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Resumen

En este trabajo presentamos la situacion
epidemiolégica molecular actual en México con
respecto a la presencia de secuencias de ADN de
virus de papiloma humano (VPH) en pacientes
afectadas por cancer cérvicouterino (CaCu) y en
mujeres asintomaticasclinicamente normales. En-
contramos, por PCR, que en un 82-85% de las
neoplasias cervicales y en el 31% de las mujeres
normales estan presentes dichas secuencias. En
cuanto a leucemias, otro cancer de muy alta inci-
dencia en México, investigamos la frecuencia de
los rearreglos bcr-ably e2a-pbx! en pacientes con
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) y Leucemia
Granulocitica Crénica (LGC) mediante la tecnolo-
gia de RT-PCR. Encontramos que un 66% de los
nifios con pre B-LLA presentan el rearreglo e2a-
pbxl, un 46% de los adultos con LLA CALLA(+)
presentan el rearreglo bcr-ably el 100% de los
pacientes con LGC tuvieron el rearreglo bor-abl.
Estatecnologiay los resultados presentadosper-
miten un mejor diagnéstico, prondsticoy terapiade
las mencionadas neoplasias.
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l. Papilomavirusy cancer
cervicouterino

Introduccion

En las Gltimas dos décadas, en los paises desa-
rrollados ha disminuido notablemente laincidencia
de céncer cervicouterino (CaCu) y la mortalidad
debida al mismo. Esta disminucién se debe a la
aplicacion de campafias masivas de deteccion
tempranade CaCu, junto con los avancesterapéu-
ticosen elcampo. En México la situacién es otra: la
incidencia de este cancer es muy alta y es una
causaimportante de muerte; aproximadamente el
30% de los tumores malignos de la mujer son
cervicales.

Numerosas observaciones clinicas. asi como
estudios epidemiolégicos, sugierenque un factor
viral, transmitido sexualmente. esta involucrado en
el desarrolio del CaCu; un alto porcentaje de todos
los casos presentan ADN del virus de papiloma
humano (VPH). Este porcentaje variade un pais a
otro.
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Sehanidentificadomasde 70tiposdeVPHque
pueden clasificarse en grupos de acuerdo con el
riesgoque representanparadesarrollarCaCu. Hay
tipos de alto riesgo, como los VPH-16 y -18, que
frecuentementese asocian con lesionesmalignas;
de bajo riesgo, como VPH-6 y -11, que rara vez
participan en la carcinogénesis; y de riesgo inter-
mediocomo VPH-31,-33,-51y otros. Elgenomade
estos virus consta de ocho genes y de unaregion
reguladora. Seis de los genes son de expresion
tempranay dos se transcriben tardiamente; estos
ultimos codifican proteinas de la cépside.? En los
VPH de alto riesgo los genes tempranos E6, E7 y
posiblemente E5 se consideran oncogénicos ya
que participan en la transformacioén celular. Cuan-
do elvirus penetraen la célulaepitelial, su material
genético permanece en forma episomaly la trans-
cripcion de los oncogenes virales es regulada
negativamente por el producto del gen E2.34

El genoma viral se puede romper e integrar al
genomacelular. Normalmentela rupturaocurre en
el gen E2 con lo que se pierden las funciones de
este gen que incluyen, entre otras, la represion de
los genes E6 y E7; estos Ultimos codifican para
proteinas que se unen e inactivan a las proteinas
celulares antioncogénicas p53 y pRB, respectiva-
mente. Ademas de lapresenciade VPH, se requie-
re de alteraciones en genes celulares para que se
presente el CaCu. 2567

No hay una respuesta sencillaa la pregunta de
qué tan comun es la infeccién por VPH en cérvix.?
La respuesta depende, por un lado, del método
empleado para detectar la infeccion y, por el otro,
delapoblacién enrelacién afactores demogréaficos
y conductuales. La deteccion del genoma viral se
hace generalmentepor lareacciénen cadenadela
polimerasa (PCR), técnicamuy sensible capaz de
detectar secuencias de VPH aln estando presen-
tes en nimero bajo.?

