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ANTECEDENTES

1.-IMPORTANCIA EN SALUD PUBLICA DEL CANCER
CERVICOUTERINO

El cancer constituye un problema de salud puablica. En nuestro pais constituyd la
segunda causa de muerte en el afio de 1995, con 48,222 decesos, el 11.2% del total
de muertes.

El cancer cérvico-uterino (CaCu) es la enfermedad neoplasica mas frecuente en
la poblacién femenina de los paises subdesarrollados [43]. A nivel mundial el cancer
cérvico-uterino ocupa el segundo lugar como causa de muerte por neoplasias,
superado solo por el carcinoma mamario [44,45]. Segln la OMS cada afio se registran
al menos 450,000 casos de los cuales cerca del 45 % fallece [46].

Mientras en paises desarrollados la incidencia y la mortalidad debidas a este
padecimiento han decrecido de manera significativa en este siglo, en los paises pobres o
en vias de desarrollo no se ha observado este descenso y, en particular, los paises de
América Latina se han caracterizado por notificar las mayores tasas de incidencia en
todo el orbe. Se estima que en esta regidn, una de cada 1,000 mujeres de 35 a 55
afios padece cancer dei cuello uterino, enfermedad que es precedida durante meses o
afios de una lesién premaligna “in situ” (48]. En México el panorama es coincidente y en
el dltimo cuarto de siglo la mortalidad ha mostrado una tendencia ascendente [49].

En la actualidad se considera que el cancer cérvico-uterino es una de las
neop%sia otencialmente curables. La posibilidad de detectar en forma temprana esta
neop sw@ﬁace factible reducir la mortalidad secundaria al padecimiento. Sin embargo,
éste sigue siendo uno de los principales tumores en la mujer, y contribuye con un
numero nada despreciable de defunciones a nivel mundial (47).



1.1 ESTADISTICAS

El cancer cervical es una patologia de gran importancia en salud publica en el
ambito mundial. Se estima que 400,000 mujeres de todo el mundo la desarrollan
anualmente y se considera la primera causa de muerte en mujeres adultas. Ademas es
considerado uno de los mas importantes problemas de salud publica en paises en
desarrollo donde se concentran cerca del 80% de los 500,000 nuevos casos mundiales
[103]. México no es la excepcién en esto, 12 mujeres mueren de cancer cervical cada
24 horas lo cual representa mas de 4,000 muertes anuales [107).

En nuestro pais una de las principales causas de mortalidad general son los
tumores malignos, presentando en el afio de 1997, 51,245 defunciones con una tasa
de 54.1, de los cuales los tumores de traquea, bronquios y pulmén ,presentan 6,385
defunciones con una tasa de 6.7, mientras que los tumores de estobmago presentan
4,799, con una tasa de 5.1; en cuanto a los tumores de cuello del Gtero se refiere,
estos presentan 4,534 defunciones, teniendo una tasa de 4.8 La mortalidad por
tumores del cuello del Gtero esta por encima de enfermedades como el SIDA, que
presenta una mortalidad de 4,200 defunciones con una tasa de 4.4 ( Tabla No. 1)

Gran parte de los estudios epidemioldgicos revelan que el cancer cervical tiene
una alta prevalencia en la poblacién productiva, a pesar de ser una enfermedad que
puede ser diagnosticada en forma temprana persiste con una elevada incidencia y
mortalidad en México. En nuestro pais, en 1997 el cancer del cuello del utero
presenta una mortalidad en la poblacién productiva de 2,835 defunciones con una tasa
de 4.9, estando por arriba de otros tipos de cancer como el cancer de mama, el cual
es la segunda causa de muerte en mujeres adultas presentando 2,258 defunciones
con una tasa de 3.9 (Tabla No. 2)

La mortalidad por cancer cérvico-uterino en México; ha ido disminuyendo en los
ultimos 10 afos, presentando en 1990 una mortalidad de 10.2 defunciones con una
tasa de 100,000 mujeres. Se espera que para finales defgl 2000 alcance una
mortalidad de 5.6 por 100,00 mujeres , sin embargo este tipo de neoplasia sigue siendo
la primera causa de mortalidad en mujeres productivas ( Grafica No. 1).



PRINCIPALES CAUSAS DE MORTALIDAD GENR-‘-IL
ESTADOS UNIDOS MEXICANOS, 1997 C

5 Enfermedades crénicas del higado 22,865 24.1

7 Enfermedades infecciosa_s intestinales 3 7,426 7.8

1/Tasa por 100,000 habitantes

TABLA No. 1 Principales causas de mortalidad general
Estados Unidos Mexicanos, 1997

Fuente: INEGI, SSA/DGEL, 1998



PRINCIPALE CALISAS DE R TALIDAD EN EDAD PRODUCTIVA
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2.-CANCER CERVICOUTERINO

2.1 INFECCION

Numerosas observaciones clinicas, asi como estudios epidemioldgicos, sugieren
que un factor viral (transmitido sexualmente) estd involucrado en el desarrolio del
cancer cérvico-uterino [108]. A partir de que Zur Hausen hace mencion por primera vez
de la asociacion entre los HPV y las neoplasias anogenitales [109], se inicia una serie de
estudios epidemiolégicos y experimentales cuyo propé{ﬁa}io ha sido el demostrar la
verdadera relacion entre estos virus y este tipo de neoptasias. Con el desarrollo de las
técnicas de biologia molecular que permiten la deteccion de infecciones latentes, la
bisqueda de estos virus, se ha ampliado a personas que no tienen CaCu [110].{

De todos los tipos descritos de HPV, sélo algunos de ellos (tipos
6,11,16,18,31,33,35) se han encontrado recientemente en tumores de la region genital.
Los tipos 6 y 11 se han encontrado en 90-100% de lesiones benignas, en 25% de
lesiones precancerosas y muy raramente (2%) en las cancerosas. Por el contrario, en
90% de los carcinomas “in situ” o invasores se han encontrado los tipos 16,18,31,33,35.
De estos casos, el 50-90% corresponden a los tipos 16 y 18 (en general el tipo 16 es
tres veces mas frecuente que el tipo 18) [95).

Los érganos blanco de los HPV son la piel y las mucosas. Para que estos virus
puedan penetrar e iniciar un proceso infeccioso se necesita que haya una solucion de
continuidad en estos tejidos, de manera que el virus pueda ponerse en contacto con las
células permisivas, que son las células basales del epitelio [101].

menciono, en células basples que pueden dividirse; en estas, €l virus no se replica y
permanece en estado latente. A medida que las células epiteliales se diferencian, el
DNA se replica, se transcribe y forma viriones completos. Esto sugiere que algunos
factores de la diferenciacién de los epitelios participan en la regulacién del ciclo viral.
Durante la diferenciacion celular, las células se vuelven mas y mas permisivas para la
replicacion viral. Esta puede observarse en las capas suprabasales, mientras que las

proteinas estructurales vy las particulas virales aparecen sdlo en las capas superiores
[111].

La ,infeccién po papillomavirus humano ocurre solamente, como ya se
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Fig. No. 1 Representacién de la infeccién de HPV

Al infectar las mucosas genitales, los HPV inducen frecuentemente coilocitosis,
caracterizadas por una gran zona clara perinuclear y a menudo binucleaciéon. En algunos
coilocitos aparecen antigenos les de la capside, pero otros son negativos [112].

Se ha obtenido evidencia experimental que indica que en algunos tumores. de
CaCuU, las secuencias del HPV 16 se encuentran muy cerca o adentro-gel onco c-
myc [113); en un alto porcentaje de los tumores de CaCU el oncog c-myc ~esta
molecularmente alterado y presenta tanto rearreglos como amplificacion [114]. Es posible
que la insercién de secuencias@ales cerca de algin proto-oncogén celular pueda
activar a estos Ultimos en posicionCis [115,116].

El-érea de-transformacion-det epitelio cervical, el cual es mas proliferativo durante
la pubertad y la adolescencia, es especialmente susceptible a alteraciones, las cuales
pueden ser inducidas por agentes transmitidos sexualmente, principalmente por
infeccion del virus del papiloma humano. Por lo tanto, la iniciacion de la actividad
sexual en una e%; constituye uno de los principales factores de riesgo para
cancer cervical. Estudi iZados en diferentes poblaciones han producido resultados
similares en términos de iniciacion de la actividad sexual en una edad temprana
constituyendo uno de los principales factores de riesgo para la neoc(é?}a cervical [125].
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2.2 PATOLOGIA

El resultado de la infeccién es el desarrollo de hiperplasia celular, lo que da
origen a las manifestaciones clinicas de esta patologia; verrugas vulgares, verrugas
planas, pdlipos, condilomas y tumores malignos [117).

En el caso especifico del tracto genital, la infeccién puede ser clinica, subclinica o
latente. La infeccién clinica se manifiesta por la presencia de condilomas y el periodo de
incubacién puede ser de seis semanas a tres meses. La infeccién subclinica es aqueila
que solamente se detecta con la colposcopia, por medio de la cual se observa en el
cérvix uterino zonas blanquecinas en la mucosa que ha sido infectada por HPV. Las

infecciones latentes Gnicamente se pueden detectar por técnicas de biologia molecular
[117].

El hecho de que las lesiones precursoras tarden muchos afios en progresar a
CaCU (cuando lo hacen), asi como las evidencias de pacientes con epidermodisplasia
verruciforme, cuyas lesiones progresan a carcinoma rapidamente, sugiere la
participacion de factores del hospedero en el desarrollo del CaCU; estudios
epidemiolégicos han apoyado el concepto de que el inicio de relaciones sexuales a
temprana edad, el humero de parejas sexuales, el uso de anticonceptivos orales por
tiempo prolongado, la conducta sexual de la pareja, la deficiencia de ciertas vitaminas,
el tabaquismo e infecciones virales del tracto genitourinario, son co-factores para el
desarrollo de esta patologia [109,118 y 119].

2.3 DESARROLLO

El cancer cérvico-uterino (CaCU) es un tipo frecuente de cancer en mujeres, y
consiste en una enfermedad en la cual se encuentran células cancerosas (malignas) en
los tejidos del cuello uterino. Se considera que la lesion precursora del CaCU es la
neopéa intraepitelial cervical (NIC). Al parecer, las lesiones preinvasoras e invasoras
del cugllo uterino son parte del mismo padecimiento. Estas generaimente empiezan con
una lesion bien diferenciada (NIC I o displasia leve), pasan por una fase menos
diferenciada (NIC II o displasia moderada), luego una lesién intraepitelial indiferenciada
(NIC III, la clasica displasia severa o carcinoma in situ), y finalmente termina en
carcinoma invasor (en diversos estadios) cuando las células neoplasicas del epitelio
cervical han atravesado la membrana basal e invadido el tejido subyacente [120].

La evolucidn de estas lesiones a estadios invasores no es inevitable y depende
del individuo. Hay lesiones preinvasoras que regresan O permanecen inalterables
durante toda la vida, y sélo un porcentaje pequefio progresa hacia CaCU. El tiempo de
evolucién de las lesiones que progresan de NIC I a NIC III, y de éste a carcinoma
invasor es muy variable, generalmente de 10 a 20 afios, siendo la edad promedio de

las mujeres que presentan NIC I y carcinoma invasor, de 25 y 50 afios respectivamente
[95].

12
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Fig. No. 2 Representacion esquematica de los precursores del cancer cervical

El cincer cérvico-uterino presenta diversos estadios o etapas; En el estadio 0 6
carcinoma in situy el cancer que se presenta es un cancer temprano, las células
anormales se encuentran soélo en la primera capa de células que recubren el cuello
uterino, y no invaden los tejidos mas profundos de este.

En el estadio I el cancer afecta el cuello uterino, pero no se han diseminado a
los alrededores, Este estadio se divide en: estadio I-A, en la cual se presenta una
cantidad muy pequefia de cancer, sdlo visible por microscopio y se encuentra en el
tejido mas profundo del cuello uterino, estadio I-B, aqui una cantidad mayor de cancer
se encuentra en dicho tejido.

