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APOPTOSIS EN CANCER CERVICO-UTERINO

Rivera-Rubi LM., Dueilas-G Alez A., G6 G dlez E., Guadarrama Fleites A., Mota-Garcia A.,
Florentino R., Aguilar-Ponce J.L., Poitevin Chacén A. Lépez-Graniel C.,Gonzalez Enciso A., Chanona J.,
Trejo Becerril C.

1. MARCO TEORICO
L.a. Definicién del problema,

El cincer Cérvico-Uterino(CACU) constituye uno dc los principnles problemas en salud piiblica en los paises en
vias de desarrollo. En México en cl aflo de 1995 se notificéd al cincer de cervix uterino en el primer lugar de
in ia de corr-.spondlcndo ésta tasa nl 21.5% por topografia gencral, la tasa de mortalidad
en la Repablica mexicana ha per en grupos de edad, se perfila un incremento.t"?

Los hallazgos clinicos ll’;!dlClOnah.; para cvalu.:r ¢! pronostico cn cancer de cervix, han sldo baxados en la cxlcnsnén
de 1a enfermedad: tipo t y grado. En la ghtima década, han ‘! quc 1
que la proliferacion celular del tumor es una importante causa de falla en la Radioterapia (RT) del cincer d= “cervix
(34). La proliferacién del tumor durante la Radioterapia se ha inferido por la observacion que ¢l tiempo prolongado
de tratamicnto fue asociado con pobre control pélvico,

Existe sin ¢mbargo una variacién en la respuesta de los tumores a la radiacién % el prob! fo ituyen los
cinceres rLfmclanos al !rax::mxcnm dcbxdo 2 factores fisiologicos del tumor y factores biolégicos, bioquimicos
como re: por e} hué

Los factores Fs:olobxcos. incluyen: Hipoxia y angiogénesis.

Entre los factores Bioldgicos en primera instancia estd: la Clonalidad desconocida (con difercntes susceptibilidades a
Ia terapia), reducido PH intracclular dado por la Glicdlisis :macroblca M. 105 dl: resi ia dada por
propicdades intrinsceas cclulares que incluyen incr det G y i i asi como
Peroxidasa GSH y de la Catalasa en la inactivacién de los radicales libres, producidos por ia mdlot:mpm a1

Multiples mecanismos contribuyen a la resi ia 2 la Radi apia y a ia Quimi apia; por cjemplo: Incremcento
de la actividad de Transferasa GSH, reducida actividad de Topoisomerasa {1, Glicoproteina P, o la emergencia dc
células mis resistentes a la terapia. Ademas la mcapamdad para pasar dc un ciclo a otro, dc G2/M, lo que pucdc
promover la eatrada de las ¢élulas a la apoptosis. ¢

£ xisten datos clinicos que muestran comrelacion entre algunos factores intrinsecos del tumor y los resultados del

tr de la rodi pia, uno de éstos factores intrinsecos del tumor es la Apoptosis (muerte Celular
Programada).

Hoy dia existe un creciente  interés cn la logia por la Apoptosis, por sus implicaciones cn la salud y en Ia
enfermedad.

Apoptosis Y cincer

La Apoptosis & mucrte celular prog| da, como ién sc desi a ésta fi i) lar, se refiere al su-cxdlo
celular activo, es un 6 ii is, descrito por primera vez en 1972 por Kerr y cols. 3. 130y

sado el concepto por Horvitz y Cols. En I994 y Jncobson en 1997(27); El término de Apoptosis se ha propucsto
ién celular commlada. ¢l cual parece jugar un papel

cn la lacién de la poblacién celular ani La mucrte ¢s un proceso
i dc los i apropiados para elimi ¢l les,

L4
hasta ahora por un

comp i0, pero op ala
inherente a la vida, Todos los org;




asi como aq que han su

11 id i do csto no de, se picrde c! cquilibrio, con ¢l subsecuente
desarrollo de las enfermedades, incluyendo las malignas. .

La Apoptosis cs un proceso cclular genéti prog! d: ial para cl desarrollo normal y la
¢s muy a Nccros:s, los i tul. i 1 ¥ la apariencia morfoldgica de la

célula también es diferentc.

Es dulado por genes supresores y ci i es probable que la i i de estos factores es

incluida dentro de los cambios fenotipicos, asi como | al 5 de 3 i iogé i y

radioresistencia.

El papel fisiologi dc !la Apoptosis es muluplc' es necesario en ¢l dcsan'ollo embrionario, cn el recambio tisular

normal de los or quc han su desarrollo, en la ién dc los 6filos, asi como en ¢l

desarrollo y la tacion del
Ademis la Apoplosis intervienc en Ja destrucciéon de células alteradas en su estructura génica por diferentes

mecanismos, ¢l fallo cn destruir tates células pucde originar las neoplasias.
Factores que modulan positiva 6 negativamente ¢l proceso de Apoptosis:

Factores fisiologicos Factores Farmacolégicos 6 Fisicos Factorcs Patolégicos
Factores de crecimicnta Esteroides Productos virales
Citocinas Antincoplisicos

Hormonas Radioterapia

Interaccionces celulares Hipertermia

Toxinas, Anticuerpos monoclonales

Desde hace afos, se ha reconocido que la pérdida espontanea de las células es un parimetro importante en cl
crecimiento neopl. 0. ( Iversen 1967, Refsum y Berdal 1967, Steei 1967,Frindel, Malaise y Tubiana 1968, Laird
1969, Clifton 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 ticitamente que podria ser la pérdida continua de los
tejidos normales para balancear la division cclular que es realmente demostrable y la pérdida celular que acompaia a
1a atrofia ¢ involucion fisiologica de los tejidos.

El ténmino Necrobiosis es algunas veces usado para definir la “Muente Celular Fisiologica™, pero los hallazgos
morfologices que sc describicron en 1972 no ceran claramente definidos, posteriormente el descubrimiento dc un
modo diferente de muente cdul.nr con hallazgos ultra-estructurales i de un ) activo y

controlado inher y que explicaria la r lacion del na de células en una variedad de tejidos y en
condiciones patologicas, que puede ser detectada en ncoplasias malignas no tratadas(Kerr y Searle, 1972) y participa

en L regresion posterior o algunas terapias(Currie, Kerr 1972) .

Debido a su importancia en significacia cinética cetular Willie, Kerr y Curric tomaron ¢l término de Apoptosis del
profesor James Cormack quien les sugiriéd  1a palabra describiendo “caida de los pétalos de las flores 6 las hojas de

un proceso complejo altamente regulado y un proceso celular activo. Tres fases pucden discernirse en la
Apoptosis:

1. Fase de Iniciacion

2. Fasc Efectora

3. Fase de degradacion

Fase de Iniciacion: Las células reciben un estimulo provocando el proceso apoptoico.

Fase Efectora: La maquinaria apoptoica es activada pero ¢l proceso ¢s aun reversible.

Fase de degradacion: No se alcanza un punto de retorno despudés de que 1a célula sc desintegma.

La duracién del proceso de la muerte celular depende del i y el tipo lar, pero b toma de 12 a 24
horas.




Apoptosis y Necrosis

L.a necrosis en ste con la Af is sc id que ¢s un evento pasivo, re;
del proceso esti definido mas por cl trabajo interno de la célula, 1a cn la misma ﬁrca, 1a diferencia mas obvia es que
ademas la necrosis conduce a la destruccion de un grupo de células en la misma drea, en la Apoptosis solamente se

do, la

involucran un determinado grupo de cé quiz:‘\ 1a diferencia mas importante de Apoptosis y necrosis es que en la
Necrosis debido al daﬁo de la membrana hay infl i del citopl y explosién de la célula. lo cual conducc a Ia
liberacion de lesyalar infl ia.

También hay diferencias en la morfologia celular que se describen a continuacidn.

La i\‘lorl’uloz_m de la Apoptosis
caracteristicamente afecta las células p:xruculanncnlc esparcidas y son manifestados histolégicamente por

la formacion de pequeios fi o es, cuerpos apop os, algunos de los cuales contienen remancentes det
nucleo. Con microscopio clectrénico se ven los cambios de la Apoptosis cn 2 csladlos'

El primero comprende la formacién de los cuerpos apoptoi ol do su fag is y degradaci por otras
células.

La formacion de los cuerpos apoptoicos involucra condensacion marcada del micleo y citopl d i6n de
la cromatina y fragmenta n de la membrana cnlular. las cnzimas Ilsosomalcs sin duda juegan un rol muy

importante en la degradacion de los cucrpos apop s sc incr la de hidrolasas, ¢l proceso es
cconémico en términos de reutitizacion de los componentes celulares, }o mis notorio es que NO hay Inflamacién.
Ademas todos los hallazgos contrastan con los de nccrosm los cuales incluyen: inflamacién celular, disfuncién de los
organelos, colapso mito rial y ultimad cgracion cclular, la lib ion del ido celular d

la necrosis produce una respuesta inflamatoria ﬁ:cnc. Ademids la Apoptosis produce una pequeila 6 ninguna
activacion del sistema inmune.

Mecanismos moleculares de la Apoptosis

Estos mccanismos moleculares y la regulacion de la Apoptosis vienen de estudios en cacnorhabiditis elegans, el
proceso es regulado principalmente por tres  genes: CED3, CED4 y CED9 de las cuales CED3 y CED4 son
reguladoras positivas de la Apoptosis y CED9 es iap i los otras pr que Juegan un rol muy importante
son las Caspasas y Apaf-1 que inducen Apoptosis y r:orrcspondcn a CED3 y CEDJ4 respectivamente. Ademdas Bel2

bien conocido como antiapoptoico que corresponde a CED9.

Genes del cancer » Apoptosis

Una faceta que une a la Apoptosis con el cincer es el compromiso de h Yy prod s de gencs

supresores on fa regulacion y ¢jecucion de Apoptosis, algunos de ellos son p53, Rb, ras, raf y myec.

p53 debido 2 su funcion en la Apoptosis se ha ganado el nombre de “Guardian del Genoma®, monitorea el estado

del DNA y si ocurre dado al DNA, demorz el ciclo celular, .nravcs dc la mducclén de ClPI\VaI‘leZI una prol:ma
det

ue previene la fosforilacion de las kinasas ciclin d os como 1 CS P
¥
ciclo celular.