Con respecto al cancer invasor, la proporcion
gue contiene material genético de VPH es en
general alta; algunos estudios reportan que hasta
el90%de los casoscontienensecuencias virales.'* "

En neoplasia intraepiteiialcervical (NIC) la pre-
valenciatambiénes alta cuando se empleanméto-
dos moleculares de deteccion. De hecho, hay
trabajos que reportan que 60-90% de los casos

estudiados contienen secuencias virales aunque
aproximadamente sélo la mitad de esas secuen-
cias correspondenatipos virales de alto riesgo?Al
parecer, laprevalenciade ADN de VPHaumentaal
progresarlalesiénya que en un estudiose observé
en cérvix normal una positividad de 25%; en NICs
de 80a88%,;yencarcinomade91%.'> También se
observé un aumento en la positividad de VPH-16
con el avance de lalesion (35% en displasia; 84%
en célulasneoplasicas), aunque estatendencia no
se observo para otros VPH de alto riesgo.'?

Las mujeres clinicamente normales (asintoma-
ticas) también pueden presentar ADN de VPH. El
porcentaje varia de un trabajo a otro. En un extre-
mo, algunos estudios reportan una positividad de
5% y en el otro estan los que aseguran que la
mayoria (85%) y aln la totalidad de las muestras,
provenientes de mujeres con citologia cervical
normal, tienen secuencias de VPH.8" Las diferen-
ciastangrandesdeprevalenciadeuntrabajoaotro
pueden deberse a caracteristicas intrinsecas de
los grupos estudiados, asi como a las diferentes
técnicas empleadas.

Conbase enlo anterior, en este trabajo presen-
tamos un resumen de la situacién epidemiolégica
actual en México con respecto a la presencia de
VPH en pacientes afectadas por CaCu y en muje-
res asintomaticas.

Materiales y métodos

Por un lado, se realizé un estudio sobre preva-
lencia de VPH en dos grupos independientes de
pacientes con carcinoma cervical (gruposay b del
cuadro |, con n=355 y n=182, respectivamente).
Estas muestras se obtuvieron mediante biopsias
provenientes de diferenteshospitales a lo largo de
varios afios (1987-1992). Laedad de las pacientes
varié entre 24 y 89 afios con una media de 49.5
afios.'*' Porotro lado, seestudidlaprevalenciade
VPH en exudadoscelvicales de mujerescon lesion
cervical (herida leve o cambios macroscoépicos en
el cérvix, con aproximadamente la mitad de esas
pacientes presentandocitologiaanormal)y sinella
(grupos 1 y Il del cuadro Il, con n=109 y n=137,
respectivamente).
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Cuadro I Frecuenciade VPH en carcinomas cervicalesdeterminada por PCR (%)

N VPH16 VPH18 VPHX Total
(a) 355 176 (49.6) 41 (11.6) 85(23-9) 302 (85.1)
(b) 182 BB (47.3) 22 (12.1) 40(22.0) 148 (81.3)

(a) y (b) representan?2 estudios realizados en formacompletamenteindependiente.
VPHX: Cualquier tipo de VPH diferentea VPH-6, 11,16 6 18.

La obtencién del ADN se hizo mediante diges-
tién del tejido con proteinasa K, seguida de extrac-
ciones con fenol-cloroformo. El ADN se cuantificd
y una cantidad apropiada se empled para realizar
PCR tanto con oligonucleétidos consenso que
amplifican parte del gen L1 de diversos tipos de
VPH,® como con oligonucledtidosespecificospara
VPH-6,-11,-16 y -18. En el grupo (a) del cuadro! se
confirmo el tipo de VPH por Southern blot;'s en los
otros grupos (b, Cuadro I; Iy II, Cuadroll) se tipificd
con enzimas de restriccion. En paralelo, se hizo
PCR con oligonucleétidos especificos para ampli-
ficarun fragmento del gen de beta-globina (control
positivo).