En el estadio II el cancer se ha diseminado a areas cercanas, pero aun se
encuentra en el drea pélvica. El estadio se divide en: estadio II-A, en el cual el cancer
se ha diseminado fuera del cuello uterino a los dos tercios superiores de la vagina, y
en estadio II-B, aqui el cancer se ha diseminado al tejido alrededor del cuello uterino.

El estadio IIT presenta un cancer que se ha diseminado a toda el area pélvica,
aqui puede haberse diseminado a la parte inferior de la vagina, o infiltrar los uréteres.

En el estadio IV el cancer se ha diseminado a diversas partes del cuerpo. Este
estadio se divide en: estadio IV-A aqui se presenta una diseminacién a la vejiga o al
recto, en el estadio IV-B se ha diseminado a drganos distales como los pulmones.
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El cancer cérvico-uterino es una enfermedad que puede ser recurrente, lo que
significa que el cancer puede volver después de haber sido tratado. Puede ocurrir en el
propio cérvix o aparecer en otra localizacion.

2.4 DIAGNOSTICO

Existen varias técnicas para detectar la presencia del HPV en tejidos o en células.
Estos métodos varian en cuanto a su sensibilidad y especificidad. Asi, tenemos que
durante mucho tiempo el Unico método utilizado para detectar HPV, era el estudio
histolégico de células de cérvix con tincion de Papanicolaou. Con esta técnica se pueden
observar los cambios propios de las células infectadas por HPV. Estas células son los
llamados coilocitos [121]. Este método tiene la desventaja de que solamente detecta
infecciones activas y con gran produccion de virus. Otro método también utilizado es la
deteccidn de antigenos Virales por medio de la técnica de la inmunoperoxidasa, la cual
también detecta solamente infecciones activas y no las infecciones latentes, aunque es
mucho mas especifica que la anterior ya que se utilizan anticuerpos especificos contra
antigenos de HPV [122).

Con el avance tecnoldgico de/a biologia molecular, se han desarrollado técnicas
que han hecho posible que el diagnostico sea mas especifico y mucho mas sensible, en
etapas tempranas de la infeccion. La mas utilizada es la hibridacion, mediante la cual
se detecta el DNA viral que se encuentra en la célula huésped por medio de un DNA
complementario marcado. Esta técnica supera por mucho la especificidad y sensibilidad
del diagnostico realizado por citologia o por inmunoperoxidasa [123].

La técnica de PCR es a la fecha la de mayor especificidad y sensibilidad ya que

es posible que una sola copia del DNA viral pueda ser detectada en 100,000 células
[122].

Ya que en general no hay sintomas asociados con el cancer cérvico-uterino,
suelen ser necesarias una serie de pruebas para diagnosticarlo, como 1o son:

o Citologia con tincién de Papanicolaou: se lleva a cabo usando un pedazo de
algoddn, un cepillo 0 una espatula pequefia de madera para raspar
suavemente el exterior del cuello uterino con el fin de recoger células.

e Biopsia: si se encuentran células anormales, se tendra que extraer una

muestra de tejido del cuello uterino y se observara a través del microscopio
14



para determinar la presencia de células cancerosas. Para efectuar una biopsia
solo se necesita una pequeiia cantidad de tejido, pero a veces se necesita
extraer una muestra de biopsia mas grande en forma de cono a lo que se le
llama conizacion.

2.5 TRATAMIENTO

Existen tres tipos de tratamientos para el cancer cérvico-uterino los cuales son:
o Cirugia.- consiste en la extraccion del cancer en una operacién.

o Radioterapia.- se utilizan radiaciones de alta energia para eliminar las
células cancerosas.

¢ Quimioterapia.- utiliza medicamentos para eliminar las células cancerosas.

Algunas de las cirugias que se emplean para extraer el cancer pueden ser:

« Criocirugia.- consiste en la eliminacién del cancer por congelamiento.

¢ Cirugia con rayo laser.- consiste en el uso de haz de luz intensa para
eliminar células cancerosas.

+ Conizacidn.- consiste en la extraccién de un pedazo de tejido en forma de
cono en el lugar donde se encuentra la anormalidad. Se emplea para biopsia,
pero también para el tratamiento de canceres tempranos del cuello uterino.

o Escision electroquirirgica.- la cual usa corriente eléctrica que pasa por un
aro de alambre delgado, el cual sirve como cuchilla.

o Histerectomia.- es una operacion en la cual se extrae todo el Utero

incluyendo todo el cuello uterino, ademas del cancer.

Los tratamientos para cancer cérvico-uterino también dependeran de la etapa o
estadio en que se encuentra la enfermedad, el tamafio del tumor, la edad y estado de
salud en general.
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3.- MARCADORES TUMORALES EN CANCER CERVICO-UTERINO

Los marcadores de tumor (proteinas, enzimas, hormonas etc.) pueden ser
detectados y medidos en laboratorios, por muestras de sangre[23], orina, o tejidos del
cuerpo,de algunos pacientes con ciertos tipos de cancer y pueden ser utilizados como
monitoP’es de los efectos de la terapia tumoral, indicadores de la recurrencia de un
tumor, o la estimacion de un pronostico [23). Un marcador de tumor puede ser
producido por el mismo tumor & por e cuerpo en respuesta a la presencia del cancer.
El uso de los marcadores de tumor para diagnosticar el cancer es limitado, los
investigadores estan buscando marcadores que sean especificos de un tipo particular
de cancer y que pueda ser usado para detectar la presencia del cancer antes de que
aparezcan los sintomas.

Los cambios en los niveles de los marcadores de tumor pueden ser usados para
seguir el curso de la enfermedad, para medir el efecto del tratamiento y para checar la
recurrencia de esta. En algunos casos, los niveles de los marcadores de tumor-pueden___
indicar el grado de la enfermedad (estado) 6 la rapidez con la que probablemente este
progresando. La deteccién de marcadores de tumor pueden frecuentemente ser un

_método accesible para detectar grupos de alto riesgo y contribuir a una adecuada
determinacion del tamaiio del tumor y metastasis [61].

El uso correcto de los marcadores de tumor en pacientes con cancer
ginecologicos puede tener un impacto en el manejo de la enfermedad. Los niveles
incrementados de varios marcadores de tumor dan informacién del pronostico que
puede alterar la terapia de pacientes con carcinoma temprano de ovario 6 carcinoma
cervical. Sus valores principales es en el monitoreo de la respuesta hacia la terapia y
confirmar la recaida, para lo cual esto pude ser mejor a realizar una exploracion [63].

Varios anticuerpos monoclonales dirigidos contra epitopes nuevos en antigenos
asociados a tumor permiten el desarrollo de ensayos sensitivos para marcadores en
suero. El mas ampliamente aplicado procedimiento para identificar estos marcadores es
la_microscopia inmunofluorescente y las tinciones inmunocitoquimicas. Mdltiples
marcadores y modalidades pueden ser requeridas para incrementar la sensibilidad de la
deteccién del tumor [64].

Los biomarcadores pueden ser de valor como indicadores de riesgo 6 indicadores
de la enfermedad. Como indicadores de la enfermedad, pueden ser de valor cuando el
marcador esta unido al agente etiolégico de la enfermedad, por ejemplo, marcadores
para la infeccion por el virus de la hepatitis B (HVB), y potencialmente en el futuro,
marcadores para la infeccion con papilomavirus humano (HPV) y para el monitoreo de
cancer de cervix [65).
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Algunos de los marcadores de tumor que se han estudiado y por lo tanto han
sido utilizados en adenocarcinoma de cérvix, son, antigeno polipeptido de tejido (TPA)
[27], antigeno carcinoembrionico (CEA) [24,27 y 29], CA 125, [24,27-29), ademas del antigeno
de carcinoma de células escamosas (SCC) [24-28], Y recientemente se ha utilizado un
nuevo marcador de tumor, CIFRA 21-1 [66].

3.1 ANTIGENO POLIPEPTIDICO DE TEJIDO (TPA)

El antigeno polipeptidico de tejido (TPA) fue reportado por Bjorklund (so), como
un antigeno asociado a tumor; este antigeno es un polipeptido de cadena simple de
aproximadamente 22,000 — 45,000 de peso molecular, el cual ha sido estudiado en
varias otras neoplasias como marcador de tumor [80]. TPA puede ser medido por
radioinmuno ensayos, la medicién serial de los niveles de TPA en suero de pacientes
que padecen malignidades ginecolégicas presentan correlacion con los efectos del
tratamiento y con el curso clinico de la enfermedad [s1].

Por medio de examinacion inmunochistoquimica, se indica que TPA esta presente
en células de cancer [82], y esta ausente en tejido normal de cérvix y endometrio [80).

Se han realizado estudios con los cuales se concluye que TPA es un marcador Gtil
en el diagantico de tumores ginecoldgicos, especialmente para cancer de ovario [83],
ademas de presentar que TPA parece ser el marcador mas confiable para el manejo
de cancer cervical y endometrial [84].

3.2 ANTIGENO CARCINOEMBRIONARIO (CEA)

Este marcador de tumor es una proteina normalmente encontrada en cantidades
muy pequeias en la sangre de personas saludables, pero esta es elevada en algunas
personas que tienen cancer ¢ condiciones no cancerosas. El antigeno CEA puede ser
determinado radioinmunologicamente [67]. Un nivel alto de CEA ha sido encontrg,do en
mas de la mitad de las personas que tienen cancer de colon, pancreas, estomago,
pulmén y cancer de mama. El antigeno CEA es un marcador para la deteccién de
cancer cervical y para el monitoreo del curso de la enfermedad, y ha sido presentado
para ser particularmente Gtil en pacientes con adenocarcinoma [6s].

CEA, ademés, ha presentado con frecuencia un incremento en casos elevados de
acuerdo al estado clinico, y la frecuencia es relativamente mas alta en casos
recurrentes, que en pacientes sin evidencia de enferme;lad [69].Por otro lado se tiene
informacion de que los niveles del antigeno carcirffembrionico medido inmediatamente
después de la terapia en pacientes con inicialmente niveles elevados adquiere
significancia como pronostico [67].
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3.3 ANTIGENO CA125

El antigeno CA125 es una proteina producida por una variedad de células,
particularmente por celulas de cancer de ovario. Un elevado nivel de CA125 después de
tratamiento del cancer de ovario sugiere que algunas células estan en descanso
(reposo) en el cuerpo. CA125 es un antigeno epitelial el cual es ampliamente utilizado
para monitorear la enfermedad residual en pacientes que estan bajo quimioterapia
para cancer de ovario [70]. Ademas, CA125 ha sido utilizado en el monitoreo de cancer
endometrial [71]. La interpretacidon de los valores de CA125 en suero ha sido basada en
un valor normal de 35 U/ml. el cual esta derivado de un estudio de donadores de
sangre, que incluye mujeres con un sistema reproductivo intacto [70].

3.4 ANTIGENO DE CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS (SCC)

El antigeno de carcinoma de células escamosas (SCC) pertenece a la familia de
inhibidores de la proteasa serina y cisteina [30-32] y es una subfraccién del antigeno de
tumor TA-4 aislado de un carcinoma cervical de células escamosas [72]. El antigeno se
encuentra presente en epitelio cervical normal y su expresidn es incrementada en
lesiones displasicas’y en carcinomas cervicales de células escamosas [33-34]. El antigeno
de carcinoma de células escamosas fue descrito por Kato y colaboradores, en pacientes
con carcinoma de cérvix uterino, Jos niveles de este antigeno pueden ser medidos por
radioinmunoensayos [73]. Este antigeno es el mejor marcador conocido para carcinoma
de células escamosas de cérvix, asi como también para pulmén, eséfago, cabeza y
cuello, y para canal anal [79]. Estudios clinicos tempranos indican una buena
concordancia entre los valores del antigeno SCC en suero y el grado de la enfermedad,
el pronostico y la deteccidn temprana de la recurrrencia del tumor [35-38).