En ausencia de las kinasas ciclin-dependientes, el gen Rb se mantiene inactivo, (no fosforilado) y por lo tanto ¢l ciclo
celular se detiene, todo esto conlleva a la activacion de la maquinaria de reparacién del DNA, si falla la reparacidn
del DNA, el p53 toma ¢l mando ¢ induce la Apoptosis.
E! p53 también activa las killer/DRS, un nuevo mi o indi dc la Apor is de 45 kd de la familia del
feceptor de necrosis tumoral.Analogos al sistema receptor Apo-1/Fas/CD95 activan las Caspasas através de las
proteinas FLICE.

b,

Los protu-oncogenes myc y ras son también parte de la maquinaria apoptoica, ¢l rol de myc es capnchoso, debido a
Que dcpcndc },mvcmumc < como la célula cs condicionada por otros factores.Asi la presencia de factores de

er ia pr y en su actéan como apoptoicos.

La sobreexpresion de ras puede llevar al incr & dismi ion de la Apoptosis, es negati lado por
bel-2, 1a fosforilacién del bel-2, embargo i su idad élulas a la accién apoptoi
inducida por ms._




La Protcina Bax. Es p de la Apoptosis y actia en oposucxon a bcl-2. Bax y bel2 forman homo y

heterodimeros in vivo y 1a expresion relativa de estas proteinas asi como el punto de 1 de A

del nivel o predominancia de cada una de cllas; si predomina bel-2  habrd mayor supervivencia cclular y sc
pr ina los h d Bax scp 1a muerte cclular?® ¢

Otras proteinas adicionales entre clla> Ia fmmha CED-9, han sido implicados en la regulacién de la Apoptosis,
varias de estas con actividad similar a bel-2, is las inas como ligandi FAS (FASL) y las TNF son

ind de Apor is. Sc ha visto que la activacién de FAS por posicién a la di

qunmlolcrapm incrementa los niveles endogenos de Ceramida en un 200 a 300 por ciento y activa las fosf:nasas y
protecin i cicrtas evid, di que p ICE/CED-3 bi son comp en la

Apoptosis radio inducida®®? ¢

El gen Rb, es un regulador negativo del crecimiento celular y probablemente su inactivacion por el VPH 16 1a
oncoproteina E7 promucva la Apoptosis cn respuesta al datlo al DNA por la radiacién. También sc ha blecid
que p21 es un mediador critico del p53 actuando en la respuesta de arresto de 1a fase G del ciclo cglul:nr

2y

La Regulacién genética de 1a Apoptosis

Actualmente se ha visto que el p53 esta involucrado en la regulacién genética de la Apoptosis. Este gen, que estd
situado en ¢l cromosoma 17 del genoma humano, codifica para  una fosfoproteina nuclear de 53kd que en nuestra
especie ticne 393 aminoicidos.

Fue identificada por primera vez unida a) antigeno T del virus SV40, p53, posteriommente se¢ encontréd  que cf
Adcnovirus B, 55K y la proteina E6 de VPH cstadn asociadas al pS3. Sc pensd que era una proteina oncogénica
por que lograba inmortalizar células primarias en cultivo y cooperaba con ras para transformarlas,exactamente las
caracteristicas de 1o que hoy conocemos como una proteina oncogénica. Mas tarde se reconocid a p53 como un gen
supresor cuya funcidon d cce al ser ada su protcina por otra procedente de un virus oncogénico.

La prouum ps3 llcny capacidad de union L>puc1ﬁca al ADN, asi también capacidad dt. acuvar la lmnscnpcmn de
genes rcponuos * adyacentes a su sitio de union al ADN, siendo su forma de a ésta 1 la de
un tetramero.Entre los indicios existentes que apuntan al caricter supresor del gen p53 en estado silvestre (p53+),
estan los siguicntes:

En cnsayos de cooperacion entre p53 mutado (p53-) y ras, la transfeccién con pS3 silvestre (p53+) suprime la
transformacion.

pS3 también suprime la cooperacidn entre cmyc y ras.

Las mutaciones ¢n ¢l gen p53 constituyen la alteracién genética mis comiin en los cincercs humanos. Mds del 50%
de éstos ticnen mutaciones en éste gen-.La proteina pS3 silvestre también interactia con el gen celular MDM2 Este
gen se identifico inicialmente por su amplificacion espontanea cn una linea de ratén (murine double minute MDM).

El homologo humano de éste gen, que tambidén se conoce como MDM2, su sobreexpresién interfiere con la funcién
del pS3.+

La expresion de p53+ pucde perderse por mutaciones de diferentes tipos con el gen p53, por unidn a proteinas virales
© por union a proteinas celulares como la MDM2. Es interesante scfialar que en los canceres por infeccidén del virus
Papiloma Humano (V.P.H.), como en los de Cérvix Uterino, las mutaciones en ¢l gen p53 son rams.

Funcion del p53

La proteina p53+,. de manera semejante a la proteina Rb, ¢s una protcina guladora del p de 1a pr
celular. El modelo general que explica la funcién de p53+, postula que ésta proteina se unc a sitios especificos cn cl
ADN que Ia reeonocen en forma de tetrimero, estimulando 1a transcripeién de determinados gences, que se saben
realizan parte de las funciones dependicntes de p53 en una célula. Recientemente se han identificado algunos de
cstos genes: Se trata, por cjemplo, de p2i (también llamado \VAFI 6Cip 1, cuya proteina inhibe cicrtas cinasas
dependientes de clclm:“, al unirse a éstas, asi como al PCNA- A de células en prolifc idn y es
capaz de detener cl ciclo celular),

MDM2 ( Prod de un i tiva la transcripcion mediada por p53 y regula la actividad de ésta proteina),
GabD45(Inducido por dafo cclulal’. sc une al PCNA y pucde detener cl ciclo celular, estando directamente

1ifs vy




invol jo cn la rep ion del tipo de cxctsxén dcl ADN). Bax ¢ mi de la familia Bel2 relaci fa con la
Apoplosis, cs ista de Bel2, 1 Ap id : por p53)
i lecular™, ando la integridad del gcnoma. » e gl

Sugirié¢ndose que e pS3 actia como ¢l g "y
siguicnte es uno dc los dclos pror de ion del p53:

1.En células normales, no hacen falta p53 para regular la divisién.

2. Cuando ocurre ¢l dato a nivel det ADN en células normales, con p53 intacto, aumentan los niveles de ésta
proteina nativa, y la célula se detiene en Gl. En ia respuesta de una célula normal al dafio del ADN, se induce la

funciéon de “Guardiin decl genoma™ de pS3+. Al d sc la proli hay ticmpo para Que ocurra la rcparaciéon
del ADN.
De fallar la rey ion, pS3 d dena la Apop & mucrte celular programada, y la célula induce la

desintegracion de su genoma con su mucrte consiguiente.

3.Cuando ocurre dafio al ADN en células tumorales, no se induce p53+(por que ¢l gen esti inactivado por mutacién,
unién a proteinas virles é celulares), entonces no se producc detencién del ciclo en G1, y si ocurre di i6n celular

con dailo (lo cual determina fijacion de la 5

Si ilidad er ).
A diferencia del gen Rb, que es un supresor que actua en condiciones normales de vida para la célula, p53 parcce ser
¢l gen supresor que actia sobre todo en condiciones de estrés.

El bel-2, el cual, emerge como un nuevo tipo de proto-oncogen que suprime la muerte cclular mias que Ia
s on todas las circunstancias qu: inhibe la e\poplosls
B i .

proliferacion, sin embargo no e
La actividad antiapoptoica de bel-2 fue prir en i b de
interleucina 3 (IL3).

Mecanismos inhibitorios de expresion del proto-oncogen bel-2 se han mostrado en varios tumores a una varicdad de
puede estar xmphcado en ¢l dcsarrollo de resistencia de los

tratamicntos como Radioterapia y Qulmxoxcr'lpla,
tumeres a la radiacién & a los ag P 05, ¢stos P bién contribuir a la
supervivencia inapropiada de células con anormalidades del DNAC®

Es asi como ia exposicion a Rayos Gamma 6 a drogas citostiticas hacen que las células normales aumenten la
expresion de p53 y detengan el cicle celular hasta que el dafio se repare. En cambio las células con p53 mutado,
continuan dividiéndose.Un lumor cn ph.no desarrollo ticne sus células en estrés, ya que éstas experimentan anoxia
¢(Falta de oxi ion) y idia. La ind ion de p53 +en células cslresm.hs . pero no mumdas, rovocaria una
Hmitacion a su crecimicnto. En cambio, células “‘estresadas’ con p53 do, ex ian la p da, carente
de la accion supresora de la proliferacion, lo cual permitiria al tumor su fumm expansién. Ello explica por qué
mutaciones en p53 se scleccionan de forma tardia en la progresidn tumoral: El estrés da ventaja selectiva a cétulas
Zn otras palabras las células con pS3 mumdo aunque estén en estrés “fisioldégico™ que impone el

con p53 mutado.
tumor, actitan como si no lo percibi y ¥ di

debido a su relati corta

Normalmente en una célula, la proteina p53 se manticne a bajas
vida media (alrededor de 20 minutos).

Las sciales que parecen activar el aumento de Ia expresién de p53 estan todas relacionadas con algin tipo de estrés
para las células. Frente a éstas seflales, se incrementa el ucmpo de vida media dc csm prolcfna, probablemente a
partir de un o cn su fosforilacidn, asi como en un incr en la idad de inici de su d i6
(6 sintesis proteica a partir de su ARN mensajero especifico).

Hoy se han identificado algunas de las scilales de peligro, entre las cuales figuran In ocurrcm:la de diferentes tipos de
datos al ADN, la aparicién de hipoxia, asi como la deplecion del pool de rib tri por debajo de

un umbral critico en la célula.
Actualmente se conoce que p53 gobiema la ocurrencia de dos vias principales en la célula con estrés: LA

DETENCION DEL CICLO CELULAR Y LA APOPTOSIS.




El hecho dc que | 1a célula se d:cldn por uno u otro camino depende de dlversos I'aclorcs.

exper quc ¢l pS3 puede actuar como 712 o del ciclo cclular cn sus tres
puntos de control: en G1/S, cn G2/M, y cn G0-G1-S, tanto como I‘aclor de xranscnpc:én dc genes necesarios en
diversas ctapas de éste ciclo cclular, como a través de 1 de pro proteina. En la

regulacion del ciclo celular en momentos de estrés, cl gen P53 es inducido, lo cual activa Ia transcripcién de genes
como p2i, ¢l cunl a su vez bloqucn la actividad de las cinasas fosforiladoras de Rb.La ausencia de fosforilacidon de

pRb, como ya a E2F do por partc de pRb. cuya col ia es 1a per ia de I1a

funcion supresora de ésta pmlcma y ¢l consiguicnte detenimiento del ciclo celular.