Resultados y discusion

Se observa una prevalencia similar de secuen-
cias de VPH en los dos grupos de pacientes con

Cuadro II. Deteccién de VPH en muestras de
exudado cervical en mujeres con lesion (grupo Iy y
sin lesion cervical (grupo II)

* VPH tipificados: 6,11, 16, 18, 31, 33, 42,52y 58

I= Con lesién: Herida o cambios en el aspecto macros-
copico del cervix. Aproximadamente 50%con citologia
anormal (Papanicolaou+)

1I=8in|esion: Cervix normal a nivel rmacroscdpico. Menos:
del 10%con citologia anormal (Papanicolaou+) J

o
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carcinoma cervical invasor (véase a 'y b en el
cuadro I). En ambos grupos la mayoria de las
muestras resultaronVPHpositivas(85.1%y 81.3%).
Ningunafuepositivapara VPH-6 0 VPH-11. Puede
observarse que predominan las que contienen
secuencias de VPH de alto riesgo y que aproxima-
damentelamitad de las muestras de CaCu contie-
nen ADN de VPH-16 (49.6% y 47.3%parael grupo
(@ vy (b), respectivamente) mas un porcentaje
menor de VPH-18 (11.6%Y 12.1%). En el resto de
lasmuestraspositivas (23.9% y 22.0%) se hallaron
secuencias de otros tipos de VPH.

En las muestras de exudados cervicales el
porcentaje de positividadparasecuencias de VPH
difiere cuando se comparan muestras con y sin
lesién cervical (46.8% y 31.4%, respectivamente;
véase el cuadro II). Mas aln, si se comparan los
resultadosde lesionescervicales obtenidosapartir
de biopsiasde CaCu, conlos de exudadoscervica-
les provenientes de muijeres clinicamente norma-
les (asintomaticas), se observa que el porcentaje
de positividad es bastante menor en estos Ultimos
(véanse los cuadros | y ll).

La alta prevalencia de secuencias de VPH en
CaCu encontrada en México (81 -85%) es muy
cercana a la encontrada en EUA, Europa y Asia

Grupo VPH* % » P X
I ) o) (entre 90% y 95%).>1118 También hay coincidencia
en quelamayoriade las secuenciastipificadas son

I de VPH-16, seguidas por VPH-18.
{”109} o3 =8 46.8 En diferentes partes del mundo se ha estudiado
(n=137) 43 94 1.4 la prevalencia de secuencias de VPH en mujeres

clinicamente normales y los resultados varian
mucho."'® Dentro del enorme rango, que va del
5% al 100%, se encuentranlos resultadosqueaguf
se reportan: 46.8% y 31.4% en mujeres con y sin
lesion, respectivamente (véase cuadro 1). Se ob-
serva claramente como aumenta la positividad
para VPH cuando aparece lesion y todavia mas
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cuando se desarrolla el cancer. Esto sugiere que
las secuencias virales son importantes para la
aparicion de la lesion y mas aln para que se
desarrolle el CaCu.

Los ensayosde PCR de las muestras normales
se hicieron con oligonucleétidos que amplifican el
genL1 de VPH."™ Actualmente se estan repitiendo
los experimentos con estos oligonucleétidos y con
otros que amplifican parte de los genes E6 y E7."7
Losresultados preliminares sugieren que algunas
muestras VPH negativas, cuando se usan oligos
paraL1,sonpositivascuandoseamplificalaregion
E6/E7. Esto sugiere que un porcentaje atin mayor
de las mujeres asintomaticas (“clinicamente nor-
males") puede estar infectada con VPH de alto
riesgo.

Il. Rearreglos genéticos en
leucemias de alta
incidenciaen México

Introduccién

La leucemia se asocia con una desregulacion
en el control de la proliferaciony diferenciacion
celular en el tejido hematopoyético.’ El 81% de
todaslasleucemiasreportadasse ubicanen cuatro
categorias: leucemia linfoblastica aguda (LLA),
leucemia linfocitica crénica (LLC), leucemia
mieloblastica aguda (LMA) yleucemiagranulocitica
crénica{LGC)." En diferentes poblaciones la inci-
dencia de leucemia es variable, pero en general
representala primeracausa de muerte por cancer
ennifios. En México estaneoplasiaocupatambién
la primera causa de mortalidad por cancer en
nifios, aunque enadultos ocupaeél sextolugarentre
las neoplasias.?’ En la poblacién infantilla LLA es
de mayor prevalencia, con el 75% de todos los
casos de leucemias en nifios. Contrariamente a lo
que se observaen adultos, el 60-70%de los casos
de LLA en nifios son curables.”'