El SCC es clinicamente aplicable al monitoreo del tamafio y el volumen del tumor
de carcinomas de cérvix uterino derivado del epitelio escamoso [74]. En pacientes con,
inicialmente, valores negativos para el antigeno SCC pueden demostrar valores elevados
con la recurrencia del tumor. Este hecho refleja la respuesta al tratamiento en
pacientes que tienen un nivel elevado antes del tratamiento. El antigeno SCC es un (til
marcador de tumor en el manejo de pacientes con carcinoma de células escamosas del
cérvix uterino [751. La medicién de} antigeno SCC en suero vy el tamafio del tumor
estimado por examinacién colpalscopica es Util en la identificaciéon de pacientes que
requieren terapia post-operativa adyuvante [76].
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3.5 ANTIGENO CYFRA 21-1

Elevados niveles del fragmento 19 de citoqueratina (cyfra 21-1) ha sido
recientemente detectado en una gran proporcidn de pacientes con cancer de células no
pequefias del pulmén, y en particular con carcinomas de células escamosa [79]. Ademas
los niveles elevados, de cyfra 21-1 pueden utilizarse como indicadores del estado del
tumor y para pronostlco de carcinoma de células escamosas de esdfago [61].

En estudios que se han realizado con cyfra 21-1 en cancer cervical se ha
concluido que este, se encuentra muy bien relacionado con el tamaiio del tumor y la
extension de la enfermedad, en caso de recurrencia, este marcador aumenta mas
frecuentemente que SCC y por lo tanto se ha propuesto el uso de cyfra 21-1 para el
monitoreo de cancer cervical [8s).

Cyfra 21-1 pude ser de valor adicional en evaluar el estado de la enfermedad,
tamafio del tumor y en la presencia de enfermedad extracervical en pacientes con
cancer cérvico-uterino [77], asi como para el manejo de estos pacientes [78].

- PAPILOMAVIRUS HUMANO

Gran cantidad de estudios epidemioldgicos revelan que la mayor parte de los
canceres estan asociados a factores del medio ambiente. La mayoria de estos factores
inducen mutaciones en el DNA, como lo hacen algunos virus que actlan en periodos
largos y probablemente en combinacion con otros agentes. En el caso particular del
cancer cervical, actualmente se considera al virus del papiloma (HPV, virus del
papiloma humano) como el agente causal de esta neoplasia [86,87).

En 1976 Zur Hausen postulé la asociacién entre papillomavirus obtenidos en
humanos (HPV) y carcinomas anogenitales. A partir de entonces se ha acumulado
evidencia suficiente que apoya el concepto de que los HPV son cofactores de este tipo
de neoplasias [88].

La infeccion del virus del papiloma humano (HPV) (Fig. 1) se limita a epitelios
escamosos (piel y mucosa), se inicia en las células basales del epitelio. La replicacion
del virus se encuentra aparentemente relacionada con el programa de diferenciacion
de las células epiteliales, posiblemente a través de proteinas celulares especificas que
se unen al DNA viral y regulan la transcripcion (ss).

Los papillomavirus pertenecen a la familia Papovaviridae, estos virus se han
encontrado en varias especies animales, principalmente en mamiferos [89]. Los
papilomavirus se han clasificado con base a la especie animal de origen y en relacion
con el grado de homologia genética que existe entre los papilomas de una misma
especie. Esta clasificacion se realiza por medio de la técnica de hibridacidon en fase
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liquida. Aquellos virus cuya homologia del DNA sea menor de 50% se condideran de
diferente tipo, pero si la homologia es mayor del 50% pro menor del 100% se
congderan de diferentes subtipos [90]. Existen mas de 75 tipos de papilomavirus
humanos (HPV), aquellos capaces de infectar mucosas genitales se dividen en dos
grandes grupos, de acuerdo con la malignidad de las lesiones en que se encuentran.
Asi los HPV tipos 6 y 11 se asocian con condilomas y lesiones benignas y los tipos 16,
18, 31, 33, 35, 42 y 56 se presentan tanto en displasias moderadas como en
carcinomas [91].

El HPV  presenta un genoma de DNA de doble cadena de una longitud
aproximada de 8000 pares de bases (pb) [91). Miden aproximadamente 50 nm de
diametro, carecen de membrana, su capside tiene forma icosaédrica y esta compuesta
por 72 capsémeros, los cuales estan formados Eor 2 proteinas la L1 y la L2. Su peso
molecular es de aproximadamente de 5.2 x 10” d. Este DNA se encuentra combinado
con histonas para formar un cromosoma pequeno [92]. (Fig. 2)

Aunque los HPV despliegan una gran diversidad, su organizacién gendmica es
bastante conservada. Todos presentan siete genes de expresién temprana (E) y dos
genes de expresion tardia (L), asi como una regién reguladora no codificadora. Todos
sus genes estan codificados por una sola cadena y usan un procesamiento diferencial
de corte y empalme para la expresién individual de cada uno de sus genes. La
capacidad oncogeénica de los HPV reside en dos productos virales: las proteinas
tempranas E6 y E7, cuya expresion depende de un gran nimero de factores celulares,
y la presencia de la proteina viral reguladora E2. Asociada a E2, la proteina E1 cumple
importantes funciones en la replicacion del DNA viral [94]. Por su parte, los genes
tardios L1y L2 codifican para las proteinas de la capside viral [93]. (fig. 3)

El genoma contiene una regidon de control (RLC, region larga de control) de
aproximadamente 1000 PB, en la que se han identificado secuencias estimuladoras y
represoras de la transcripcién viral, asi como el origen de la replicacién [95]. Una
caracteristica interesante de la RLC es que, no obstante su importancia en la regulacion
de los HPV, su secuencia nucleotidica es extremadamente variable entre los diferentes
tipos virales [96]. De esta forma, es posible distinguir los diferentes tipos de HPV sdlo
con base en la secuencia de su RLC. No obstante lo anterior, lIa RLC conserva elementos
de regulacién comunes a todos ellos. Funcionalmente se encuentra dividida en dos
dominios principales: el RE2, regulado por la presencia de la proteina viral E2 y donde
se localizan tanto el origen de replicacion del DNA viral, como el promotor temprano
(97. En el dominio RE2 se encuentra el promotor temprano a partir del cual se
transcriben los oncogenes E6 y E7 [98,99].

- La proteina E1 controla la replicacion episomal del DNA, a través de la
codificacion de dos proteinas, una que es reguladora positiva y otra reguladora negativa
[92]. E2 codifica un par de proteinas que se unen a la RLC y funcionan como factores
estimuladores o inhibidores de la transcripcidn viral (92,1011, E3 es un marco abierto de
lectura del cual se desconoce su producto proteico y por ende su funcién. E4 produce

20



varias proteinas que se encuentran en las células parabasales de los epitelios infectados
y se cree que ellas inician los cambios coilociticos en estas células. Este gene se pierde
cuando se integra el DNA viral al genoma de la célula [101]. E5 es otro gene que juega
un papel importante en la transformacién cel}ular, produce una pequefia proteina que se
une a la membrana citoplasmatica. La perdida de este gene evita la replicacion
liposomal del DNA y favorece la integracion del DNA viral al cromosoma [92,101].

La region L contiene sdlo dos genes que codifican para proteinas estructurales
(92]. L1 es la proteina codificada por el gene del mismo nombre se encuentra en mayor
cantidad, pertenece a la capside, su peso molecular es de 54,000 d y la estructura
primaria de esta proteina se encuentra conservada entre los virus aislados de los seres
humanos y de diversos animales. La proteina L2 se encuentra en menor cantidad que la
anterior, su peso molecular es de 76,000 d y es especifica de cada tipo [101).

E6 es un gene que codifica para una proteina de 18,000 d, que se encuentra
relacionada con la transformacién maligna de las células. Este gene se encuentra
conservado y activo en la mayoria de las células de CaCu estudiadas hasta ahora
[92,101]. La proteina E6 tiene gran afinidad por el DNA, y se ha encontrado tanto en el
ndcleo como en la membrana plasmatica [102]. E7 también participa importantemente
en la oncogénesis. La proteina codificada por este gene causa transformacién maligna
de varias lineas celulares en cooperacién con el gene E6 [92,101]. La proteina E7 es una
fosfoproteina que se ha localizado en el citoplasma aunque reportes recientes sugieren
que es nuclear [95].

Los productos de estos oncogenes participan en la induccidon y el mantenimiento
del estado inmortalizado de las células que contienen secuencias de HPV; dichos genes
se expresan selectivamente en tumores genitales vy lineas celulares derivadas de
tumores humanos, y se conservan intactos durante la integracidon del DNA viral al
genoma celular [98,100). Estas proteinas interactdan con diferentes proteinas celulares,
las cuales se conoce que estan involucradas en el control del ciclo celular y en la

reparacion del DNA, mas notablemente, las proteinas supresoras de tumor p53 y Rb
[129,130]

No se sabe como ni en que momento el virus transforma a la célula [44,128). Se
sabe que los HPV 6, 11, 16 y 18 se encuentran en estado episomal y en forma
productiva en las lesiones benignas y precancerosas; los HPV 16 y 18 se encuentran en
forma no productiva e integrados al genoma celular en las células cancerosas y
generalmente estan amplificados en unas 50-200 copias por célula [44,104 y 105). Esto
parece indicar que la integracién de los tipos 16 y 18 esta relacionada con el proceso de
malignizacién de las células normales o la progresion tumoral. EI DNA viral
generalmente se abre en la region E1-E2 durante la insercién al DNA celular [106]. Los
sitios de insercion en el DNA celular al parecer son muy variados y no hay un patron
caracteristico [46).
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FIGURA NO.1 PAPILLOMAVIRUS HUMANO

FIGURA NO.2 REPRESENTACION TRIDIMENSIONAL DEL PAPILOMAVIRUS HUMANO
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& FIGURA No. 3
HPV-16 ORGANIZACION GENOMICA DEL
PAPILOMAVIRUS HUMANO
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4.1.-RESPUESTA INMUNOLOGICA CONTRA HPV

Poco se conoce acerca de la respuesta inmunoldgica contra el papillomavirus
humano (HPV) en humanos, ya que no hay un sistema apropiado para la propagacion
de los viriones de HPV " in vitro ", ni tampoco un buen modelo animal. Sin embargo
recientemente muchos grupos de investigadores han producido particulas parecidas
al virus (virus-like-particles, VLP) HPV-1 y HPV-11 en sistemas de expresidon usando
vaccinia virus o baculovirus. Estas capsides producidas "in vitro" parecen tener una
estructura, idéntica a la de los viriones auténticos, lo cual ha sido determinado por
microscopia electrénica. La produccion de VLPs compuestas de las proteinas de la
capside de HPV representan el mayor avance en los esfuerzos para desarrollar
reactivos para estudios inmunologicos de HPV, ya que las proteinas de superficie viral
son comdnmente blancos de la respuesta inmune hacia la infeccidn. La inmunizacién de
ratones con vaccinia virus recombinantes y/o VLP de HPV-1 genera inmunoglobulinas
IgG, IgM, y IgA, estos datos sugieren que las VLP pueden sustituirse por viriones
nativos.

La respuesta seroldgica contra las proteinas de la capside L1 y L2 del HPV-16
han sido detectada por Western blot (inmunobloting) con proteinas de fusion derivadas
de bacterias o por la técnica de ELISA con peptidos sintéticos. La respuesta de
anticuerpos ha sido detectada, por estos métodos, en pacientes con neoplasia cervical,
sin embargo es posible que los anticuerpos reconociendo virus intactos sean erroneos
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debido a que los antigenos péptidos y las proteinas desnaturalizadas utilizadas en los
ensayos carezcan de la conformacion nativa. Un reporte reciente presenta que mas de
la mitad de las mujeres con infeccion cervical por HPV generan un anticuerpo IgG en
respuesta a los epitopes dependientes conformacionalmente de las proteinas L1y L2
en ELISAs usando VLP de HPV-16.