P53 inducido por estrés cs resy ble de la acti ién de genes como GADDAS, activador de 1a reparacién

en el ADN daiiado.

El compromiso de p53+ cn ¢l punto de control G2/M Jo hace bié p ble de la r lacién de la ploidia

adecuada en la célula que estad a punto de entrar en mitosis. Todos estos conxrolcs sc pierden en los tumores en los

que el gen p53 se¢ encuentra mutado, o que les permite de estos de control al estrés celular,
diendo ¢l de la proti celular & mejor aun {a muernte,

El Papel de) pS3cen el Tr i dc las I lasias Malignas

El tmtamicnto del cancer con Qui apia y Radi ia prod dafo cn el ADN c:lular. asi como las

correspondientes seilales para 1a induccion de p53 en esas célul, Hoy que la A

del p53 es la modutadora de gran parte de la respucsta efectiva a estos tratamicntos. Se ha observado que los tumores
pontadores de un gen p53 intacto (silvestre), al inducir }a Apoptosis en sus células como respucsta a la agresién del

tratamiento, responden mejor al mismo que aquellos tumorcs con pS3 do, preci por que ind Ia
muecrte de sus cnlul.u malq,n.u Cuando los tumores r«..cndlvan y se hacen resistentes a la terapia contra cllos, éste
hecho se correl general con la adquisi. de i en p53. Aquellos tumores que responden
pobﬂ.l‘ngnlc a Radioterapia y Quimi pia, tiencn ! i en ¢l p53. Ello explica por qué tumores
con en pS3  se i con intervalos libres de enfermedad mas cortos y menor supcrvivcncia total en
éstas pacientes. Sin embargo, Ia realidad clinica es mas compleja que éstas obscrvacmncs, y no siempre sc da una
correlacion tan clara entre ¢l status del gen p53 y 1a resp a estos pues como es de

esperarse, de estas respucstas cs dificil excluir el aporte el aporte de otros gencs involucrados, asi como lo que
significa ¢) cambio de ambiente celular que también se produce como resultado de tratamicntos tan agresivos como
estos, ¥ otros muchos factores aiin desconocidos.'?

Inducciéon de la Apoptosis

Un gran nimero de estimulos puede inducir la Apoptosis ¢n una célula de una ind di Los ind
generalmente actian en muchos llpos dc células incluyen:

Varios iaci ultravioleta y radiacid imbal. Stico, altos ni de
calcio, comccsxcroudu ablacnén hormonal y factores de crecimiento.

Dependiendo del factor estimulador y Jde 1a célula hay multipl: que pueden activar la maquinaria apoptoica.
La Apoptosis inducida por linfocitos citotoxicos esta fiada por un ind 1i) do, no secretorio y mediado por

un receptor 6 por una perforina sceretoria,
En ¢l caso de dafio al DNA Ia Apoplosn; cs iniciada por la acuvnclén dg mediadores del p53 asi como Bax y
Killer/DRS. Los ios cn el T ién de los fosfolipi bién iniciar la Ap

La radiacién como efecto directo on la célula actita al nivel de DNA, provoca la activacién de la esfingomiclina
resultando en [a degradacion de la esf iclina hasta id.

La Apoptosis mediada por id: bié da por varios factores asi como la deprivacién sérica,
interleucinal, Factor de necrosis tumoral alfa, D3, 1.25 dihidroxi-colccalciferol y la supresién del factor del
crecimiento del nervio.

mejor ida es la quec emana dcl rcccplor APO-1/FAS/CD95, que corrcspond: ala

Una de las vias
familia de pr i r as relaci da al factor de yesunal dina p: en las




APOIl y FADD/MORT-1, juntas estas dos protcinas forman un jo de sefal ind de Apop
FLICE, que ademas es un miembro de una gran familia de proteinas Caspasas.

Estas Cnspasas que hace unos pocos afios han sido extensamente csmdmdas en su rol en la Apoptosis, sc identifican

como una via final comin de la ini ién de la Apop con divers:

Las C son protui: istei que divide sus proteinas blanco como icido aspdrtico en un contexto de
secuencias definida. A 1 c han io 12 Casp son activadas como en cascuda, involucran la
division de la molécula hasta 10 y 20 subunidades kd, las cuales p heterodi izar y , que
son las enzimas activas.

Las protei bl No Casp incluyen pi i del si de reparacion del DNA, proteinas del citoesqueleto

6 dc 1a estructurn y oncoproteinas.
Algunas de las enzimas de reparaciéon del DNA son poliribosa ADP-polimerasa.
Las oncoproteinas mejor conocidas, degradadas por las Caspasas son la proteina de Retinoblastoma Rb y mdm2.

La familia bel-2 es otro grupo de protei estr relacionada a la Ap is. incluye inhibicién de la
muecrte celular, los miembros de ésta familia incluyen: bel-xl1, bel-w, bfl-1, brag-1, mcl-1 y Al. Y dc los miembros
promotores de Apoptosis son: bax, bak, bel-xS, bad, bid, bik. Hrk. Su accién prevalente dependerd del exceso de los
micmbros Que haya, asi si predomina los homodimeros bax, todo estard a favor de la Apoptosis.

Al contrario con un exceso de heterodimeros bel-2, bel/bax, lo cual estard a favor de 1a inhibicidn de la Apoptosi:
Bcl-2 personifica ¢l al gen i H t tia en las fAal de ind ién de A i dados por
estimuladores como: Agentes qumnmcmp&uncos, cstrés oxidativo, infecciones virales, p53, comcos!cro:dcs y factor
de erccimicnto.

Bcl-2 y bel-x] son inductores negativos de la Apoptosis i lo Apaf-1, previniendo la activacién procaspasa-3,
CED3, que es inductora de Apoptosis.

Bcl-2 se d brié en una traslo ion 1(14,18) en ¢l Linfoma Folicular, y ha sido idi o por su fi ién como

un oncogene.

La Ocurrencine 1 i i de la Apoptosi

E! tamaio de la poblacién de células plasi d e del bal entre la prod ién celular y pérdida celular,
en 1972 cuando se describid la Apoptosis poca atencidn sé dio a la deleccion :elulnr controlada. Ha:c unos pocos
afios se han hecho avan en la 6n del contro! dc 1a apoptosis, d: su signifi g
mas que la mera explicacién de la i6n celular

Se ha visto que la Apoptosis ¢s también importante en teraté is, en la patogé is de las malformaciones
‘.onbumhs afectando la reduccion neta de cclul:s, al contrario de lo que ocurre en las ncoplasias malignas cn las que
<l niamero de cétulas sc incr prog! Kerr, Willie y Curric aron que la Ap

Jjuega una pante significante en algunos npos de atrofia e involucién.

En algunas neoplasias malignas la proliferacién celular no es mayor cuando se compara frente a Ia contraparte
normal. Algunas células se dividen con mayor lentitud, sin embargo, 1a poblacién de células malignas tiene un indice
de mayor crecimiento a consccuencia de una supervivencia celular prolongada, lo que sugicre una alteracion en el
fenémeno de la Apoptosis.

El descubrimivnto de los mecanismos gue hacen fallar la maqumana normal de la muerte celular programada podria
significar un gran avance no solo en relacién con los asp p i sino e¢n los mecanismos inherentes de la
carcinogénesis.

La terapéutica actual para las ncoplasias malignas se basa en Ia cirugia. en la quimi pia y en la Radi pia, pero
1a resistencia tumoral a éstas formas de i es el mayor impedi: para ¢! éxito terapéutico.

Debido a que la Radioterapia y la mayoria de los firmacos Antincopldsicos actdan induciendo alteraciones genéticas
en las células proliferantes, la tumoricidad cspcclf:a por :\mbas modalidades terapéuticas es alnbulda a éste dafio.

Sin cmbargo en varios de los casos. las no son sufi para la
por la pr

de cicrtos protooncogenes,

observada. En particular ¢l p de Ia apoptosis pucde serr

;3




el gen Supresor ¢ dcl tumor el p53,cixoquinaf)y factores de crecimicnto que juegan un rol cn la promocidn 6 reduccién
de la apop ida por la iacion ¢'%,

Enun ielo experi 1, se que ¢ cl gcn p53 es dclcrmmamc para quc In apoptosis se lleve a cabo, y que

la pérdida de su funcié la i a di Estos r {tados tienen una

bucna correlacién con al j 1 inicos™»

1. Algunos de los tumorcs con marcada quimiorresistencia, como cl Mel: y ¢! Carci de Pul .
; un alto p. de ién del p53, otras 1 como los Sar sin tencr necesariamente

expresan anor 1 ¢l gen mdm2 que codifica la g P90 que iza la fi ion del gen

ps3.

2. Es notorio que ncoplasias con baja frecuencia de mutacién del gen pS3. como el carcinoma de testiculo y la
lcucemia linfoblastica aguda en niflos, sean al imi ibles y bles con i i 1

3. En la lcuccmia linfoblastica aguda en recaida 6 refy ia a reinduccién, se ha d do la pr ia de

mutaciones del gen p53.

con ién del

Lo anterior podria explicar, por 10 menos en parte ¢l pobre pi ico de

P
En el 85% de los casos de Linfc liculares se ha d d. cn la exp. de Bel-2, la actividad
antiapoptoica de éste gen se ha comprobado en varios modelos experimeniales.

dela A

Estrategias terapéuticas potenciales derivadas del pop

E“sxcn ahom chnlcas bien dcsarrolladas para | medir la prohfummon dcl tumor antes del tratamicnto y csto ayuda

P pnm T al tr con r pia tanto en la practica médica diaria
como cn inv, icas®. llny evidencias no concluycnlcs en relacién al pronostico del cancer cervical
i la dicién de la proli ( Dixon et al 1977, Strang ct al,, 1987; Naus y

cn
Zimmerman, 1991; Cole et al., 1992; Zanctia et al 1992; Tsang et al. 1995) ¥

y clinicos para las pr adn sin

Se i vartos 3
licacién de la Radi pia en el tr i del cancer Cérvico

hipétesis adicionales y guiar oxros punxo; de la
Uterino.

El que la resistencia a Ja radioterapia ¢ Quimioterapia dependa al menos parcialmente, del estado del gen p53 y el
hecho que éste gen se cncuentre alterado ¢n una proporclén importante de casos 6 en casi todos los tumores, sugicren

que la terapéutica laar bl su fi & pudna tener éxito. Esto se podria lograr con la terapia génica
lo se sobr los obstaculos para 1 cfi a las célul les & lograr que 1a proteina

normal alcance su sitio de accién.