Con frecuencia las leucemias se asocian con
translocaciones cromosomicas. La translocacion
1(9;22) (934;911), que da lugar al cromosoma
Filadelfia, se presentaen el 3-5% de los nifios y el
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20-50% de los adultoscon LLA, lo cualles confiere
unpobrepronéstico.?2Estatranslocaciontrae como
consecuencia la unién anormal del gen bcr (del
cromosoma 22) y abl (del cromosoma 9), y se
puede detectar mediante RT-PCR. El gen hibrido
se detecta en el 30-50% de los pacientes con LLA-
By en el 55% cuando se analizansolo los casos de
LLA CALLA(+).2%2* Lamismatranslocaciénhasido
observada en el 95-100% de los pacientes con
LGC, lo cual se ha corroboradomediante RT-PCR
(25). Otras alteraciones estructurales frecuentes
enLLA llevanalasobreexpresiéndel protooncogén
c-mycy se presentan en el 3-5% de los casos de
LLA-B en nifios y en el 5-10% de las LLA-B en

Enel5-7%de losnifiosy <5% de losadultoscon
LLA se presenta la translocaciont(l ;19) (g23;pl3);
estaalteracion se caracterizaa nivel molecular por
la fusion del gen e2a (que codifica para el factor
transcripcional E2A) localizado en el cromosoma
19 y el gen pbxl ubicado en el cromosoma 1. El
transcritodefusion hasido detectadoen el 95%de
los pacientes con t(};19) (q23;pI3) mediante latécni-
ca de RT-PCR. Los pacientes t(1;19) positivos
presentan mayor riesgo de recaiday mal pronésti-
co.%8

Aungue la translocacion 1(9;22) es idénticaen
LLA y LGC, los estudios moleculares de los proto-
oncogenes bcry abl, que estan rearreglados en
ambas enfermedades, muestran diferencias po-
tencialmenteimportantes. En LLA el rearreglopro-
duce un transcrito hibrido de 6.5 a 7.0 Kb y una
proteina hibrida de 190 kDa, en tanto que en LGC
el transcrito de fusién es de 8.5Kb y la proteina
hibrida de 210 kDa. El potencial oncogénico de
ambas proteinas de fusion ha sido demostradopor
su capacidad para transformar células hemato-
poyéticas in vitro.””

En México aln no se conocen las frecuencias
de estosrearreglosmoleculares;estoseriade gran
importancia ya que en otros paises el diagnéstico
molecular de los diferentes tipos de leucemia se
esté aplicando en el tratamiento, monitoreo de los
pacientes y la deteccién de enfermedad residual
minima.?® Con base en lo anterior decidimos cono-
cerlafrecuenciade los mencionadosrearreglosen
nuestros pacientes con LLA y LGC mediante la
tecnologia de RT-PCR.
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Materiales y métodos

Treintay un pacientes: nueve nifios con LLA: 4
hombresy 5 mujeres, margen de edad de 3 a 14
afios. Trece adultos con LLA CALLA(+): diez hom-
bres y tres mujeres; margen de edad de 18 a 52
afios. Nueve pacientes con LGC: 4 hombres y
cinco mujeres; margen de edad de 22 a 70 afios.

Obtenciénde ARN. Setomaron 20 ml de sangre
periférica y se separaron las células mediante
Ficoll-Hypaque. El ARN se separé esencialmente
deacuerdoconlatécnicade Chomczysnkiy Sacchi.
Secuantificomediantelecturaa 260 mmy se alma-
cend a-70°C.

RT-PCR. Unmicrogramo de ARN en presencia
deloligonucleétido,®y enzimareversotranscriptasa
(RT), se incubd una hora a 37°C. Después se adi-
ciond el oligonucledtido® y la enzima Taq ADN
polimerasa. Se efectuaron 35 ciclos del PCR. El
ADN se visualizé mediante electroforesisen gel de
agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.