En 1997, Raphael P. Viscidi y col., realizarop un estudio cuyo propdsito fue
determinar la prevalencia de anticuerpos hacia proteinas de la capside del HPV tipo 16
(HPV-16) por la técnica de ELISA en relacidn a la infeccion cervical en una poblacién
de mujeres sexualmente activas. En este estudio la presencia de anticuerpos hacia
HPV-16 en estas mujeres, fue significativamente asociada con la presencia de DNA
de HPV-16 en el tracto genital demostrado por PCR. La prevalencia de anticuerpos (46
%) hacia HPV-16 fue similar a lo reportado por Wideroff y col. , hubo, ademas, un
numero significante de mujeres positivas para anticuerpos entre aquellas con otros
tipos de HPV detectados en el tracto genital (30%) y entre aquellas sin DNA de HPV
detectado (19%). Estos resultados pueden indicar que las mujeres positivas para
anticuerpos, hacia HPV-16, pudieron haber sido infectadas con este tipo de virus en
el pasado. La serorectividad hacia las VLPs del HPV en mujeres infectadas con HPVs
estrechamente relacionados no son mas inmunologicamente de reaccidn cruzada que
los que estdn relacionados distantemente. Ademas, en este estudio no todas las
mujeres con una infeccion por HPV tienen anticuerpos detectables hacia el tipo de
virus que presentan utilizando la técnica de ELISA. La débil respuesta de anticuerpos
hacia proteinas de la capside difiere marcadamente de la fuerte respuesta inmune
humoral elicitada por muchos otros agentes infecciosos, sin embargo la respuesta de
anticuerpos contra HPV fue significativamente alta entre mujeres con alta carga viral
que en mujeres con una baja carga viral.

En un estudio realizado por Toshiyuki Sasagawa y col. en el que emplearon 36
muestras de pacientes con carcinoma cervical, 33 pacientes con lesiones intraepiteliales
escamosas de alto grado, y 31 mujeres citologicamente normales, las cuales fueron
probadas con ELISA usando VLP’s del papillomavirus humano tipo 6 ( HPV-6) v tipo
16 (HPV-16) como antigenos , 40 especimenes de suero de nifios de 1 afo de edad
fueron utilizados para asignar puntos limites . Cuando las muestras de sueros de sujetos
infectados con HPV-16 fueron probadas en un ELISA -HPV -16 detectando
inmunoglobulina A (IgA), IgG, e IgM, 61% presentaron IgA, 44% presentaron IgG, y
un 39% presentaron IgM. De sujetos infectados con HPV-6, HPV-11 & HPV-18 menos
del 17% presentan IgA 6 IgG, mientras que 33% presentaron IgM. En contraste, el
13% presentd IgA, el 10% presentd IgG vy el 16% presentd IgM, en los controles
(DNA-negativos). Estos resultados sugieren que las respuestas de IgG e IgA son
especificas de HPV-16 vy la respuesta de IgM puede ser una reaccién cruzada hacia
diferentes tipos de HPV. Por otro lado la respuesta serologica hacia HPV-6 no difieren
en el grupo de pacientes, ni en el grupo control.

Por otra parte, Anton Petter y col. realizaron un estudio en el que evaluaron la
respuesta inmune humoral hacia HPV en mujeres infectadas con HIV, en este estudio
utilizaron muestras de suero de 83 mujeres HIV positivas que fueron analizadas por

ELISA para anticuerpos especificos de los isotipos IgA, IgG, e IgM reconociendo VLPs
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de HPV-6,11,16,18 y 31. Las lesiones relacionadas a papillomavirus estuvieron
presentes en 30 de 83 mujeres HIV positivas. La reactividad positiva de IgG hacia HPV
-6/-11/ y HPV-16/-18/-31 fueron vistas en 19%, 31% y 49%, 30%, 24% de las
mujeres HIV positivas respectivamente. La respuesta de IgA fue comparable a la de
IgG. La respuesta de IgM fue baja. La tasa extraordinariamente alta de anticuerpos
hacia la proteina L1 de la capside de los HPVs de alto riesgo ( HPV-16,18 y/031 ) en
58% de mujeres HIV comparada con el 19% de 102 mujeres control HIV negativas,
sugiere un alto tiempo de exposicién acumulativo hacia el HPV y el incremento de la
expresion de las proteinas de la capside debido a la inmunodeficiencia celular en
mujeres HIV positivas.

5.-ANTICUERPOS CONTRA PROTEINAS DE PAPILLOPMAVIRUS
HUMANO COMO MARCADORES DE DIAGNOSTICO PARA CANCER
CERVICAL INVASIVO.

Como ya es conocido, existen ciertos tipos de papillomavirus humano,
principalmente 16 y 18, que han sido reconocidos como mayor factor etioldgico para
el desarrollo del cancer cervical. Las moléculas activas de estos virus son las proteinas
tempranas E6 y E7. Asi, anticuerpos contra las proteinas tempranas del papillomavirus
E6 y E7 han sido encontrados mas frecuentemente en pacientes con tumores que en
controles. Sin embargo la técnica de ELISA para la deteccion de anticuerpos anti-E6 y
anti-E7 en suero humano tiene bajos niveles de sensitividad y especificidad y asi, estos
no son Utiles para uso como herramientas de diagnostico.

Wolfgang y col. realizaron un estudio en el cual analizaron un pequefio numero
de muestras de suero con lesiones cervicales premalignas. Las frecuencias de
reacciones positivas a HPV-E6 y/o HPV-E7 fueron mucho mas bajas con estos sueros
que con los sueros de pacientes con carcinoma cervical invasivo. El alto grado de/
asociacién de los anticuerpos anti-E6 y anti-E7 con la enfermedad y la ausencia de
estos anticuerpos en la poblacidon sin cancer fuertemente sugiere que E6y E7 no
son expresadas en cantidades suficientes y/o no estan en el sitio apropiado para ser
accesibles al sistema inmune durante las infecciones primaria y latente.

Anticuerpos contra las proteinas E6 y E7 del HPV tipo 16 y 18 han sido
encontradas para ser fuertemente asociadas con el cancer cervical, pero los valores
especificos de serologia para el diagnostico de esta enfermedad es todavia
cuestionable. Los ensayos de ELISAs que usan pequefios epitopes lineales de las
proteinas para la deteccidon de anticuerpos tienen bajos niveles de sensitividad y
especificidad para la deteccion de la enfermedad. Los ensayos de inmunoprecipitacion
con proteinas nativas enteras pueden también detectar anticuerpos contra epitopes
conformacionales y tienen un ligero incremento en la sensitividad y especificidad, sin
embargo el manejo del procedimiento para estos ensayos son complejos y requieren
sofisticados métodos de laboratorios y por lo tanto estos no son convenientes para

pruebas de rutina de un gran numero de muestras.
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6.- PROPIEDADES Y CARACTERISTICAS DE BRN3A Y BRN3B

Las proteinas Brn3a y Brn3b pertenecen a la familia POU (Pit-Oct-Unc) de
factores de transcripcion expresados en células neuronales y células cervicales pero
no en otro tipo de células [12]. Dentro de esta familia, los diversos factores son
clasificados de acuerdo a la similitud de sus dominios POU comunes, los cuales
constituyen el dominio de uniéon al DNA de estas proteinas y consiste de un dominio
especifico POU vy un homeodominio relacionado a encontrarse en las proteinas
homeobox. El Brn3a pertenece a la subfamilia IV POU; la cual también incluye a Brn3b
y Brn3c. Estos tres factores Brn3 estan estrechamente relacionados unos con otros,
dentro de dominio POU, pero presentan poca homologia fuera de este, y son
codificados por diferentes genes [18). El dominio POU consiste de dos subdominios
separados, el dominic especifico-POU y el homeodominio POU separado por una region
corta de enlace flexible[17,561. Brn-3a y Brn-3b presentan seis diferencias en la region
de enlace, pero son idénticos en el dominio POU especifico y solo tienen una diferencia
en el homeodominio POU [14,125]. En la posicion 22, Brn-3a presenta un residuo de
valina, mientras que Brn-3b presenta isoleucina. Ademas, diferentes isoformas de
Brn3a y Brn3b resultan del empalme alternativo de los genes que codifican estas dos
proteinas [13,15,18,50). Ambas proteinas (Brn3a y Brn3b) parecen reconocer y unirse a la
misma secuencia de DNA en la conformacién de doble cadena [19,54,55,).

No obstante su similitud, Brn3a y Brn3b tienen efectos antagonistas en la
transcripcion de varios genes diferentes expresados en células neuronales. Asi,
mientras Brn3a activa los genes que codifican los neurofilamentos [51], la proteina
relacionada a a-internexin [s2) y SNAP-25 [s3)], Brn3b reprime estos promotores e
interfiere con su activacién por Brn3a.

Asi, la simple mutacién de isoleucina en la posicion 22 del homeodominio de Brn-
3b hacia la valina encontrada en Brn-3a elimina el efecto inhibitorio de Brn3b en la
transcripcion basal y la activaciéon del gene por Brn-3a y también lleva a Brn-3b a
actuar como un activador [15,55,125].

Por lo tanto, los Brn3 probablemente jueguen un papel critico en el desarrollo
del sistema nervioso de mamiferos, debido a que la inactivacién del gene de Brn3b en
ratones “knock out” resulta en la ausencia de neuronas de retina, mientras la
inactivaciéon similar del gene de Brn3c lleva a la ausencia de neuronas olfatorias [57), ¥
la inactivacion de Brn3a lleva a la perdida de tanto el motor sensorial, como el neuronal
(58], lo cual lleva a la muerte de los animales en un corto tiempo después de su
nacimiento, indicando la importancia de Brn3a en el desarrollo del sistema nervioso [59].
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Ambas Brn3a y Brn3b son expresadas como isoforma corta y larga. La forma
larga de Brn3a, Brn3a (L), es capaz de transformar oncolégicamente fibroblastos. Por
contraste la forma corta de Brn3b, Brn3b(S), no puede transformar fibroblastos pero es
capaz de inhibir especificamente la actividad transformante de Brn3a. Ademas Brn3(L)
puede actuar como un transactivador transcripcional, mientras que Brn3b(S) no solo es
incapaz de hacer esto, sino que inhibe especificamente la actividad transactivadora de
Brn3a(L) [124].

Brn3a(L) y Brn3b(S) presentan actividades antagonistas [18]. Se ha mostrado que
las actividades opositorias y antagonistas de estas proteinas, Brn3a(L) y Brn3b(S), son
debido a sus diferentes propiedades de unién al DNA. Brn3a(L), puede formar
complejos estables con varios octameros relacionados a las secuencias de DNA blanco;
Brn3b(S) no solo es incapaz de unirse a estas secuencias blanco, sino que ademas
puede disrumpir los complejos entre Brn3a(L)-DNA [124].

Hay dos posibilidades para explicar la falta de complejos Brn3b(S)-DNA; la
estructura molecular de Brn3b(S) en contraste a Brn3b(L) puede inhibir el acceso del
dominio POU a DNA por obstruccién esterica, o alternativamente, Brn3b(S) puede
contener un dominio inhibidor que interactua con su propio dominio POU en una
manera que interfiere con la unidn al DNA [124].

La proteina Brn3a es codificada por un solo gene, la transcripcion de este ocurre
por dos distintos promotores [18] y contiene dos dominios de activacion los cuales son
importantes para la activacién de distintos genes y son localizados respectivamente en
el N-terminal y en el C-terminal coincidente con el dominio POU [59]. La transcripcion
del promotor 5°seguida por la modificacion transcripcional para remover un intron
entre el primero y el segundo exon resulta en la forma larga de la proteina Brn3a. En
contraste el uso de un promotor localizado dentro del intron 3~ del primer exon resulta
en la produccion de un RNA no madurado, el cual da una forma corta de Brn3a que
carece de los primeros 84 aminoacidos [18].

Estas dos formas de la proteina son producidas en diferentes proporciones por
diferentes células neuronales [50] y tienen diferentes propiedades funcionales. Asi la
forma corta de la proteina carece del dominio de activacion N-terminal, el cual es
incapaz de activar los promotores de los genes que codifican para a-internexin [52] Y
Bcl-2 [60], mientras la forma larga de Brn3a es evidentemente capaz de activar estos
promotores. En contraste ambas formas de Brn3a pueden activar los promotores de
genes cuya activacién dependa del C-terminal del dominio POU, el cual esta presente
en ambas formas de la molécula [59).