Al pa i y las del i no son los Gnicos mecanismos de alterncion del gen p53, su accidén

arse al interactuar con proteinas virales, como la E6 del papiloma virus 6 la proteina codificada
desarrollo de de bl estas pr i inhibidoras es, por lo tanto, otra
)

tambid
por el g
alternativa de tratamiento.

Es impornante detinir si el gen Bel2 se anucmm expresado cn neoplasias diferentes a los linfomas. En la actualidad
su sabe que se expresa cn mayor idad prefer cn carci gastr les poco difer iad El
reciente descubrimiento de la protcina codificada por ¢l gen Bax ¥ su capacidad para formar dimcros con la proteina

Bcl2 sugiere que podria utilizarse como agente esto puede se para la proteina
codificada por el gen Bcelx-8 cuando sc llegue a definir mc_;or su mecanismo de accidn.

El d brimiento de los Que hacen fallar la mnqumana normal de la mucrte celular programada podna
significar un avance no solo en rel 6n con los asg P sino cn ¢l cor de los
inherentes de Ia carcinogéncsis.'™®




La Apoptosis de hecho puede ser un dor de agresividad biolégica del tumor en cl cancer Cérvico Uterino, por
fo tanto necesitamos valorarla como un predi ial de resp en dos con Radi. a8

Deteccidn Morfolégica de Ia Apoptosis
Se¢ puede detectar a través del microscopio de Juz 6 clectrénico su morfologia, a través de 1a incorporacidén
cnzimitica de nucleotidos marcados a fragmentos de ADN en su extremo 3°, 6 por citometria de Flujo

Indice Apoptoico

El mdlcc apopxmco cs usado como una dida de la i de la  Apoptosis. A do se define como <l
por de cél por y cucrpos ap por todas las célul les. Alg autores, sin embargo
usan la di i de na de células por 1, 000 3 \! Adcmis en otras investigaciones han medido 1a
Apoptosis miden el aimero de célul P por 10x pos de alto poder.

Realmente ¢s aparcnte que hay una ampha variacion cn la ién de la Ap is no ) entre los

diferentes tumores, pero aun cn ¢l mismo tumor. Por ejemplo en los Linfomas de Alto Grado e promedio del indice
apoptoico varia entre 1.4 y 8.8% y cn ¢l Carcmoma dc Celulas Pequciias de Pulmon entre 0.1 y 10.9%, aiin en el

mismo grupo de tumores p | haber var alas dlfcrcncms cn u'ado histolégico.
Existe ciertos factores técnicos y Jolog: que infl i la deter ién del indice apoptoico como ser:
Fijador usado, Concentracion del fijador, lavado del tejido, tiempo largo de i6n mis de 3 retraso en la
fijacion

Ocurrencia de Apoptosis en Jos tejidos normales
La Apoptosis jucga un rol esencial en desarrollo normal de los vertebrados. En los mamiferos adul!os. 1a Apoptosis

ocurre continuamente cn las poblaciones celulares de lento crecimicnto, asi como et lio del t
corteza adrenal y en las poblamongﬁ celulares de r1p|dc crecimicnto asi como el epitelio del tracto mlcsnnal ydela
csper ia. Hay evid ias quec la Ap es lada por Ia mitosis, factores de crecimiento y hormonas

tréficas.

Ocurrencia de 1a Apoptosis en Tumores Humanos

Las circunstancias de ocurrencia de Apoptosis cacn dentro de varias ias. A por la
células que ocurre en los tcjldos nosmales, y cs observada en ciertos co i

su diferencia con ta necrosis que sxcmprc ¢s patolagica, resultado del dafio catastréfico a la célula Yy no ticne la
funcion b isica de la Ap

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 1a Apoptosis en algunas lineas cclulares in vitro,asi algunas de las
Apoptosis observada en tumores in vivo puede ser atribuida a la lib 5 dc ésta citoki por los macré . En
otras instancias la Apoptosis puede ser resultado del ataque a las células por 1

delecidn de Ias

Finalmente la Apoptosis incrementada en los tumores pucdce resultar de un proceso intrinseco de las células
tumorales.!

Linfomas
Los hinfomas No Hodgkin de Alto Grado muestran un indice significativamente alto que en los Linfomas de Bajo
e

isto se correlaciona con la ocurrencia del gen bel-2 antiapoptoico, ¢l cual sé sobr i en los Lii

Grado.
de Bajo Grado. De hecho hay una asociacion inversa entre la expresion bioquimica de bel-2 y el indice apoptoico.
También otros miembros del grupo bel-2, asi como los § de Apoptosis Bax, ¢ inhibidores mcl-1 también

son expresados en los Linfomas.

Carcinomas de Mama

En el cancer de mama, una extensa Apoptosis sc asocia con pobre pronostico, y a mis alto grado, mas Apoptosis.
Esto es probablemente dado por una pérdida de receptores para hormonas que actian como factores de sobrevida.
Inter cn los de mama con ¢ P de B posmvos. también pueden
tener bel-2 positivo. La expresion de bel-2 en gencral se encucatra en un 70% "de los carcinomas de mama, y ésta
expresion es inversamertte asociada con el indice Apoptoico y con mejor pronostico.

e -n.,
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Carci End iales

La Apopitosis estd incr I3 en Ad i d en los con patrén
sélido. Para alg la ién se correlaci i del bel-2, el cual es fuertemente
expresado en las 1} iteliales del il io 1 pero reducids cn las Hiperplasias Atipicas y carcinomas.

La expresion del bel-2 se asocia con baja Apoptosis.

Carcinoma de Préstata
Bcl-2 y mel-1 se expresan altos en los tumores de alto grado, asi como en mama, las h como A
actdan como factores de sobrevida. La Apoptosis incrementada se asocia con niveles altos de bel-2, mcl-t y con

pobre pronostico.

Carci Gastr les
En carci; ati y Hep Tul, no tiencn

sobrevida de los pacu:nxcs.

cntre Ap is y ¢l grado del tumor &

Carcinomas de Pulmén
En los cinceres de pulmén de células No P no se les incién entre A is y Sobrevida &
c,sx.xdlo avanzado, la expresion del bel-2 se le ‘encuentra en 8-30% y en Carcinomas de Pulmén de células Pequeiias

4 presente en un 90%.

es

Otros Tumores

Otros tumores han sido menos extensamente estudiados, cn tumores de cerebro, se ve mds Apoplusis en los Gliomas
Grado 11 comparado con lasa lesiones grado 111, sugiriendo que la Apoptosis, comnbuyc a un mcjor pronostico. Los
Glioblastomas ticnen un alto indice apoptoico que en los bien difc

La Apoptosis ¢n Sarcomas s¢ ha estudiado muy poco en cuanto a signi; en pi ico y supervivencia,

Por Qué hay Apoptosis incremcentada en ¢l Cancer

Es obvio que las consideraciones acerca de la Apop is estin g I incr ia en el cincer. De hecho
hay solamente unos pocos tumores, asi como los Linfc Folicul de células B en las cuales la inhibicién de
Apoptosis, s¢ had do conv y jucga un rol decisivo en cl desarrollo de las necoplasias.

Por otro lado 1a ocurrencia de Ia Apoptosis no mucstra una regla en particular cn relacién con el estadio del tumor,
grado 6 progresion, ademas hay una gran variabilidad dependiente del tumor,

Pars contestar la pregunia del por qué la Apop is  estd i da en los , parte de la explicacién
probablemente sale de la activacién de oncogenes cn ¢l proceso de desarrollo de las neoplasias, algunos de los
cuales también influencian la Apoptosis.

£n todos los casos la Apoptosis ¢s dada  ya sea por factores intermos de la maquinaria de muerte celular, & por
factores externos asi como: Las células T activada mcdiada por FAS, pérdida de la adhesién celular, importante en
éste sentido son las integrinas y cadherinas.

Otro factor externo estimulador es la hipoxia que predomina en los tumores.

Un punto muy importante ¢s la relacion entre Apop(osn; y Prohﬁ:mcnén. ya quc son id: un
punto de enlace es el hecho que la Ap puede ser en fase del ciclo celular, 1a mayoria
de las células que sufren Apop s estan principal en la fase G del ciclo celular




Lb. Antecedentes.

Los ultimos veinte afios han sido muy importantes para la Je i6n de Ia epi iologia del cincer de cervix y de
los factorcs pronésucu> que afgcun la supervivencia. Su prevalencia y la acccsnblhdad pam la observnc-én umdas at
universal y il légico para su d 5n precoz, han prop datos h 16 tan d

como para que la enfermedad pueda conocerse ampliamente.

biolowi. ) lar se podra altiples p sobre su p

Aparte con las nuevas téeni de
desarrollo, comportamiento clinico y factores pronésncos.

La Radioterapia como principal dalidad de tr ] para cincer Cérvico-Uterino desde 1913, en dos
modalidades Radioterapia externa 6 telcterapia que sc usa para tratar toda la pelvis, los parametrios y las cadenas
ganglionares; Ia segunda modalidad de tratamiento, es la Braquiternpia que consiste cn el uso de técnicas
intracavitarias (Colpostatos, cilindros vaginales y agujas), ¢l isétopo mas usado es ¢l cesio 137 en baja tasa de dosis y
¢! Iridium 192 usado cn alta tasa de dosis.Sec ha visto que los niveles de recurrencia muestran considerable variacién
1 estadio clinico (EC) de presentacién, va de 3-6% en ¢! EC 1, hasta 45% para ¢l EC 111, y aproximadamente

cn base a
1 & per ia tumoral P

30% dc todas las pacientes cn todos los estadios tendran falla pélvica locorr
del tratamiento primario adecuados.(7).

La capacidad para identificar éstas pacientes con alta probablhdad de rccurrcncm podria pcrmmr seguir tralnmlcmos
di

estandar scn::llos para ser utilizados ¢n aquellas y 1a sel ién de otra para e
alternativas, das, 6 es de i adyuv;mlcs""' Muchos son los factores que han sido
considerados como posibles indicadores prondsti en paci con Cérvi ino entre cllos: Estadio,

volumen tumoral y estatus ganglionar.”-

Olros tactores que afectan €l pro ico de éstas i son:
La hemoglobina con valores menores a 10g/dl, el uso de fusi 1] Ia a la
radioterapia.

- Hipertensidn Anterial, Jenkin y Strinker observaron una alta incidencia de recurrencias pélvicas en pacientes con
presion diastélica de 110mm de Hg.

