la respuesta apoptoica inmediata y 
radioscnsibilidad, pero se necesitan más estudios para examinar ésta relación'2

• 
3

• 
6

" Ul 

la Apoptosis espontinea se ha visto que varia en los diferentes tumores experimentales. esto aument:t la posibilidad 
que los niveles prc-trat:trniento podrían predecir ta respuesta del tumor a la Radioterapia ó Quimioterapia.<2-'> 

La ,-elación entre Apoptosis del tumor y resultados del tratamiento ha sido investigada en varios canceres 
induyendo: Cérvix.. Vejiga. Próst:tta. Mama y Linfoma de Hodgkin. estos result:tdos han resultado conflictivos 
algunos estudios han mostrado que el alto indice :ipoptoico se correlaciona con pobre pronóstico. otros muestran 
correlación de buen pronostico. De particufar interés son dos estudios de tumores cervicales. en los cuales se midió Ja 
Apoptosis espontánea en biopsias pre- tratamiento. En un estudio de 66 pacientes con cáncer Cervico Uterino de 
c¿.lulas Escamosas 1·111 tr.Jtados con Radioterapia sola. Levinc encontró que aquellas pacientes con bajos niveles de 
Apoptosis c..-spontanea tuvieron mejores resuhados al tratamiento que aquellas con niveles m:is altos. Contrariamente 
un estudio por \Vheclcr y cols en el 1\.10 Anderson quienes ex.aminaron 44 pacientes con Adenocarcinoma de Cérvix 
cst.;idio lb enconlró que pacientes con alto nivel de Apoptosis tuvo mejor supervivencia. 

En el caso de Coínccr Cérvico-Utc:nno los resultados a la fecha no son concluyentes por lo que quizá sea factible mas 
invc:.tigaciones con un grupo mayor y hon1og¿.neo de pacientes. ya que en los 2 estudios mencionados anteriormente 
son histología diferente y estadios clínicos diferentes. además se necesita de un seguimiento mayor. 

Por todo lo anterior la pregunta fonnulada. es que conociendo los niveles de Apoptosis pre- tratamiento. tanto en el 
tumo!" pdn13rio con10 en el suero. sea posible st:lcccionar el grupo de pacientes con mala respuesta al tratamiento con 
rndioter.lpia y que sean candidatas a otras ter.Jpi3s adyuvantes. 

La Apoptosis como el inJice de Pl"olifcración como fenómenos nislados no pl"cdiccn las respuesta al tratamiento ni se 
n.:lacionan con el tamaño tumoral.El índice de Crecimiento dctenninado por la Apoptosis y proliferación puede ser 
de utilidad para predecir la respuesta al tratamiento y la supervivencia. aquellos tumores con mayor crecimiento 
serán rnoís raJiosensibles. quimiosensibles. con mejores tasas de supervivencia. 
La 1Ccnica de ELISA al parecer es un buen método. sencillo. altamente sensible par.l medir Apoptosis.y para 
d~·tcrmitwr la 1\.1orfologia Je la Apnpto,..is y m;ls c<>pceifico si:rin compar.indolo con In Técnica TUNEL. 
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CONCLUSIONES: 

La Apoptosis ó Prolif"croción como fenómenos aislados no predicen la respuesta ni tratamiento ni se relacionan con 
el tamafto tumoral. 

El indice de crecimiento dctcnninado por In Apoptosis y Prolif"cración puede ser de utilidad para predecir la 
respuesta y posiblemente In supervivencia de las pacientes con cáncer Cérvico--Utcrino. 

Se necesita evaluar a un grupo mayor y homogéneo de pacientes largo plazo paro comprobar nuestros resultados 
preliminares. 

La tC:cnica de ELISA puede aplicnrsc para dctcnninar Apoptosis en tanto en el tumor primario como en el suero. 

Los niveles de Apoptosis en suero se correlacionan con los niveles en el tumor primario. 

La determinación de Apoptosis en el suero podria ser un método muy sencillo. sensible y aplicable a todos los 
pacientes con cnfcnnedadcs malignas para evaluar de manera muy temprana la respuesta al tratamiento. 
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INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA . .-- ' 

LA Al'OPTOSIS COMO PREDICTOR DE RESPUESTA A LA RADIOTERAPIA EN EL TRATAMIENTO 
DEL CANCER CERVICO-UTERINO. 

Follo:-······-·· Fcch~: ~----•----· 
J. DATOS GENERALES 
Nombre:-·----··------· .. -··--·--;;_ # de Expediente:-----·-

Edad: •.••.• ---· anos Fecha de r Consulta:---l~J.:_._ 

111: DIAGNOSTICO 
DX. lllSTOLOGICO: ••• - •• --
DX CLINICO: IB2 e ) llA e ) un e ) 111A e.. > 111n e 
UE ( ) TT( ) BIOPSIA ( ) 

IV. TRATA?\llENTO 
FECHA DE INICIO DE RT ·-··--J·--·J.--
TELETERAPIA 
DOSIS TUI\tOR: 4045 Gy 
ReJ:lón: •••••••• -··-·····--

> 46-so cy e > SO-ss cy e 
PROTRACCION: -·---.DfAS 

TECNICA USADA: 
PELVIS TOTAL:( ) SOBREDOSIS ( 

PAltA!\IETRIAL ( ) 

BRAQUITER.APIA 
DA.JA TASA DE DOSIS CESIO 137 ALTA TASA DE DOSIS Ir 192 ( 

DOSIS DE DRAQUITERAPIA 
PUNTO A:--- PUNTO B----- VE.JIGA: •• ---- REC"l"O:. ___ •••-

V. RESPUESTA. 3 SEI\IANAS POST- RT 
RESPUESTA PARCIAL ( ) RESPUESTA COMPLETA ( 
PltOGRESION ( ) 

VI. CO~IPLICACIONES 



PROCTITIS ( 
CISTITIS ( 

DURANTE RT: ( ) 
DURANTE RT ( ) 

POSTRT: 
POST.RT------

VII. APOPTOSIS, PROLIFERACION E INDICE DE CRECIMIENTO: 

INDICE DE APOPTOSIS PRETRATAl\.11ENTO 
INDICE DE PROLIFERAClON PCNA 
INDICE DE CRECIMIENTO 
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