Asi Brn3a parece tener dos distintos efectos funcionales en la célula neuronal,
con la activacién de su dominio N-terminal induce la expresion de Bcl-2 protegiendo asi
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a la célula de apoptédsis, mientras que el C-terminal del dominio POU induce la
expresion de un numero de diferentes genes expresados neuronalmente e induce la
diferenciacién neuronal [59].

Brn3a también a sido reportado como cooperador con el oncogen Ha-ras en
las células transformadas y para ser sobrexpresada en algunos tumores [18]). Por lo tanto
es posible que las mutaciones puedan alterar su expresion o aumentar su actividad, lo
cual puede jugar algun papel en canceres humanos especificos [59].

7.- BRN3A Y BRN3B: FACTORES DE TRANSCRIPCION EXPRESADOS
EN CACU Y SU UTILIDAD COMO MARCADORES SEROLOGICOS

El Papilomavirus humano tipo 16 y 18 (HPV-16 y HPV-18), son encontrados en la
gran mayoria de las mujeres con cancer cervical [1,2], ahora se conoce que estos virus
oncogénicos juegan un papel critico en la etiologia de la enfermedad. Por lo tanto
ambos (HPV-16 y HPV-18) pueden ser detectados en mujeres con anormalidades
cervicales indetectables 0 minimas [3,41. Aun no esta bien claro que factores “disparan”
a estos virus para iniciar su transformacién celular hacia un fenotipo maligno.

La habilidad del HPV para iniciar la transformacién celular es dependiente de
las oncoproteinas codificadas viralmente E6 y E7, cada una de las cuales tiene, en
cultivo, un papel en la transformacion celular. Asi un polimorfismo natural existe en la
poblacién humana con algunos individuos que tienen en p53 (gen supresor de tumor)
un residuo de prolina en la posicion 72, mientras que otros tienen una arginina en esta
posicion. Como p53 con el residuo de prolina es mas eficazmente degradado por la
proteina E6 de HPV, los individuos con este aminoacido tienen un alto riesgo de
presentar cancer cervical causado por HPV. Evidentemente otros mecanismos
potenciales para la regulacidon de la transformacion por HPV puede ser el control de la
produccién de las proteinas E6 y E7 por factores regulatorios celulares [126). La
transcripcion de los genes que codifican E6 y E7 es controlada por una region
regulatoria 5 (de la activacién) LCR, del genoma viral que es preferencialmente
activa en células de origen cervical [5,6]. Numerosos estudios han documentado la unién
de diferentes factores de transcripcion celular a la LCR [7-10], estos factores son
generalmente expresados ubiquitinamente y pueden no explicar completamente la
actividad especifica de la LCR de la célula cervical o si esta activacion lleva a la
progresion de la enfermedad in vivo.

Se ha reportado, previamente, que una actividad regulatoria especifica de células
cervicales es capaz de unirse a la secuencia (ATGCAATT) en la LCR del HPV —-16 y HPV-
18, para asi poder activar su expresidn especificamente en lineas celulares de origen
cervical [11,12]. Esta secuencia esta ausente en la URR del HPV’'s estrechamente
relacionados con HPV-6 y HPV-11, los cuales solo causan verrugas benignas.
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Subsecuentemente se ha presentado que esta actividad esta mediada por dos distintos
factores de transcripcion (Brn3a y Brn3b) que son expresados en celulas cervicales y
neuronales pero no en otro tipo de células [121. El Brn3a (también conocido como
Brn3.0 [13,14]) Y Brn3b (conocido como Brn3.2 [14,15]) son miembros de la familia de
factores de transcripcion POU [16,17], que estédn estrechamente relacionados, pero son
codificados por diferentes genes [18]. Los miembros de esta clase de factores de
transcripcidn son definidos basandose en el dominio POU que tienen en comun, el cual
consiste de 2 regiones altamente conservadas, el dominio especifico POU vy el
homeodominio POU, el cual esta separado por una regidon conectada pobremente
conservada. El dominio POU actia como el dominio de unién al DNA el cual reconoce y
se une especificamente a secuencias presentes en el promotor del gen blanco [21]. Mas
interesantemente mientras Brn3a activa la transcripcion via el motiff ATGCAATT de la

LCR del HPV, Brn3b reprime dicha transcripcion e interfiere con la activacidn por Brn3a
[19].

Brn3a y Brn3b constituyen un par de factores de transcripcion, estrechamente
relacionados, que son especificamente expresados en células cervicales y tienen
efectos antagonistas en la actividad de la LCR. Es posible, por lo tanto, que el balance
entre Brn3a y Brn3b “in vivo"” puedan jugar un papel en la regulacién de la actividad de
la LCR y aumentar una produccién controlada de las proteinas oncogénicas E6y E7 y
en la transformacion de células hacia un fenotipo maligno.

Se han realizado estudios donde se comparan la expresion de Brn-3a y Brn-3b
en material cervical de mujeres con anormalidades cervicales no detectables
histologicamente y con lesiones NIC3 [22).

Estos estudios presentan resultados que indican que el nivel del factor de
transcripcion celular, Brn3a, esta incrementado en pacientes con lesiones NIC3
comparados con los niveles observados en células cervicales normales de individuos
con anormalidades cervicales no detectables. Los niveles elevados de Brn3a en
muestras con NIC3 comparados con las células normales sugieren que esta elevacion
juega un papel en la activacidon del gen de HPV y en los cambios celulares que resultan.
Los incrementos dramaticos en los niveles de Brn3a contrastan con los niveles similares

de Brn3b en todas las muestras y resultan en la elevacion de la relacion Brn3a:Brn3b
[22].

Por otro lado, se han investigado los efectos de la manipulacién artificial de los
niveles de Brn3a en la expresién de los genes del HPV en lineas celulares de cancer
cervical y en su desarrollo y caracteristicas de transformacion. En este trabajo se ha
demostrado que la manipulacién de la expresion de Brn3a puede afectar los niveles de
la expresion de un genoma de HPV integrado en una linea cervical celular transformada.
Asi, las lineas celulares (SiHa) transformadas con un plasmido de expresion antisentido
Brn3a presenta una clara reduccion en la expresién de HPV [126].
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Ademads, se han realizado experimentos con los cuales se ha establecido que la
expresion de Brn3a es critica para mantener la transcripcién de los genes del HPV en
una linea celular de cancer cervical. También se ha demostrado que las caracteristicas
del desarrollo de dichas lineas celulares son similarmente dependientes de Brn3a. Asi
la inhibicién de la expresién usando un antisentido lleva a la reducciéon de la velocidad
de desarrollo celular, densidad de saturaciéon y la habilidad para cultivar en una forma
independiente de anclaje [126).

Esta amplia elevacion en los niveles de Brn-3a en mujeres con NIC III puede
depender de su exposicidn a algin factor del medio ambiente que eleva los niveles
de Brn-3a, o alternativamente, puede reflejar una diferencia genetica en la region
regulatoria del gen de Brn3a, la cual resulta en una elevacion de la expresion de Brn3a
en estas mujeres. En este caso este polimorfismo genético puede representar un
factor de riesgo para cancer cervical similar a tener ap 53, el gene que codifica para
una proteina con una arginina en la posicion 72, resultando en una degradacién
aumentada por la proteina E6 del papillomavirus humano [127).

Los niveles elevados de Brn3a, ya sea causados por el medio ambiente o por
causas geneticas, pueden jugar un papel critico en la activacién de la transcripcion
viral y la progresion de la enfermedad, aunque otros factores como lo es el tipo viral, la
distribucién viral, y la susceptibilidad celular a la transformacion  pueden ser
responsables de la localizacién precisa de las lesiones malignas [126].
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IMPORTANCIA

El, cincer cervico-uterino representa en nuestro pais un importante problema de
salud publica. Por tal razén es necesario promover el desarrollar de nuevas estrategias
para mejorar el tratamiento y deteccién temprana de esta neoplasia. En el diagnostico
oportuno de las lesiones del epitelio cervical producidas por la infeccién de HPV 16 la
prueba de papanicolao juega un papel muy importante, pero sin embargo, solo puede
determinar lesiones de bajo grado y lesiones de alto grado. Actualmente no existe un
marcador seroldgico (il para diferenciar las lesiones producidas por la infeccién por HPV
16. Dado los hallazgos recientes en relacion a la expresién anormal de las proteinas
Brn3A y Brn3B en el epitelio cervical y su relacién con la activacién de los oncogenes
virales de HPV 16, hemos propuesto que estas proteinas puedan funcionar como
marcadores seroldgicos que permitan diferenciar las lesiones producidas por HPV 16 en
el tracto genital. El reconocimiento seroldgico de estas proteinas por sueros de
pacientes con diferentes lesiones por HPV 16 puede representar una nueva alternativa
simple y sencilla para diferenciar las lesiones basada en el uso de estas proteinas como
marcadores seroldgicos.
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HIPOTESIS

La expresion anormal en el epitelio cervical de las proteinas Brn3a y Brn3b
mduceﬁ anticuerpos que pueden ser utilizados para dlferenCIar las lesiones cervicales
producidas por la infeccién de HPV 16.

OBJETIVOS

1. Produccién y purificacion de las proteinas recombinantes de fusion Brn3a-GST vy
Brn3b-GST.

2. Determinar por Western Blot si los sueros de pacientes con lesiones por HPV 16
reconocen a las proteinas Brn3a y Brn3b.

3. Determinar si la seroreactividad contra las proteinas Brn3a y Brn3b correlacionan
con el grado de las lesiones cervicales producidas por HPV 16.
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MATERIAL Y METODO

1.- MUESTRAS BIOLOGICAS

Se utilizaran sueros de p;:cientes con cancer cérvico-uterino (20 muestras) inducidas por
HPV. Ademas se utilizaran muestras de personas sanas las cuales seran utilizadas como
control negativo.

2.- VECTORES DE PROTEINAS DE FUSION  GST-BRN3A Y GST-BRN3B

La transformacién o introduccién de plasmidos en diferentes tipos de bacterias
principaimente en £. cof/i tiene sus inicios a principios de los 70 s, para lograr esto, las
bacterias son sometidas a un tratamiento que induce a un estado pasajero de
competencia durante el cual son capaces de tomar DNA extrafio de diversa fuente. Esta
técnica se compone de dos pasos fundamentales: formacion de bacterias calcio
competentes y la transformacion. Otro tipo de métodos que se han empleado son la
electrotransformacion  y lipotransformacion estos tienen una alta eficiencia de
transformacion sin embargo son mas caros que la utilizacion de cloruro de calcio para
la formacion de competentes [62].

En este trabajo se llevara a cabo la transformacion de la cepa BL21 de £ cof
con el plasmido pGEX, el cual trae incluido, por separado, el gen que codifica para la
proteina Brn3a y para la proteina Brn3b.

Los plasmidos pGEX son designados para inducir un alto nivel de expresion
intracelular de genes o fragmentos de genes fusionados con GST (Glutation S-
transferasa) codificada por el parasito helminto Schistosoma japonicum [39). Los
vectores pGEX se caracterizan por presentar un promotor fac inducible quimicamente,
para generar un alto nivel de expresion vy presentan ademas el gen laclqg, el cual
permite el uso de cualquier cepa de E£. coli como hospedero.
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A)

1-

B)

Formacion de bacterias calcio competentes.

Activacion de £ cofi. Si la bacteria se encuentra congelada o en cultivos
relativamente viejos se requiere de la activacion de la bacteria para un
eficiente crecimiento. Se inocula una azada de la bacteria en 5 ml. de medio
LB (Luria Bertani) y se incuba toda la noche a 37 °C con agitacién constante.

Se toman 100ul de cultivo de toda la noche en un tubo de 4 ml. de medio y

se incuba por 3 horas a 37°C con agitacion constante, es importante que no
exceda a 108 células/ml.

Se centrifugan a 5000 r.p.m. por 2 minutos 3 ml. del medio de cultivo con la
bacteria en tubos eppendorf de 1.5 ml. 2 veces.

Se remueve las trazas de medio y se resuspende el paquete celular con 1.2
ml. de cloruro de calcio 0.1 M frio y se incuba en hielo por 20 minutos.