- Tumores en forma de bamil, Fletcher, Eifel y colaboradores, Pérez y colaboradores reportan gran incidencia de
metastasis linfaticas y metistasis a distancia en éste tipo de tumores.

La radioterapia cs una importante modalidad en ¢! mancjo curative del Cincer de Cervix, sin embargo continua
evolucionando en términos de integraciéon con otras modalidades de tratamicnto(Cirugia y quimioterapia).

Los resultados en control local y supurkunun han mc_,omdo ¥y por ser la poblacion afectada por cdncer cérvico-
uterino tan importante cn 3 el i cn salud p

Datos retrospectivos sugieren que la Radioterapia p«..lv:ca adyuvnnlc ¢l control pélvico
pero no impacta en la supervivencia de las pacientes, con factores de riesgo de recurrencia y a quicnes se les ha
realizado una cirugia radical.

Varios pr Jimi han sido ] para i el 1 locorrcglonal dc la mdnolcmpm en
Cancer Cv.rvluo Uterino. €squ 3 dc ft i i no And. bi ion de con cirugia,
radio dores y i R Itad reci de cadn uno de los cinco estudios aleatorizados,
reportados por el National Cancer Institute (NCI), muestran bcncﬁclos en la supervivencia global empleando
tratamiento de Cisplatino mas Radi p para IB2 hasta IVA, el riesgo dec mucrte se
disminuyé del 30% hasta 50%.
Teori los dos tr i Quimi apia y Radi podrian tener un efecto sinergistico, por cjemplo 1a
imi apia incr ia la ibilidad del tumor a la radiacion. Inhibiendo la reparacién  del dafo radio-

inducido, promovicendo Ia sincronizacién de las células a que entren en las fases sensibles a la radiacién, G2 y M, y
reduciendo la fraccion de células hipdxicas que son resistentes a Ia radiacidn.

Desde los aftos 80 muchos estudios Fase [ y 11 han blecid que el i con Cisplati y 5 Fl ilo y
AMitomicina § Jen ser binados sin prob) durante la radiacion pélvica.
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A pesar quc la tasa de p p con i pia sola cs alta, de todos modos, parece que hay un

incr cl b ficio de agregar Quimi pia, la P a ésta pregunta viene a scr ¢l objetivo parn
estudios l'ns: Ill 30

A bién sc b 1z i der a los i en cdncer Cérvico Uterino, por
ser una de las patologias que causa I:\ mayor tasa de monahdad matema, uno de estos factores que ha despertado
interés, es el posible rol de la Apog Sc ha bién una corrclacié cmrc Ios mvglcs espontineos de
Apoptosis cn tumores no irradi d ylaex ton de la A i fio-is ida 6 q ida. En el po de
1a Radiobiol O 1 , la Ap cs ida como un indicad: xmportamc de ndnosunsnbn ad, asi la

ion de la rad ibilidad dcl tumor por la val ién de Ap i ¢ la Apop puede ser Gtil
en la determi ion de i apropiado y quizi con un rol lmponamc otros parametros relacionados con la

Apoptosis son ¢l indice de proliferacion y el indice de crecimiento.

La Apoptosis y Ia Radiacién.

La biologia molceular moderna estd proveyendo grandes opor idades para i ¢l cfecto y la especificidad
de la radiacién, todo csto ha abierto una excitante ‘avenida para futuras investigacioncs.

Hace mas de 20 afios s¢ suglnu que la Apor al diar 1a cinética cclular,se ha identificado una amplia
gama dec factores (Fisi os, far 1ogi y 16gi ) que modulan posmvn ¢ negativamente el proceso de
Apoplos que ocurre en v.xno:. tumores y cstd_claro (}uc éste proceso se incr cn como la
Rad Qt. > y 16 hormonal. 13368131

La Apoptosis es un mccamsmo dc pérdida celular en tumores no tratados y sc ha sugerido que la radiacién ionizante
incremente éste proceso'®®
Hay un creciente interés en cl posible rol de la Ap is como un indicador de 1

aR

Se ha encontrado una correlacién entre los niveles espontincos de Apoptosis en tumores no irradiados y la extensién
de la Apoptosis mdlo-lnducnd;\‘ La Apop:osls radio-inducida ha sido estudiada en varios tumores animales y

ibles como linfc yi
Pucde ser que ¢l rol de 1a Apoptosis difiere entre los tipos histologicos. Adcmns una rcvlsuSn de Poncn sugicre que
puede ser de valor considerar ¢l radio de los md:cq.s de '\pop(osls y Proii on. M han mostmdo
relacion  estrecha entre A is y proli A se esta i i do Ia di dy
supervivencia de las i en relaciénecon lar poptoi

Se ha demostrado que los tumores con indice apoptoico rcl:m\amcnlc alto son mas mdlosensmles ¥ por tanto tienen
una mejor supervivencia. Al contrario, esto sugiere que la i a los efe dxicos de la Radlotempm estd
predeterminada por el nivel genético y por la expresidon de los miembros de la familia de genes apoptoicos. Hay 2
implicaciones para esta afirmacién:

1.La radiosensibilidad se puede predecir con una biopsia antes del i i do cl indice apoptoico y la
expresion de genes apoploicos, permitiendo asi la ldcnllﬁcacmn de pacientes con tumores quc serdn resistentes a Ia
Radioterapia y ademads se les evitarda una terapia sin b s y ad is los posibl ios de Ia
terapia.

2. Una vez quc son identificados resi por estos dtod podria il al tumor para Apoptosis

radioinducida (através de 1a restauracién de la via apoptoica, rcmlroducc-én del p53 normal ¢ sobrecxpresion de Bax
con técnicas de terapia génica.).

La radioterapia hasta ahora como la pnnc:pal modnhdad de tratamiento curativa y palmuvn en cincer Cérvico-
1;

uterino, dada en dosis p y/o mod: impor a Apof sin produci nccrosls.
Este fendmeno pucde verse antes y d és del i con radi pia, i tando que la radi apia “per
<™ puede inducir la Apoptosis lular, lo que ién ha sido di ado con tumores cxpgnmcmalcs. Sc ha
reportado que la resy ptoica aguda d és de 1a irmmadiacidn, pucde ser un de ilidad.*?




La resp es iniciada por la d icién dc la cnergia ¢n forma de radiacién ioni sobre
celulares sensitivos y con la igui i de 1e d d; ¥ ical libres, no es
simplemente un proceso fisico-quimico pasivo.

El dafio de la radiacién es ido por técul as intr y las scilales son posteriormentc
traducidas a través de la movilizacién de proteinas de la cclula da, en hos tipos de la

menudo hay un intento pama reparar ct daﬁo, ocumendo arrestos transitorios y muerte celular. Este ha sido el
pensamiento tradicional, sin cmbargo T han d do un plio rango de cfectos intracclulares de
la radiacién, incluyendo al en la celular, estimulacién de sedales especificas, de vias de

transduccidn, activacion de las vias de estrés oxidativo y produciendo la expresién de genes.

Ll mccamsmo por cl cual la radiacién induce muerte celular 6 Apoptosis varia cmn: los tipos celulares y pucde tener
i terapéuti q csm: no han sido evaluadas completamente, '

La vm en la cual la radiacio d 1a I3 apoptoica en células nommales y neopliasicas ha sido

ida hasta ahom recientemente. Hasta ahora parece posible que el p53, gen supresor del

tumor estd involucrado en ¢l proceso®.

Parcce quc alguna 3 experi divisién celular cn particular posterior a la exposicion de dosis
citotdxicas de radiacién a esto se le ha llamado "Apopxosls secundaria®,

La composicién genética de las células y 1a a l.: Ape is son tan imparciales como criticas
asi comou en la Apoptosis inducida por Quimi. apia.Las lineas celulares que s¢é sobreexpresan de Bel2 son menos
sensitivas a los efectos citotéxicos de la radiacién, similarmente a las células que les hace falta el gen pS3 intacto &
silvestre den ser mas T a la Apog is radi ida. Estos datos d que la ibilidad a Ia
radiacién in vitro es determinada por la posicio de las células con respecto a la existencia de genes de
la familia apoptoica.

Finalmente parcce quc la resp ica ¢s indey di del agente mduclor las cnlulas que son resistentes a
1a induccién de Apaoptosis por mdm::én son bién resi alos q f

En células normalces, la irradiacién, drogas alqui y otros dafan cl DNA, incrementan la expresion del

P53 en un 1ejido de manera especifica, ademads se activan otros genes como p2t, GADD45, Proteina Bax,, al poner
cn funcidn la via del pS3 tiene por lo menos 2 posibles resultados celulares posibles:

L Arresto del ciclo celular

. Apoptosis
Las vias indcpendientes del pS3 ticnen al menos los mi ltad: las célul uc tienen mutado el p53
posterior a la irradiacién disminuyen en ¢l arresto y ticnen menos tendencia a la Apoptosis -3

Probablemente la Radioterapia provoque dafio al DNA 6 dafio a las moléculas involucradas en Ja seftal de traduccion
asi como lipidos y kinasas, ¢l fesultado final cs la r:spucsla celular coordinada que puede variar en ¢l tejido celular,

segin dosis y calidad de la radi 5n, €s1as resp lares pueden ocurrir en cuestién de minutos a horas
después de la md:oxcrapla y ¢l RNA jero y 1a abund. iadela protclna puede ser alterado por mecanismos de
transcripcion. ¢

t.a radiacion pUde reorganizar la expresion de muchos genes celulares ademis del p53, también la biosintesis de
algunas proteinas, se di inuycn y otras

Probablemente la radiacion provoque daito al DNA 6 dafo a las moléculas involucradas cn la seilal de la

transduccion asi como lipidos y ki El resuliado final en 1a respuesta celular puede variar segun: cl tcjido, tipo
celular, dosis y calidad de la diacion. Estas /! lares pueden ocurrir en ion de a horas
después de la radiacidn y el RNA mensajero pucdc_ ser alterado por mccanlsmos de !ranscnpclén & postranscripcion,
las respuecstas mads mpxd;ls tas dn el emyc y c- -fos, otra parte dc la P ién de scerecidén de
varias moléculas asi como las ¥y antipr que regul. 1a i5n aguda del tejido y
provocan [ ién del lcjido.

Lasr 1 lares radioinducidas p primari 1 das en la d i6n del dafio al DNA y la

)

pmvucamén de Apoy yel de la integridad del lcjldo.