Resultados y discusion

Seanalizaron31 pacientesparalablsquedade
losrearreglosmoleculares e2a-pbx!6é ber-abl{Cua-
dro Ill). De 9 pacientes pediatricoscon LLA, seis
resultaron positivos para el rearreglo e2a-pbx/por

RT-PCR, lo cual representa el 66% de los pacien-
tes. El 34% de los pacientes restantes resultd
negativo incluso en una segunda determinacion.
Enambosensayoselgenbeta-globinapudodetec-
tarse facilmente (control positivo). En este estudio
todos los nifios presentaron un inmunofenotipo
pre-B. Por otra parte, de 13 pacientes adultos con
LLA CALLA(+), seis resultaron positivos para el
rearreglo bor-abl, lo cual representa el 46%. Por
otro lado, B los 9 pacientes con LGC analizados
(100%) resultaron positivos para el rearreglo bsr-
abl

En México, el empleo de técnicas de biologia
molecular para el diagnéstico y monitoreo de los
pacientes es aun incipiente y sélo algunos centros
cuentan con esta tecnologia. La elevada frecuen-
cia (66%) del rearreglo e2a-pbx/ encontrada en
este trabajo contrasta con lo reportado en otros
paises (5-30%).%° Esto podria deberse a que el
numero de pacientes estudiados por nosotros es
aun muy pequefio; sin embargo Priviteray cols.3!
recientemente reportaron una frecuencia del 59%
en un ndmero similar de pacientes con LLA-pre-B,
lo que apoya la posibilidad de que la frecuencia
esperadaparatal alteracion seaelevada, al menos
en algunos paises. Esto debera corroborarse me-
diante la realizaciéon de un estudio a mas largo
plazoy conun mayor nimerode pacientes, queya
se lleva a cabo por nuestro grupo.

Cuadrolll. Prevalenciade los rearreglos moleculares e2a-pbx!y bcr-abl en pacientescon
Leucemiadel Hospital General de México

Reportado en otros

*N=No. de Pacientes

de etidio.
N

Tipo de leucemia N* e2a-pbxi ber-abl % Paises
%
Pre B-LLA (nifios) 9 6 0 66 5-30
LLA CALLA(+){adultos) 13 o} 6 46 50
LGC 9 (o] 9 100 100

Se tomaron muestras de sangre periférica de 31 pacientes con leucernia. Parte de las muestras
se utilizé para determinar el tipo de leucernia con base en /a cifomorfologia. De la otra parte se
separaron los glébulos biancos, o bien los blastos por Ficoll-Hypaque. Se usé una porcién de las
células para determinar el inrnunofenotipo por inrnunofiuorescencia.De otra porcién (5 a 10
millones de céluias)} se extrajo el ARN, se sintetizé el ADNcpor RT y se realizé amplificacionpor
PCR.Losresultadosse valoraron mediante visualizaciénen geles de agarosa tefiidos conbromuro
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Acordeconloreportado por Maurery cols., enun
estudio retrospectivo que incluyé 314 pacientes
CALLA (+),% el 46% de nuestrospacientesconLLA
CALLA (+) presento el transcrito ber-abl. Lo ante-
rior también concuerda con el estudio reciente de
Bartramy cols.? Nuestros pacientes también pre-
sentan mal prondstico, caracteristicode adultos
con LLA. Aln no se logra definir si la presencia de
la translocacion #(9;22) (q34;q! 1) por si sola es el
dato mas significativo para el mal prondstico de
estos pacientes, ya que frecuentemente esta alte-
racién se asocia con otros datos de mal prondstico
en LLA.** Con respecto a los pacientes con LGC,
los datos son similares a los reportados.* En todo
caso, hay que recordar que existendiferencias en
eltipode alteracion molecularyen sufrecuenciaen
los distintos paises; como ejemplobastacontomar
el caso de las alteraciones del gen c-myc en el
linfoma de Burkitt Africanocomparadocon el Ame-
ricano.

Por dltimo, esimportantenotarqueel empleode
RT-PCR en la blusqueda de los transcritos de
fusion e2a-pbx!y ber-abl permite la deteccion de
blastos residuales en la fase de remision de los
pacientes con LLAy LGC. Con estatecnologiase
puededetectarunacélulaneoplasicaentrel millén
de células normales, mientras que la citogenética
permiteladeteccionde unacélulaneopidsica entre
100 células normales. Con base en lo anterior, la
RT-PCR nos da herramientas para un monitoreo
més fino y de esta manera predecir recaidas y
modificar el tratamiento de estos pacientes®.

En conclusién, la tecnologia de PCR nos ha
permitido iniciar estudios de epidemiologia mo-
lecular en neoplasias (CaCu y leucemias) de muy
altaincidencia en México.
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