Se centrifuga a 5000 r.p.m. por 2 minutos, se elimina el sobrenadante y se
adiciona 50 pl de cloruro de calcio frio

Las bacterias en este momento pueden ser transformadas, incubadas a 4°C
toda la noche para incrementar la eficiencia de transformacién o bien
congeladas a —70°C para uso posterior.

Transformacion

En un tubo eppendorf de 0.5 ml se le adicionan 20 pl de la suspension de
bacterias calcio competentes y 3 ul del plasmido (1ng de plasmido
superenrrollado) se incuban en hielo por 1 hora.

Se retira la mezcla (DNA y bacterias calcio competentes) del hielo y se
someten a un shock de calor a 37 °C por un minuto.

Se incuba nuevamente en hielo por 1 minuto.

Se le adiciona 200 pl de medio LB sin antibidtico y se incuba a 37 °C por
20 minutos.

Se siembra en 2 cajas petri con agar LB con 100 pg/ml de ampicilina en la
caja A (baja concentracién) se siembran 50 ul de la mezcla DNA/bacterias y
en la caja B (alta concentracién) el resto de las bacterias (180 pl) y se incuban
toda noche a 37 °C
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6- Seleccidn de las clonas, se seleccionan al azar colonias de bacterias que
crecieron en ampicilina y se transfieren a cajas nuevas (agar LB 100 pg/ml de
ampicilina), en sitios plenamente identificados con palillos estériles los cuales se
introducen en tubos con 2 ml. de medio LB con ampicilina 100 pg/ml para la
extraccion de plasmidos e identificacién de las colonias que contienen el
plasmido.

C) Minipreparaciones de Plasmido

Centrifugar 1.5 ml. de cultivo bacteriano.

tirar el sobrenadante

resuspender en 50 pl. de solucién 1

centrifugar 20 seg. a 13,000 rpm

tirar el sobrenadante

agregar 70 pl. de buffer ( azul de bromofenol y sacarosa )

agregar 40 nl. de fenol

agitar, y centrifugar 4 min. a 13,000 rpm.

. correr en un gel de agarosa al 1 - 1.2 % a 100 volts por 30 min. aprox.

G e N A W

3.- INDUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

Las proteinas fusionadas a GST son producidas en células de £, co/i que tienen
un plasmido recombinante pGEX. La expresion de las proteinas que presentan este
plasmido esta bajo el control del promotor ¢ac, el cual es inducido usando el analogo
de lactosa isopropil B-D-tiogalactosido (IPTG).

Una vez que se tiene la cepa BL21 transformada con el plasmido para los
factores de transcripcion Brn3a y brn3b, se llevara a cabo la induccidon de dichas
proteinas, de la siguiente manera:

En un tubo de 15ml colocar 8 ml aproximadamente de medio LB + amp, inocular
este medio con la cepa BL21 transformada con la proteina que se desea inducir su
produccion, dejar en incubacidén toda la noche a temperatura ambiente, y en agitacidn.

Una vez transcurrido este tiempo, tomar 800 ul de medio inoculado, y
agregarselos a un tubo con 10 ml de medio LB+amp. Este se dejara en agitacion y a
una temperatura ambiente, y se le medird la densidad Optica a 550 nm con luz visible,
hasta que alcance una densidad dptica de 0.5, una vez alcanzada esta densidad se hara
la induccion con IPTG 100 mM, teniendo una concentracién final de 0.1 mM. Este tubo
se volvera a colocar a temperatura ambiente y en agitacién, y se tomaran alicuotas de 1

ml cada una, y se colocaran en tubos eppendorf, etiquetandolos adecuadamente, las
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alicuotas seran tomadas cada hora por 3 horas (T1,72,T3,), se tomara ademas, un
tiempo cero, (TO) el cual sera tomado inmediatamente después de la induccion con
IPTG. Se realizara también un control, el cual no contara con IPTG, y solo sera tomado
el tiempo cero.

4.- GELES DE POLIACRILAMIDA

El gel de electroforesis de poliacridamida es una de las técnicas mas
ampliamente utilizadas en biologia molecular [20,40]. El SDS-PAGE es un importante
método utilizado para la separacion de proteinas basado en la migracion de proteinas
cargadas negativamente, dependiendo de su peso molecular, en un campo eléctrico.
Este método tiene la ventaja de que las proteinas pueden ser separadas y visualizadas.
La técnica SDS-PAGE provee informaciéon acerca del grado de pureza de una proteina
en particular en una mezcla de proteinas aplicada en una cierta linea del PAGE durante
el proceso de purificacién de proteina. Cada banda en el SDS-PAGE representa una
diferente proteina.

Para verificar la induccidon de las proteinas deseadas se realizara un gel de
poliacrilamida SDS. El gel se realizard con las muestras antes mencionadas (control,
T1,T2,T3), y también se incluird una muestra preparada a partir de una cepa de E. coli
BL21 no transformada,(en la cual se espera que no aparezca la banda de la proteina
inducida).

Preparacion de las Muestras
centrifugar las muestras (1 ml.) a 12000 revoluciones por 5 min.
tirar el sobrenadante :
afadir 100 ul de buffer de lisis SDS gel 2X
mezclar en el vortex
calentar en agua a punto de ebullicién por 10 min.
pasar a hielo ( congelar si las muestras no se van a utilizar inmediatamente).

Preparacion del Gel

Poliacrilamida 12 % (5 m/)

H20 destilada 1.7 ml
Acrilamida Mix 30 % 2.0 ml
Tris 1.5M (pH 8.8) 1.3 ml
SDS 10% 50 pl
APS 10% 50 pul
TEMED 4 pl
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Concentrador (10 ml.)

H20 destilada 2.1 mi.
Acrilamida Mix 30 % 500 pul.
Tris 1.5M (pH 6.8) 380 pl
SDS 10% 30 pl.
APS 10% 30 pl.
TEMED 6 ul.

Preparar la camara de electroforesis, colocando las siguientes muestras(15ul de
cada una) en los carriles: €I marcador de peso molecular (14,000 — 70,000), 2 BL21
sin transformar, C3 control, ¢4 TO0, C5T1, C6 T2, C7 T3, C8T4, CITS. Se prepara un
gel para cada una de las proteinas, Brn3a y Brn3b, con el mismo tiempo de induccion..

Correr el gel en una fuente de poder a 100 volts, por aproximadamente 2 5
horas, 0 hasta que las muestras lleguen al final del gel. Una vez terminado de correr el
gel sacarlo de la camara y colocarlo en un recipiente para llevar acabo la siguiente
tincion: agregar en el recipiente Azul de Comassie, y dejarlo asi toda 1a noche, después
quitar el colorante y agregar la solucidon decolorante 1, hasta eliminar el exceso de
colorante, posteriormente cambiar esta solucidén por la solucién decolorante 2, dejarla
ahi por 2 0 3 horas y después cambiar esta solucion por la solucidén destaining. Una
vez realizada esta tincion, el gel esta listo para ser observado.

5.- INMUNODETECCION POR WESTERN BLOT

Para detectar si los sueros, con los que se trabajaria presentaban anticuerpos
contra los factores de transcripcion, Brn3a y Brn3b, se llevé acabo una inmunodeteccion
por Western Blot. Esta técnica permite transferir las proteinas separadas en un gel de
poliacrilamida a un filtro de nitrocelulosa, donde son reconocidas mediante reacciones
especificas con antigenos marcados [42].

Con las muestras utilizadas en el gel PAGE, se realizara un gel de poliacridamida
al 12%, (preparado como se menciono anteriormente); una vez ya corrido, se hara una
transferencia a una membrana de nylon, esto se llevarda acabo en una camara de
transferencia, con un buffer adecuado. La transferencia se hara por 2 horas, a 300
miliampers constantes.

Una vez ya transcurrido este tiempo, se cercioraré si hubo transferencia
colocando la membrana en un recipiente y se le agregaran algunas gotas de rojo
Ponceau y agua destilada, por unos segundos, observando la membrana para ver la
aparicion de las bandas de las proteinas, después decolorar la membrana con agua
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destilada, hasta que quede nuevamente blanca; Una vez logrado esto, se realizaran
los siguientes pasos:

1.- hacer dos lavados a la membrana con Tween 20/ PBS al 0.05 % por 5 min.
cada uno.

2.- bloquear la membrana con Tween 20/PBS al 2 % mas leche al 1 %, por 30
min.

3.- lavar la membrana con PBS 1X, hasta eliminar el Tween.

4.- adicionar el primer anticuerpo, preparandolo a la dilucién deseada, los sueros
utilizados se preparan a una dilucién de 1:50, el anti-GST y anti-Brn3 se preparan a
una dilucion de 1:1000. Estas diluciones son preparadas con PBS 1X. El primer
anticuerpo se deja 3 horas con agitacion suave.

5.- eliminar el anticuerpo.

6.- realizar dos lavados con Tween/PBS al 0.05 % por 5 min. agitando suavemente.
7.- eliminar el Tween, con PBS.

8.- afadir el segundo anticuerpo, preparando una dilusion 1:3000,de IgG humana

(de ratén o de cabra seguln sea el caso) conjugada con fosfatasa alcalina, dejarlo
en agitacién por 2 horas.

9.- lavar con PBS, tres veces.

10.-agregar el sustrato de la fosfatasa alcalina, en este caso, BCIP/NBT.
11.- observar si hubo aparicién de bandas en la membrana.

12.- detener |a reaccidon afiadiéndole agua destilada.

6.- PURIFICACION DE PROTEINA RECOMBINANTE

Para llevar a cabo la purificacién de las proteinas se utilizé un kit para purificar
proteinas unidas a GST, mediante el método de purificacion en columna, Las proteinas
fusionadas son facilmente purificadas de lisados de bacterias, siguiendo los pasos
indicados en el kit, se realizo lo siguiente:

INDUCCION DE LA PROTEINA
1.- inocular una colonia de £. co/i transformada para producir Brn3 (ya sea 3a 0

3b,segun la proteina que se vaya a purificar), en 20 ml. de medio LB dejar
incubar de 12 a 16 horas, en agitacién a 37 °C.

2.- hacer una dilusién 1:100 de los 20 ml. Inoculados, agregando 80 ml. de
caldo LB.

3.- incubar a 37 °C, en agitacién de 3 a 5 horas, hasta que alcance una densidad
éptica de 0.6 — 0.8, A600.

4.- afiadir el inductor de la proteina, el cual en este caso sera el IPTG 0.1 M, por
ml. de cultivo, obteniendo una concentracién fina! de 0.1M.

5.- incubar por 4 horas, para permitir la produccién de la proteina.

6.- tomar 20 ml. y centrifugar a 7700 por 10 minutos.
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7.- tirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 50ul de PBS 1x “ice cold”
por cada ml. de cultivo centrifugado, en este caso se resuspendera en 1 mi de

PBS 1x.
8.- guardar 10pul del resuspendido celular para un analisis en SDS-PAGE.

LISIS

9.- utilizar un sonicador para lisar las células, haciendo sonicados de un minuto
por 5 minutos, intercalando 1 minuto de descanso entre cada sonicado.

10.- centrifugar el sonicado por 5 min., para remover el material insoluble.

11.- transferir el sobrenadante a tubos nuevos,

12.- guardar 10ul para analisis por SDS-PAGE.

PURIFICACION EN COLUMNA

13.- eliminar el etanol al 20% que trae la columna

14.-lavar la columna 2 é 3 veces con PBS 1x (hacer la dilusién del PBS 10x con
agua esteril)

15.-colocar el sonicado

16.- lavar 2 veces con PBS 1x

17.- poner 1ml. de buffer de elusion, tapar la columna y esperar 10 minutos.
18.- colectar 0.8 ml. aprox. en un tubo marcado como E1( eluido 1).

19.- agregar 1 ml. de PBS 1x

20.- esperar 10 minutos.

21.- colectar 0.8 ml. marcando el tubo con E2

22.-agregar el buffer 1x necesaric  para obtener 4 tubos mas, de
aproximadamente 1 ml. cada uno.

23.- marcar cada tubo con E3, E4, E5, E6.

24.- lavar la columna 2 veces con PBS 1x

25.- lavar la columna con la solucién 1

26.- lavar la columna con la solucién 2

27.- repetir los pasos 25 y 26, dos veces cada uno

28.- colocar etanol 20 % en PSB 1, y guardar la columna, para usarse despues.