~—rae )




chldo a que cl grado de Apoplos:s varia en los diferentes tumores experimentales, se plantea 12 posibilidad que los

P lar de la i a la Radi ia. Dewey y colaboradores publlcaron

una rev:slén de Ap is inducida por la radiacién, éstc punto es de gran relevancia cn je
en el tratamiento de cincer Cervico uterino ©
Para invcs! ial de Ap is en h como prcdlclor de respucsta a la radiacidn, un

i etr ivo dec 44 i con Adi i de cervix 1B, . en el Centro de Cancer MD
And-.rson por Whecler y cols encontrindose que ¢l nivel basal Apoptos:s valor medio de 2% predijo mejor
supervivencia en éstas pacicntes, clevados niveles de Apop sc correl con mejor periodo libre de
enfermedad y supervivencia causa especifical
Los resultados obtenidos por Levine han sido contrarios cn cuanto a niveles bajos d: A is se correlaci on
con mejor supervivencia, cl tipo de p fue di es decir di tipo histolégi Epi ide, y con
estadios clinicos mas avanzados, por tanto Apoptosis en cidncer cérvico-uterino hasta el momento no sc pucde

ir corrclacioniand como factor pronostico.

Q 8 apia y Apoptosi
La Quimioterapia ha sido un ial cn el i de los Slid: Es usada se
presume enfermedad mlcromcxasnslca ) como adyuv:lnlc en ¢l caso de enfermedad macromctastisica. Estd claro
que muchos, sino todos los qt Je icos ind muecrte celular a través de la estimulacion de la via
apoptoica.
El proceso citotéxico posterior a la exposicién a imi icos puede ser sep do en 4 di
En ¢} primer lio: Los lah is celular a (ravcs de una i con un bl
intracclular, asi como RNA, DNA 6 microt Esta i ién resulta cn i6n de la estructura del blanco.
El 1o fio es ¢l re iento por l:\ célula de 1a ruptura de la homecostasis, lo cual en dafo del DNA

1 acl pS3 y pr ibl otra:

En el tercer estadio: la cé¢lula descifra la scvcndad dcl daflo y marca una decision para buscar la reparacién al dafio 6

der & la mucrte apop

Fmalmunu en el cuarto cstadio: Es la iniciacion de l:\ Apoptosis con la activacién ial de la i ia celular
produciendo la mucrte celular. Aunque cstos son pobr efinid 1
La resi ia a la Quimi apia puede ser por defici ias 6 disft 16n de las células tumorales para completar los
pasos ya i Jos. Alter: en los genes cscncmlcs de 1a via apoptoica, mmblcn podn:m conferir Ia
i i a los regi indar. La sobreexp 6n del bel2 se ha correl do con ia a la
apia en paci con LLC(L ia Linfocitica Cronica)?®®
Ademas la mutacion 6 deleccion del gen Bax pro-apopioico también se asocia con i ia en los paci con

cancer de colon.
Claramente se ve pues que la comprension del rol de Quimiotcrapia y Ia Apoptosis evitaria regimenes inefectivos, asi
como ver la posibilidad e ineremento de 1a cficacia a través de 1a modulacion de la via apoptoica con terapia génica.

Una varnedad de agentes quimioterapéuticos han demostrado una I\pcplo:ls extensa en poblaciones celularcs
normales rapidamente proliferanies, do linfoidco y . Asi la Ap daes lar de
muchos efectos adversos de la Quimioterapia y de la regresion del tumor. La via en la cual la Quimioterapia induce
la Apoptosis no esta del todo clara!

tlay cvid ias que la i ion de albunas lincas cclulares por citokinas tréficas 6 el mcrcmcmo de ln cxprcslén

del pen bel-2 puede hacer aparecer r alaind 5n de Ap por los q P

Induccion de la ,\poplosis por ll[per(crmin Leve

T de cal hasta 43 °C por 30 mi induce Apop ¥ ¢l cal a
temperaturas mayor de 46°C por pcnodos s:m:lares induce Ia is. El esp o de la ptibilidad del tejido a
lai i6n de la Ap es Imente si al previ para radiacién y quimi pia.*
—




I i6n dela A i pos dcl APO-16 del anligcno FAS

El antigeno APO-I fuc dcﬁnldo d para les contra los linfocitos B humanos.

Uno de jos pos que sc ¢ que induce ln Ap i de los linfoci TyBtl y de las células de

una variedad de hngas celulares derivadas de i

El antigeneo de la membrana celular para el cual cl i po ataca fue desi, do como APO-1.

El i Fas. id como un po ! 1 desarrollado por un grupo de trabajadores, sc ha
do i al APO-1.

La iny i6n dec anti-APQO1 causa rdpida regres:én de las Iincas celulares linfoideas
humanas que expresan APO-I-. con la regresién ademas viene la Ap

Inducciéon de Ia Apoptosis por Linfoci itotéxi
In vitro s¢ had do que el bl para 1a muerte celular es inducido por célutas T, Células K y células NK. La
deleccion de las cé infx las por el virus por llnfocuos T cnoxéxlcos juega un rol csencml en la ehmlnaclén de
vlru> dcl cucrpo, Cl 1 o de Apoptosis cn dsta d; jemplifica ia

Po i T citotéxicos no es bl da por la si is de pr inhibid 6 por la
cxpnslén del bel-2.%




1 . JUSTIFICACION

Considi o el gran i que cn México tiene ¢l problema dcl cincer Cérvico uterino al nivel de los costos

ccondmicos en los Scrvncuos dc Salud, el costo socml ¥ cn la calidad de vnda de la rnu;cr. resulta por lo tanto de

mucha importancia de los del que estin intimamente
con su p i

El cincer de cérvix posce dos caracteristicas que lo hacen espccialmente atractivo para entender los avances en
diagnostico y tratamicnto del cincer, lo primero ¢s el conocimiento amplio de las causas que lo produc:n y por otro
lado es un umor en ¢l cual la deteccidn selectiva sc ha do fave do que es ¢l unico cincer que se
podria prevenir completamente.

En los altimos tiempos ha habido gran avance en ¢l imi dc los factores ctiolégicos, asi como de la biologia
tumoral del cdncer cérvico-uterino, s¢ ban identificado factores del tumor y del huésped relacionados con la
respuesta al tratamiento particularmente con Radioterapia, este es ¢l caso de Ia Apoptosis.

En las g das dos décad. ha bido un creci interés en la pérdida celular individual, califi d la Ap i
como un iologi 1 que se en el desarrollo embridnico nommal y en algunos (c_udos
como una respuesta al estrés qunm:co y fisico.

La cormrelacion de la P del tumor a la radiacién y €l nivel de Apoptosis visto en los si murinos

Ia posibilidad del desarrollo de ecnsayos de Apopxosis para predecir la P at i en las i con
cancer. El nivel espontdnco de Apoptosis, asi como el indice de crecimi sc ha dido en tumores humanos,
viénd: ue 1l con biopsias pre-tratamiento con altos niveles de Apoptosis podrian tener mejor
respucsta al tratamicnto quc aquellos tumores con bajos niveles de Apoptosis.

A la fecha son muy pocos estudios sobre Apoptosis cn los canceres h los r Itados en correlacién como

n sc desea correlacionar la

factor predictivo de respuesta no es concluyente sobre tode en Cérvix Uterino. Tam!
Apoptosis cn ¢l tumor primario como en ¢l suero con una Técnica como ELISA.

Los rusulmdos adcmas scrwr.in para imi que deberdn ser en cuenta para :l u—.nnmxemo.

comrol de biolog; ¥y prevencién de este problema de salud, Fina que
dn ser i igadas en tiempos futuros.

Para la realizacién del presente di con la colab ion y participacién de Médi

Biologos, y pacientes de los Servicios de Gi 1 Radi pia ¢ i idn Basica.
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1. HIPOTESIS

- El indice de crecimiento mds que la A is & proli ién de islada podria p irlar al
tratamiento y pronostico.

- La A is sc puede d con ¢l método de ELISA tanto en los tumores como en ¢l suero de las pacicntes

con carcinoma cérvico-uterino.

* El nivel de Apoptosis cn ¢l tumor se correlaciona con ¢l nivel de Apoptosis en ¢l sucro,

1L OBJETIVO GENERAL -
Evaluar en ¢l cidncer de Cervix Uterino las licaci P tales del étodo de ELISA para determinar la
Apoptosis en ¢l tumor y en ¢l sucro.

1Vv. OBJETIVOS ESPECIFICOS
« Decterminar el nivel dc Apoptosis Pre- tratamiento en el tumor primario,
»  Decterminar el nivel de Apoptosis pre-tratamiento en €l sucro.

- Determinar la correlacién entre los niveles de Apoptosis del tumor primario ¥y el sucro.

la expresién i hi: imica de PCNA.

» Determinar Ia proli 16 1 di
- Determinar el indice de imi 1 do en cuenta la Apoptosis y proliferacién.
- Investigar si ¢l indice de crecimi 1 se relaci con la inicial al i




V. MATERIAL Y METODOS

V.a. Diseiio del estudio

Se trata de un dio de in clinica, Uva»l i 1 y prospectivo en i con diag,
de cincer Cérvico- Uterino del Servicio de Gi: y Radi ia del i ional de C: logia de la
Sccrctaria de Salud y Asistencia en la civdad de México en el pcnodo comprcndndo de Abril a Novicmbre de 1999.

V.b Muecstra

Pacicntes
Se¢ tomd una de 25 paci con diagnéstico conﬁrmado h:sxologlco de cancer Cérvico- Uterino:
Ad i ¢lul o Ad con de 1B, 1A, IIB, IHA, y 11IB vistas por
pnmum vez en ¢l Scrvicio de Ginecologia y posteriormente en conjunto en los Servicios de Radioterapia y
O zia Meédica, A cada paci se le tomd historia clinica, cxamcn fisico y valoracnsn inicial con los s:guucntes
estudios: Rayos X de térax, Urografia Excretora, Ci ia  H pleta, Qui S, ea
con Prucbas de Funcién renal y Hepitica. Las pacientes mclundas csmvncron bicn mformadas del csmdlo A cada
paciente se le tomaron 4 biopsias punch representativas del tejido .Y del suero p

L.a wécnica de ELISA para | las muestras se realizo en la Division de Investigacion Basica del INCAN, y las biopsias
|l para la i imica, deter do indice de proliferacién con PCNA (Antigeno nuclear de
proliferacién celular) se realizé en la Divisién de Patologia de! INCAN.

14 pacicntes tratadas con Radioterapia(Teleterapia cn cquipos de cobalto y en acelerador lineal de 8Mv mis
Braguiterapia con cesiol37 con baja tasa de dosis).