Posteriormente, para checar si la proteina, fue purificada, se correra un gel de
poliacrilamida al 12% en el cual se colocaran muestras de los eluidos ademas de
colocar una muestra control.
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RESULTADOS

Las proteinas Brn3a y Brn3b son factores de transcripcidn que se expresan
exclusivamente en células nerviosas y células epiteliales del cérvix, para lograr tener una
fuente de proteina necesaria para nuestros estudios, se obtuvieron dos plasmidos (
pGEXBrn3a y pGEXBrn3b ) para la expresion de la proteina recombinante en bacterias,
estos plasmidos son de la familia de los pGEX y producen una proteina recombinante de
fusion a glutation-s-transferasa y se puede purificar por cromatografia de afinidad a
glutation reducido.

Se realizaron varios experimentos con el propédsito de optimizar el tiempo y
concentracion de IPTG para inducir la expresién en E.coli de las dos proteinas de fusion,
las concentraciones analizadas fueron 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 mM de IPTG y los tiempos de
induccion fueron 1, 2, 3, 4, y 5 horas. Las muestras de los diferentes experimentos y un
control el cual corresponde a extractos totales de £ cofi BL21 sin transformar fueron
corridas en geles de poliacrilamida al 12 %, en estos geles se observan las proteinas
totales de la bacteria y un incremento en una banda especifica de cada una de las dos
proteinas, lo cual corresponde a un aumento de produccion de la proteina por efecto de
la induccidn. Para las dos proteinas de fusion Brn3a-GST (46Kd) y Brn3b-GST(35Kd) se
logro determinar que se produce un incremento proporcional de produccién de la
proteina recombinante conforme se incrementa la concentracién del inductor y del
tiempo, logrando obtener un optlmo de produccidn con 5 horas de incubacién con el
IPTG a una concentracion 1mM ( Figura No. 1).

Basados en los datos anteriores, los primeros experimentos que se realizaron
fueron para verificar que la proteina inducida corresponde a la proteina de interés, el
factor de transcripcidn, Brn-3a, para esto se utilizd un anticuerpo policlonal comercial (
sc-6027) que reconoce a la proteina Brn-3a. En dos experimentos realizados se observa
que el anticuerpo sc-6027 reconoce una proteina del tamafio molecular esperado en los
extractos totales de proteinas de la bacteria BL21 inducidos con IPTG, estos datos
confirman que la proteina recombinante Brn3a producida en bacteria por fusién a GST,
es una proteina con conformacion natural reconocida por un anticuerpo comercial (
Figura No.2 , 3y 4)

Para confirmar los resultados anteriores fue necesario realizar un western blot
utilizando las mismas muestras de proteinas, pero ahora realizamos la deteccion con un
anticuerpo monoclonal anti-GST comercial (sc-138), el cual reconoce a la Glutation S-
Transferasa, que se produce fusionada con la proteina Brn-3a. En dos experimentos
realizados separadamente se encontrd que el anti-GST reconoce una proteina ubicada
en la misma posicién, que la reconocida por el anticuerpo para la proteina Brn3a. Estos
datos ratifican que la proteina recombinante Brn-3a se produce fusionada a GST en
respuesta a la induccion con IPTG, ademas, en el segundo western blot realizado con el
anti-GST, se logro demostrar que el reconocimiento de la proteina se incrementa
proporcionalmente conforme al aumento del tiempo de induccién con IPTG, lo cual nos
indica un aumento en la produccion de la proteina Brn-3a que se encuentra fusionada a
GST. Los experimentos anteriores demuestran que utilizando anticuerpos comerciales
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contra la proteina Brn3a y anti-GST para su deteccién por Western Blot, podemos tener
la seguridad de producir la proteina Brn3a en la bacteria BL21 bajo condiciones
controladas y potencialmente purificarla por cromatografia de afinidad, por medio del
socio de fusion GST y resinas comerciales con glutation inmovilizado. (Figura No. 5 y 6).

Uno de los objetivos de este trabajo fue purificar la proteina Brn3a mediante el

metodo de purificacion en columna, utilizando un sistema comercial para purificar
proteinas recombinantes unidas a GST (Pharmacia Biotech). Para esto se realizo
nuevamente el experimento de induccidon con IPTG por 5 hrs. para tener proteina
suficiente para purificar, las fracciones (eluidos) obtenidas después de liberar las
proteinas unidas fueron analizadas en un gel de poliacrilamida (Figura No. 7) para
verificar si en los eluidos se encontraba la proteina Brn3a purificada, se logro detectar
por tincion con azul de commassie dos proteinas presentes en los eluidos, o cual nos
hacia suponer que habiamos logrado purificar la proteina, asi que nuevamente para
verificar esto, fue necesario realizar la deteccién con el anticuerpo anti-Brn3a, después
de realizar este experimento en varias ocasiones no hemos logrado detectar ninguna
proteina que haya sido purificada y que sea reconocida por el anticuerpo anti-Brn3a.
Usando como controles las proteinas totales de 3 y 5 horas de induccién con IPTG, con
los cuales habiamos demostrado previamente que el anti-Brn3a reconoce una sola
proteina, no se observd reconocimiento en ninguna de las dos proteinas detectadas por
el azul commassie en los eluidos, solo hubo deteccidon de la proteina Brn3a en las
proteinas totales de 3 y 5 horas de induccion (Figura No.8).
Estos datos indican que hemos sido incapaces de purificar la proteina recombinante
Brn3a por afinidad a glutation, pero esta es perfectamente inducida en la proteina total
de la bacteria y es reconocida por anticuerpos comerciales. Dadas estas circunstancias
nuestro Unico camino para determinar si los sueros de pacientes con cancer cérvico-
uterino reconocen a la proteina Brn3a, es utilizar proteinas totales de la bacteria BL21
transformada con el plasmido pGEX-Brn3a y produccién de la proteina Brn3a bajo la
induccion con IPTG.

Los siguientes experimentos fueron realizados con el proposito de realizar una
deteccidn rapida de la capacidad de reconocer a la proteina Brn3a en un amplio numero
de muestras de sueros de pacientes con cancer cérvico-uterino. Basado en lo anterior la
estrategia que seguimos fue hacer dos grupos de muestras de sueros, incluyendo 10
sueros de pacientes en cada grupo y formado por 100 pl de cada una de las diez
muestras. En dos experimentos realizados con ambos grupos de muestras de pacientes
con cancer cervico-uterino, se observo que algunas proteinas de la bacteria son
reconocidas por los sueros de las pacientes, estas proteinas son frecuentemente de mas
alto peso molecular que la proteina Brn3a, el reconocimiento de estas proteinas por los
sueros de pacientes, no es un suceso dificil de explicar, dado, que la bacteria donde se
esta produciendo la proteina Brn3a recombinante es una cepa de E. coli, que
normalmente esta en contacto con las personas y produce infecciones subclinicas que
generan anticuerpos contra sus principales proteinas. Lo mas importante de estos
experimentos de Western Blot fue detectar con ambos grupos de sueros de pacientes
una proteina localizada en la misma posicion que la reconocida por los anticuerpos anti-
Brn3a y anti-GST comerciales, estos datos indican que esta proteina es Brn-3a y que

esta siendo reconocida por anticuerpos presentes en los sueros de pacientes con este
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tipo de cancer. Para determinar que el reconocimiento de esta proteina es realmente
Brn3a, fueron incluidas durante estos experimentos muestras obtenidas de proteinas
totales de la cepa BI21 sin transformar con el plasmido pGEX-Brn3a, estas muestras no
contienen a la proteina Brn3a recombinante y tal como se esperaba los sueros de
pacientes no reconocieron a la proteina del peso molecular que corresponde a la Brn3a.
(Figura No. 9 y10).

Asi mismo, el reconocimiento de estas bandas es mayor conforme aumenta el

tiempo de induccidn de las proteinas, como se observa en los experimentos cuando se
lleva a cabo la deteccidn con el anticuerpo anti-GST. Se realizo un ultimo Western Blot
con muestras de sueros de pacientes con CaCu, en el cual se colocaron cantidades
iguales de los sueros del lote 1 y 2, con el fin de confirmar la deteccidn de la proteina
Brn3a con un suero representativo de las 20 muestras de pacientes, se encontrd que la
banda especifica para la proteina Brn3a sigue siendo detectada en forma especifica y
esta no aparece en el control con proteinas totales de E. Coli sin transformar con el
plasmido pGEXBrn3a ( Figura No. 11). Estos datos demuestran que en el suero de
pacientes con CaCu existen anticuerpos que reconocen en forma especifica a la proteina
Brn3a.
Finalmente realizamos un experimento para determinar que en muestras de suero de
mujeres normales no existen anticuerpos capaces de reconocer a la proteina Brn3a, se
encontré que estos sueros normales reconocen algunas proteinas de E. Coli pero no
reconocen la banda especifica de la proteina Brn3a ( banda sefalada en la foto con una
flecha ) y esto fue confirmado con el control de proteinas totales de la bacteria que no
estan expresando dicha proteina Brn3a. Estos datos confirman que la presencia de
anticuerpos contra la proteina Brn3a ocurre solo durante el proceso neoplasico, dado
gue sueros de personas normales no estos existen anticuerpos( Figura No. 12 y 13).
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Contol TO T1 T2 T3 T4 T5 Control

Figura No. 1 Gel de poliacrilamida al 12% donde se corrieron muestras de proteinas totales de E.
Coli, El cultivo de E. Coli fue inducido con IPTG a diferentes tiempos TO0 a T5 ( tiempos de induccion de
0 - 5 hrs. ) . Control, proteinas de bacterias sin plasmido.

Figura No. 2. Deteccién de la proteina Brn3a inducida con IPTG en proteinas totales de E coli con el
anticuerpo sc - 6027 (Santa Cruz Biotechnology) por Western Blot. Un cultivo de E. coli fue inducido
con IPTG 1 mM a diferentes tiempos. Las proteinas totales fueron corridas en un gel de poliacrilamida
al 12 %, transferido a una membrana de nitrocelulosa y revelado con un anticuerpo anti-cabra -fosfatasa
alcalina. Control (proteinas de bacterias sin plasmido), TG a T5 (tiempos de induccién de 0 - 5 hrs.)
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Figura No. 3. Deteccion de la proteina Brn3a inducida con IPTG en proteinas totales de E coli con el
anticuerpo sc - 6027 (Santa Cruz  Biotechnology) por Western Blot. Un cultivo de E. coli fue inducido
con IPTG 1 mM a diferentes tiempos. Las proteinas totales fueron corridas en un gel de poliacrilamida
al 12 %, transferido a una membrana de nitrocelulosa y revelado con un anticuerpo anti-cabra -fosfatasa
alcalina. Control {proteinas de bacterias sin plasmido), TO a T5 (tiempos de induccién de 0 -5 hrs.}

Control solo TO T1 T2 T3 T4 T5 solo Control

- B

Figura No. 4. Deteccién de la proteina Brm3a inducida con IPTG en proteinas totales de E coli con el
anticuerpo sc - 6027 (Santa Cruz  Biotechnology) por Western Blot. Un cultivo de E. coli fue inducido
con IPTG 1 mM a diferentes tiempos. Las proteinas totales fueron corridas en un gel de poliacrilamida
al 12 %, transferido a una membrana de nitrocelulosa y revelado con un anticuerpo anti-cabra -fosfatasa
alcalina. Control (proteinas de bacterias sin plasmido), TO a T5 (tiempos de induccién de 0 - 5 hrs.)
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Figura No. 5A. Deteccion de la proteina Glutation S-Transferasa inducida con IPTG en proteinas
totales de E coli con el anticuerpo sc - 138 (Santa Cruz Biotechnology) por Western Blot. Un cultivo de
E. coli fue inducido con IPTG 1 mM a diferentes tiempos. Las proteinas totales fueron corridas en un
gel de poliacrilamida al 12 %, transferido a una membrana de nitrocelulosa y revelado con un anticuerpo
anti-ratén -peroxidasa. Control {proteinas de bacterias sin plasmido), T1 a T5 (tiempos de induccion de
1 -5 hrs.). Figura 5B Ampiliacion de la zona de las bandas de la figura 5A

Control solo TO T1 T2 T3 T4 T5 solo Control

—ocsT

Figura No. 6. Deteccion de la proteina Glutation S-Transferasa inducida con PTG en proteinas totales
de E coli con el anticuerpo sc - 138 (Santa Cruz  Biotechnology) por Western Blot. Un cultivo de E. coli
fue inducido con IPTG 1 mM a diferentes tiempos. Las proteinas totales fueron corridas en un gel de
poliacrilamida al 12 %, transferido a una membrana de nitrocelulosa y revelado con un anticuerpo anti-
ratén -fosfatasa aicalina. Control (proteinas de bacterias sin plasmido), T0 a T5 (tiempos de induccién de

0 -5hrs.l).
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Figura No. 7. Gel de poliacrilamida al 12 %, donde se corrieron muestras de los eluidos de la
purificacién, ademas de las muestras de las proteinas totales, el cultivo de E. coli, de ambas muestras,
fue inducido con IPTG 1 mM a diferentes tiempos. E1 a E3 (eluidos de fracciones de la purificacion),

T2 a T4 (tiempos de induccion de 2 - 4 hrs.).