10 pacientes lramdas con Quumo!crapla Vcoadyuv;m(u (3 ciclos de platmochmmr) R scguldo de Clrugm con ) sm
atoria 6 Q: apia Ncoadyuvante de Qi p p

R apia
en las No Opcmhlcs.

lioterapia, 1o clinica al tratamiento se valoré 4 semanas dcspués de

in las pacientes tratadas con Ra

conpl 1a Braquitcrapia. La resy inicial s¢ valoro a las 2 de i da laR catal
como buena y mala ( d en la reduccidén del i1 d \! ién).
Las pacicnics con progresion o persistencia de la enfermedad d: inici: con Radi pi:
apia no fid: a Cirugia pasaron a quimi pia Radi pi: i con cisplatino 40 mg/m2
1 mas Radi pi
La P al tr H de las paci tratadas con Quimiotcrapia se valord climcamcme al termino del
locorregi 1. La resp inicial se catalogé como buena 6 mala si se P ial antes

de iniciar el segundo ciclo.

DETERMINACION DE APOPTOSIS
El 1cjido de 3 biopsias punch, sec rcfngcré a =70°C, poslenormenle homogeneizadas, y con una concentracién
celular de 1.000 en cada caso, centrifug y el sobr con ¢l Kit de ELISA, para detectar las células

Apoptoicas.




EVALUACION DE APOPTOSIS
Establecimos una escala de calificacién segtin los hallazgos asi como:

<2.5UA= 1

2.51 a3 UA=2

3.1a3.5UA =3

>3.5UA =3

Descripcién de la técnica de ELISA

La técnica de E es usada para medlr Ap op is, el principio del en un principi itative  de
lnn\unocnsa)o de andwlch de i pos 1 de mm dmgldos contra ¢l DNA e

con la deter ion especifica de mono y oli cn la p ica de las
lisadas. Las muestras son incubadas con biotin- histona y anti- DNA pecroxidasa,

La sensibilidad de 1a técnica de ELISA cs alta ya que !a deteccidn exacta de las células muertas en una muestra ¢n
particular d fuer en la cil i de mucrte celular, del agente ¢itotdxico en éste caso de la radiacion,

quimioterapia y de la idad de células afc das en la poblacidn celular total.

Especificidad, es alta también, en la que las anti-hi i Laconlas h H1, H2A. H2B,H3 Y H4 de
varias Lspc.r:n.s cjemplo hombre mlon. rata, hamster, :aballo. ademas el ELISA permite la dclccclén de mono y
[} mas de varias especies y puede ser aplicada para medir apoptosis en difk celulares. E}
complqo DNA-Histona sirve de control positivo. El ticmpo del ensayo es de 3-3 horas.

Por téenica de ELISA y usando un substrato que da un color verde sc 6 la positividad para Ia g ia de

nucleosomas en la fraccidén citoplasmitica de los tejidos tumorales, Jo cual nos da una medida indirecta de la
Apoptosis en los tejidos. Los resultados se expresan en unidades de absorbancia.

lnmunohxsloquimncn
Se utilizé 1a té de i imica por je indirecto (ABC), para determinar ¢l antigeno de

proliferacion celular PCNA una vez que ¢l tejido estaba fijado en xilano, con técnica indirecta y usando un
cromougeno que da un precipitado color café, lo cual demuestra positividad para la presencia de PCNA.

DETERMINACION DE PROLIFERACION
Inmunohistoquimica: 5 laminillas de cada caso desparafinadas y fijadas en xilano, s¢ usé anticuerpos del Antigeno

nuclear de Protiferacion celutar (PCNA).

EVALUACION DE PROLIFERACION PCNA
Establecimos una escala siguiente:

<25% de células =1

=25-50% dc células =2

>50-75% dc células =3

>75% de células =3

DETERMINACION DEL INDICE DE CRECIMIENTO
Se determiné el Indice de Crecimiento, segin la formula siguicnte:
Valor de PCNA-Valor de la Apoptosis.
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“Feleterapia

Modalidad de i de radi ia en la que la radiacién se administra en fornma externa.
Sc utilizaron aparatos dc Coballo C060 y Acclcmdor lineal de 8Mv., (Rayos Gamma y Rayos x respectivamentc),
con técnica de caja 4 ca, o 5 de por dosis diarin

convencional es de ISO-ZOOcGy. la dos:s total a aplicar cn teleterapia para Cincer Cérvico- Uterino Invasor estadios
182, 1A, IIB, IIIA, Y I1I1B, rangos de 46 Gy hasta 56 Gy.

La regidn irradiada cs pclvis total, para tratar ¢l primario y drcas ganglionares, ésta regién incluye los siguientes
limites: Para los campos antcrior y posterior: Superior: L4-LS, inferior borde inferior de agujeros obturadores,
limites laterates: lem-1.5cm de pelvis 6sea, hacia fuerna de! hueco pélvico. Para los campos lateral derecho e
tzquierdo: mismos limites superior ¢ inferior y ¢l anterior a 1cm  de 1a sinfisis del pubis y ¢l posterior se tomard 1
cm de recto.

A cada pacicnte s¢ e valord durante el tratamiento cada 2,000¢Gy, sc le solicitaba bi ia i esto con la
principal finalidad de incr 1a radi ibilidad y la apoptosis, evitando la hipoxia, factor d ble en el
tratamiento,

En caso de infeecién ulceracién del tumor se agregd al
negativos y anacrobios.

Se interrumpié el lmxamumo de xclucmpla en caso de morbilidad gastroentérica 6 genitourinaria, (dmrrca col
. cistitis), se de que la protraccién no sec prolong excesi que
ra repoblacion celular.

doble esq de ibioti pia, para Gram

BRAQUITERAPIA
Es la otra modalidad de radi i do radioi: i vitario, con ¢l objctivo de aplicar altas dosis en un

P P

pequeiio volumen.

Se uso unicamcente baja tasa de dosis, 6 Gy/hora Cesio 137, Siguiendo normas del ICRU. (Comité Internacional de
Unidades internacionales). Se¢ reportd en base al Sistema de Manchester, dosis a :Punto A, Punto B, Vejiga y Recto.
Las pacicntes recibicron por lo mcenos 85 Gy. a! punto A, la dosis méxima a la vcjiga, recto 75, 70 Gy.
Respeceti A cada i se le valord 3 dias después de su egreso hospitalario, fijaindose cita en 3 semanas
para valorar 1a respucsta a la radioterapia.

Posteriormente las valoraciones fucron cada 4 scmanas, la toma de la citologia de control se les realizé a las)2
semanas posteriores a la radioterapia.

V.d. Criterios de inclusién
Radioterapia:

I. la muestra se integré por j con di ] i égi fi do de CARCINOMA CERVICO-
UTERINO atendidas en ¢l Servu:lo de Gi logia y Radi ia del i Naci 1 de Ca: gia y que
retinan las siguientes caracteristicas: . i

a. Pacientes de primera vez y quc no hubi ibi ingu i . previo o su' .. admisién a nuestro
Instituto. . L

b,  Muj Con diag i i égico de Cincer Cervico-Uterino lnv;soi estadios clinicos: 1B, 1IA, 1B, IIIA, ¥
HIB. - AT Y ) O

€. Mujeres con Ciéncer cérvnco—utenno en los dios’ clini eri i dos de Iquicr edad,
raza, religién, lugar de p ‘! 8i bstétricos y nivel i i

Quimiotcrapias b ; I

a. Estadios clinicos IB2 a lllB i : -

b. Incluidas en cl p e Quimi pi dy con platine/ G

V.e. Criterjos de exclusién
Se excluirdn del aqucllas ijeres que no




V1. Instr der 1 i6n de Informacién

La infor 16 ia para éste dio fue de dos tipos: Una laboratorial y mm cl(mca

Laboratorizl se obtuvo del reporte cualitativo de Patologia del indice de p: PCNA con técnica de
Inmunochistoquimica y del reporic cuantitativo de Apoptosis con la Técnica de ELISA.

I.a infornmacién clinica comprende: Valoracion clinica, examen fisico, con difi i6n clinica i i

obtenida del expediente clinico.

V.g Analisis Estadistico de los Datos.
dc variables como: Edad,

En primer lugar Anilisis Univariadado obteniendo fr ias, proporci
sexo, i tipo histologi tipo de ] indice de Ap. i {ndnce de prolifc i6n indice de
cucnmmmo.

i alisi bt-vanndo. (chrcsnén meal) para ver la asociacién entre cada una de las variables
independientes con la variable dependi as les inter que p ocurrir catre las
variables. N
- Para ¢l andlisis descriptivo de la i i6n nos con didas de d i} 1 como de

dispersion y grificas que mcjor ilustren la snuacnén
La correlacién entre ¢l indice de crecimiento con tamaio del tumor y respuesta inicial se realizéd con la prueba exacm
de Fisher.
L.a correlacion entre el indice de crecimi con
en el sucro sc realizaron mediante andlisis de Regresién simple.

1 asi como entre los niveles de Apoploms cn tumor Yy

ORGANIZACION DE LA INVESTIGACION

Cronograma de Actividades

Actividad Marzo Abril Mayo | Junio Julio Oct. . Nov.
1999 1999 1999 1999 1999 - 1999

Elaboracién dcl XX XX

protocolo

Identificacion Y

Adquisicién de

Técnica de medicién XX

dc Apoptosis
ELISA

Toma de muestra

Tratamicnto de
Radioterapia é

| Quimioterapia

Valoracién y andlisis
de ka apoptosis y
asociados Pre —
tratamicnto
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XX

Valoracién clinica de

Respuesta, XX
Radiosensibilidad y -
Quimiosen.
Anailisis ¢ XX
claboracién de

Informe Final

RECURSOS HUMANOS

Para la reali del di icip Méeédi del Scrvu::o de Radi ia, Gi 1 giay
de 1a Unidad de Investigacion Bisica dcl i Naci 1 de C; logia a saber:

DRA. LESBIA M. RIVERA RUBI.
Médico Residente IIH ado.
Investigpador Principal.

ASESOR:
DR. ALFONSO DUENAS GONZALEZ

INVESTIGADORES ASOCIADOS:

DR. ERNESTO GOMEZ GONZALEZ.
Subdirccetor Scrvicio de Radioterapia

DRA. AIDA MOTA GARCIA
Jefe del Servicio de Teleterapia

DRA. ADELA POITEVIN CHACON
Médico adscrito de Radioterapia

DR. JOSE LUIS AGUILAR PONCE
Subdirector Ensefanza INCan

LIC. CATALINA TREJO BECERRIL
Bidloga de la Divisién de Investipacién Basica

RECURSOS X\l:\TERh\LES

Subdirector de Investigacién

Biasica

DR ALBERTO GUADARRAMA FLEITES
Jefe del Servicio de Braquiterapia

DR. RAUL FLORENTINO
Médico adscrito dc Radioterapia

DR.CARLOS LOPEZ GRANIEL
Médico adscrito de Ginccologia
Jefe del depto de Posgrado y Educ.Médica Continua

DR. JOSE CHANONA
Medico Adscrito de Patologia

Se usaron los se las
ion de

Para la deter élul i
Anti-Biotin-histona (clona H1 1-4)

Anti- DNA POD (clona MCA-33)
Control Positivo

Amortiguador de Incubacién
Amortiguador de Lisis

Substrato Amortiguador

Tableta ABTS Amortiguador
Liaminas de microtitulos

8. Laminas adhesivas para cubrit hojas,

NRwEUN-

del wumor p: i
-a de ELISA, sukitconstade :
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se dardn en 2 aparatos de cobalto Co60 ¢ T'hemlron l ,000, Phocnix) y en un

Los

acelerador lmcal dc 8 Mv (Lmnc) del Servnclo de Rnduo:cmpm del INCan.

Para la B ias. Sc usaron col| y sondas i inas Fletcher,
mis equipode h & .y d d .

RESULTADOS

Fueron 24 p Tuabl dio, la Ji de edad fue de 43 aflos (rango de 33 a 80 anos), ¢l 60% (15)

pacientes tuvieron estadio cllmco >FIGO 1B, 1a histologia predominante fue Epidermoide de Células Grandes No
Queratinizante 92% y cl 8% cormrespondid al .

13 de 14 paci con Radi ia obtuvieron resp p) y 7 de 10 pacientes tratadas con
Quimioterapia Neoadyuvante fucron luables y todas p -on resp por global de
Respucesta completa fue de 95%,

1 de 14 pacientes tratadas con Radi: pia s¢ le d 6 enfermedad en peritonco por TAC abd las
13r tuvieron Resp clinica plet

1 de¢ las 10 pacientes tratadas con Qchoadyuvamc no se opué por arritmia y 6/10 tuvicron Rcspuesm Cllmcn

completa antes de la Cirugia y 2/10, tuvieron p: 1a enfe por lo que p.
concomitante.

El rango del indice de Apoptosis en el tejido tumoral fue de 1.9-3.0 UA, ¢l promedio fuc de 2.98, la desvmc:én
estandar de 0.54.

El rango del indice de Apoptosis en ¢l sucro fue de 0.95 a 1.75, ¢l promedio fue de 0.19 y Ia desviacién estindar dﬁ
0.13

L’os ‘valorcs de PCNA tuvicron un rango de 1 a4 con una di; de 4, p io de 2.68 y d. iaciol dAndar de
1.2, o : .
El indice de crecimicento su rango fuede 3 a+2,1a di: de O, clp io de 0.36 y la desviacién estandar de

1.38.
E! tamaiio del tumor la mediana de 5x5cm, ¢l promedio de 3.12




> APOPTOSIS EN CA DE CERVIX I APOPTOSIS EN CA DE CERVIX I
DISTRIBUCION POR EDAD
¥
DISTRIBUCION POR HISTOLOGIA

Epidermoide 92%

APOPTOSIS EN CA DE CERVIX ] TAPOPTOSIS EN CA DE CERVIX
DISTRIBUCION POR ESTADIO CLINICO E INDICE DE APOPTOSIS
(FIGO)

1= B

:
= L APOPTOSIS EN CA DE CERVIX J

= : =

~1\\J DISTRIBUCION POR TRATAMIENTO

Radioterapla 14

i

vy

Quimicicrapia Neoadyuvante 10
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DISCUSION

La Apormsns cspontanea ocurte cn cicrtos tumores humanos, conocimicnto que sc tiene desde hace algun

del tumor cs el rcsullado dcl balance entre el en <l de
resultando de una divisidn cclular y la di de varios dos de pérdida celular, asi como la muerte
por hipoxia, muerte mitdti muere 16gica. exfoliaciéon & i
La pérdida cclular por Apop(oms pucdc ser importante probab ain do la ion de cuerpos ap i
sca una pequena fi i de las 1 U9 a Ap is es un i dec pérdida cclular en los tumores no
diaciéon y la Quimi pia probabl incr éste [ A

tratados y sc sugl quc la

El gen bel-2 por otro lado bloquea la Apoptosis, 1a pérdida del gen pS3 normal cs importante en la tumorogénesis,
ademas de que un p53 intacto puede inducir la Apoplosis, esto ha venido a ser algo cxcitante para futuras

investigaciones. 4%
La Apoptosis pucde ser cncontrada virtualmente en todos los i _no tratad hay pocos
estudios precisos®™. Sin cmbargo cstd claro que la 6n de la Apoptosi ducida por la radi varia

cnormemente de un tumor a otro.! > 3. De hecho piede ser un marcador de agrcs-vndad biolégica del tumor en cincer

Cc'rvnco-Ul:rino.

Exnsxcn orp! POCOS ¢ 13 de Ap is ¢n tumores irradiados, sin cmbargo estid claro que Ia
on de la Ap is inducida por la radiacién varia enor de un tumor a otro. Datos preliminares

sugieren que pucdc haber una corr i entre la itud de lar af ica i di y i flidad

pero se mas para éste punto.

Dam> prchmmarcs sugicren que hny una correlaciéon eatre la gnitud de la r pop Y
pero se mis Jios para ex H é&sta relacignt® 3619

la Apoptosis espontinea se ha visto que varia en los di cxperi les, esto 1a posibilidad
que los niveles pre-tratamiento podrian predccir la respuesta del tumor a la Radi pia 6 Qui pia G

La relacidn entre Apoptosis del tumor y r ltad. del ha sido investigada en varios cancercs
incluyendo: Cérvix, Vejiga, Prostata, Mama y Linfi de Hodgkin, estos 1 han ttado conflictivos
albuno: estudios han mos(mdo quec ¢l alto indice apoptoico se correlaciona con pobre p

otros
corr rlacion de bucn pr De particular mh.rcs son dos cstudios dc tumores cervicales, en los cuales se midié Ia

Ap i 3 en bi ias pre- tr . En un dio de 66 paci con cancer Cervico Uterino de
Células E 1111 dos con Radi ia sola, chmc encontré que aquellas paci con bajos niveles de
Apoptosis espontanca tuvicron mejores r ltados al que llas con nwcl:s mas altos. Contrariamente
un estudio por Wheeler y cols encl MD A i cx on 44 paci con Ad i de Cérvix
estadio 1b encontrd que pacicntes con alto nivel de Apopxosns tuvo mejor supcrv-vcncmA

En ¢l caso de Cancer Cérvico-Uterino los resultados a la fecha no son concluyentes por o que quiza sea factible mas
investigaciones con un grupo mayor y homobgnco de pacunlu;. ya que en los 2 csmdnos mencionados anteriormente
d

son histologia diferente y . sc e un o mayor,
Por todo lo anterior la preg: for lada, ¢s que iendo los niveles de Apoptosis pre- tr i tanto en el
tumor primario como en cl suero, sca posible seleccionar el grupo de paci con mala P al i con
radioterapia y que sean candidatas a otras terapias adyuvantes.
La Apoptosis como cl mdncc de Prnl- ion como 6 is) no prcdlccn tas respuesta al tratamiento ni se
con ci 1.El indice de Crecimi d: inado por 1a Apop y proli i6n pucde ser
de utilidad para prcdcclr la respucsta at tratamiento y la supervivencia, aqucllos tumores con mayor crecimiento
serin mas rad bles, con mejores 1asas de supervivencia.

La técnica de ELISA al parecer es un bucn método, sencillo, altamente  scnsible para medir Apoptosis,y para
determinar 12 Morfologia de a Apoptosis y miis especifico seria comparandoto con 1a Técnica TUNEL.
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CONCLUSIONES:

S istad di far al ni se con

La Apoptosis 6 Proli ién como no p
<l tamafio tumoral.

i6n puede ser de utilidad para predecir la

Elindice de imi determinado por la Apop yPr

respuesta y posiblemente la supervivencia de las pacientes con cincer Cérvico-Uterino.

Se necesita evaluar a un grupo mayor y homogénco de pacientes largo plazo para P nuUEStros r lead

preliminares.

La técnica de ELISA puede apli para d i Apoplosis en tanto cn ¢l tumor primario como en el suero.

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

La idndec A is en ¢l suero podria ser un método muy in ible y icable a todos los

P con enfer dad 1§ para evaluar de muy la P al i
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INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA g

LA AOPTOSIS COMO PREDICI'OR DE RESPUESTA A LA RADIOTERAPIA EN EL TRATAMIENTO
. DEL CANCER CERVICO—UTERINO

Folioteiciesanes

1. DATOS GENERALES
Nombre:,

Edad:...ccssene. A0S Fecha de 1° Consultatidoiidu

111: DIAGNOSTICO : , L
DX. HISTOLOGICO:, eeens . S

DX CLINICO:IB2 ( ) IIA () B () 5 A =) B (0 )

UE ( ) TT( ) BIOPSIA ( Yoo e L _

v, TRATAMIENTO
FECHA DE INICIO DE RT ccencveecdcormacenncd.

TELETERAPIA

DOSIS TUMO! 4045Gy () 46-50Gy () SO0-55Gy (..)

Regidn: - PROTRACCION: ... .DiAS

TECNICA USADA:

PELVIS TOTAL:( ) SOBREDOSIS ( )

PARAMETRIAL ()

BRAQUITERAPIA .

BAJA TASA DE DOSIS CESIO 137 () ALTA TASADEDOSISIr192 (- )

DOSIS DE BRAQUITERAPIA :

PUNTO A:———— PUNTO B..... VEJIGA:.. RECTO: ccorcmevseroann

V. RESPUESTA, 3 SEMANAS POST-RT
RESPUESTA PARCIAL ( ) RESPUESTA COIHPLETA C )
PROGRESION ( )

Vi, COMPLICACIONES
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PROCTITIS ( ) ~ DURANTE RT: ( ) POST RT:
CISTITIS [ QD 29 DURANTE RT : ( ) POST.RTerrerreee

Vil. APOPTOSIS, PROLIFERACION E INDICE DE CRECIMIENTO:
INDICE DE APOP’!‘OéIS PRETRATAMIENTO

INDICE DE PROLIFERACION PCNA
INDICE DE CRECIMIENTO :
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