10~ T5 solo “Ef E2. E3 E4 solo T5 TO

44— Bnta

Figura No. 8. Deteccidn de la proteina Brn3a inducida con IPTG en proteinas totales de E coli con el
anticuerpo sc - 8027 {(Santa Cruz Biotechnology) por Western Blot. Utilizando muestras de un cultivo de
E. coli el cual fue inducido con IPTG 1 mM a diferentes tiempos, ademads de utilizar muestras de
eluidos de la purificacion de un cultivo similar. Ambas muestras fueron corridas en un gel de
poliacrilamida al 12 %, transferido a una membrana de nitrocelulosa y revelado con un anticuerpo anti-
raton -fosfatasa alcalina. E1 a E4 ( eluidos de fracciones de la purificacion) TO y TS (tiempos de

induccién de 0 -5 hrs.).
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Figura No. 9. Deteccién de las proteinas Brn3a y Brn3b inducidas con IPTG en proteinas totales de E.
coli por anticuerpos en suero de pacientes con cancer cervicouterino mediante la técnica de Western
Blot. Los cultivos de E. coli fueron inducidos con IPTG 1 mM a diferentes tiempos. Las proteinas
totales fueron corridas en un gel de poliacrilamida al 12 %, transferido a una membrana de nitrocelulosa
y revelado con un anticuerpo anti-humano-peroxidasa. Control (proteinas de bacterias sin plasmido),
TOA a T3A (tiempos de induccion de 0 - 3 hrs de extractos de proteinas totales con el plasmido para la
proteina Brn3a.). TOB a T3B (tiempos de induccién de 0 - 3 hrs de extractos de proteinas totales con el

plasmido para la proteina Brn3b.).

Control TOA TiA T2A T3A TOB TiB T2B T3B solo

‘B\"f\-sb

Figura No. 10. Deteccion de las proteinas Brn3a y Brn3b inducidas con IPTG en proteinas totales de E.
coli por anticuerpos en suero de pacientes con cancer cervicouterino mediante la técnica de Western
Blot. Los cultivos de E. coii fueron inducidos con IPTG 1 mM a diferentes tiempos. Las proteinas
totales fueron corridas en un gel de poliacrilamida al 12 %, transferido a una membrana de nitrocelulosa
y revelado con un anticuerpo anti-humano-peroxidasa. Control (proteinas de bacterias sin plasmido),
TOA a T3A (tiempos de induccion de O - 3 hrs de extractos de proteinas totales con el plasmido para la
proteina Brn3a.). TOB a T38B (tiempos de induccién de 0 -3 hrs de extractos de proteinas totales con el

plasmido para la proteina Br3b.).
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Control solo TO Ti T2 T3 T4 T5 solo Control :
Control solo TO T1 T2 T3 T4 T5 solo Control
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Figura No. 11. A Deteccidon de las proteinas Brn3a inducida con IPTG en proteinas totales de E. coli
por anticuerpos en suerc de pacientes con cancer cervicouterino mediante la técnica de Western Blot. El
cultivo de E. coli fue inducido con IPTG 1 mM a diferentes tiempos. Las proteinas totales fueron
corridas en un gel de poliacrilamida al 12 %, transferido a una membrana de nitrocelulosa y revelado
con un anticuerpo anti-humano-fosfatasa alcalina. Control {proteinas de bacterias sin plasmido), TOa TS
(tiempos de induccién de 0 - 5 hrs) . 11B Ampliacion de la zona de las bandas .

Control solo TO T1 T2 T3 T4 T5 solo Control

Ausercia dal vecomsormients

de. la pva\'.n'-\a_ Brnda

Figura No. 12. Deteccion de las proteinas Brn3a inducida con IPTG en proteinas totales de E. coli por
anticuerpos en suero de personas sanas mediante la técnica de Western Blot. El cultivo de E. coli fue
inducido con IPTG 1 mM a diferentes tiempos. Las proteinas totales fueron corridas en un gel de
poliacrilamida al 12 %, transferido a una membrana de nitrocelulosa y revelado con un anticuerpo anti-
humano-fosfatasa alcalina. Control (proteinas de bacterias sin plasmido), TO a T5 (tiempos de induccion

de 0 - 5 hrs).
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Figura No. 13. Deteccidn de las proteinas Br3a inducida con IPTG en proteinas totales de E. coli por
anticuerpos en suerc de personas sanas mediante la técnica de Western Blot. El cultivo de E. coli fue
inducido con IPTG 1 mM a diferentes tiempos. Las proteinas totales fueron corridas en un gel de
poliacrilamida al 12 %, transferido a una membrana de nitrocelulosa y revelado con un anticuerpo anti-
humano-fosfatasa alcalina. Control (proteinas de bacterias sin plasmido), TO a T5 (tiempos de induccidn

de O - 5 hrs).
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DISCUSIONES

En México el cancer cérvico-uterino es uno de los principales problemas de salud
publica. Siendo este tipo de neoplasias una de las principales causas de muerte en la
poblacién femenina. Como ya se menciond, el virus del papilloma humano es
considerado el princCipal agente causal de esta neoplasia, siendo el tipo 16, y el 18, los
los mas frecuentes en neoplasias del cérvix

@Dicha capacidad de transformacion pertenece a las proteinas tempranas E6 y
E7, la transcripcién de los genes que codifican para estas proteinas es controlada por
una region regulatoria (LCR), del genoma viral que es preferencialmente activada en
células de origen cervical, mediante estudios realizados, se ha reportado que ha esta
regién se unen dos factores de transcripcion,Brn3a y Brn3b, mientras Brn3a activa la
transcripcién de las proteinas E6 y E7, Brn3b reprime dicha transcripcion e interfiere
con la activacion por Brn3a. Es posible, por lo tanto, que el balance entre estos dos
factores de transcripcién “in vivo” puedan jugar un papel en la regulacién de la
activaciéon de la URR del HPV y asi aumentar una produccion controlada de las
proteinas oncogénicas E6 y E7 y en la transformacidon de células cervicales hacia un
fenotipo maligno.

Se han realizado estudios donde se indica que el nivel del factor de transcripcién
celular Brn3a esta incrementado en pacientes con lesiones NIC3 comparados con los
niveles observados en células cervicales normales de individuos con anormalidades
cervicales no detectables. Por lo tanto, en este trabajo se tratd de demostrar que una
expresion elevada de esta proteina (Brn3a) en el epitelio cervical podria inducir
anticuerpos contra ella, y asi la medicion de estos podria ser utilizada para
diferenciar las lesiones cervicales inducidas por la infeccidn de HPV de una manera
simple y sencilla. Para lograr esto, se realizaron varios experimentos que consistieron
en lo siguiente, primero, se llevd agabo la transformacion de la cepa BL21 de E. coli
con un plasmido de la familia pGEX el cual produce una proteina, que en este caso es
Brn3a, fusionada a glutation-S-transferasa. Posteriormente se llevé a cabo la induccidn
de dicha proteina mediante la adicién del inductor IPTG 1mM por espacio de 5 horas.
Teniendo ya la cepa BL21 de E. coli transformada se realizé un western blot con
extractos totales de bacteria usando como primer anticuerpo un anticuerpo comercial
anti-Brn3a (sc-6027), el cual fué capaz de reconocer una proteina especifica entre las
proteinas de E. coli, con lo cual nos aseguramos de que la proteina Brn3a se
encuentra presente en estos extractos, ya que esta banda solo aparecié en los extractos
totales de bacterias transformadas, en cambio no aparecié en los controles, en donde
se utilizd extractos de bacteria de la misma cepa (BL21 de E. coli) pero sin transformar.
Para comprobar esto, se realizd otro western blot usando ahora un anticuerpo
comercial anti-GST (sc-138) especifico el cual reconocié a la GST unida a la proteina
Brn3a, obteniendo con este experimento resultados similares a los del western anterior,
Postericrmente se realizé un western blot en donde se utilizaron muestras de los
mismos extractos, pero en esta ocasion se utilizd como primer anticuerpo suero de
pacientes con cancer cervical, con el propdsito de observar si en los sueros de estas
personas habia presencia de anticuerpos contra esta proteina, en este western
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aparecieron varias bandas que nos pueden indicar que el suero de estas personas hay
anticuerpos contra algunas proteinas de E. coli, ya que las bandas correspondientes a
estas proteinas se presentan también en los controles, sin embargo, se presenta una
banda , a la misma altura que las que aparecen en los dos western anteriores, lo que
nos podria indicar que efectivamente, como se pensaba , los sueros de estas personas
si presentan anticuerpos contra esta proteina ( Brn3a ), ya que esta banda no se
presenta en los carriles donde se colocaron las muestras control. Finalmente se llevo a
cabo la realizacién de un western blot, en el cual se utilizaron sueros de personas
sanas, para poder determinar si en estos sueros hay anticuerpos capaces de reconocer
a la proteina Brn3a, en este ultimo western se encontrd que estos sueros reconocen a
diversas proteinas de E. coli, ya que aparece un patrén de bandas similar al del western
anterior, sin embargo, en este western no aparece la banda correspondiente a la
proteina Brn3a, lo que nos indica que los anticuerpos contra esta proteina se
encuentran en suero de personas con cancer cervical y no en suero de personas sin
este tipo de cancer. Con los datos obtenidos de la realizacion de estos experimentos
podemos confirmar que la presencia de anticuerpos contra la proteina Brn3a ocurre
solo durante el proceso neoplasico.

Esta es la primera descripcion de la presencia de anticuerpos contra las proteinas
de Brn3a en el suero de pacientes con lesiones cervicales. La presencia de estos
anticuerpos puede, representar un nuevo marcador serolc{gico con posibilidades de
diferenciar lesiones intraepiteliales cervicales (NIC) de las lesiones tumorales
producidas por HPV.
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CONCLUSIONES

Los experimentos realizados en este trabajo han logrado cumplir con los
objetivos planteados y en base a sus resultados podemos concluir lo siguiente:

1. Se estandarizaron las condiciones para la induccion y produccidon de las proteinas
recombinantes Brn3a y Brn3b en E. Coli.

2. Se optimizaron las condiciones para la inmunodeteccién de Igj proteinas Brn3a vy
Brn3b recombinantes usando un anticuerpo comercial.

3. Se optimizaron las condiciones para la inmunodeteccién de proteinas de fusidn
recombinantes producidas en bacterias usando un anticuerpo anti-GST comercial.

4. Los sueros de pacientes con cancer cérvico-uterino tienen anticuerpos contra la
proteina Brn3a recombinante detectados mediante Western Blot.

5. Los sueros de mujeres normales no tienen anticuerpos contra la proteina Brn3a
recombinante mediante Western Blot.

6. Los anticuerpos anti-Brn3a en suero,de pacientes con cancer cervical pueden
representar nuevos marcadores serologicgs de lesiones neopla/sicas inducidas por
HPV.
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