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Resumen:

El céancer colorrectal es la afeccion gastrointestinal méas prevalente y una de las
principales causas de muerte por cancer en el mundo. En el contexto de la biologia
molecular, este se desarrolla como un proceso de multiples pasos, caracterizados por un
orden secuencial de alteraciones genéticas que ocurren paralelamente al progreso de
adenoma-cancer. Se han propuesto numerosas hipoétesis respecto a la etiologia del
cancer de colon, pero las causas y los mecanismos genuinos no han sido enteramente
dilucidados. Dado el creciente interés que han tomado las infecciones y el cancer, muchas
investigaciones han analizado la relacion entre los diferentes microorganismos y la
neoplasia colorrectal. En este sentido, algunos trabajos han reportado la presencia del
virus del Papiloma humano (VPH) en la mucosa normal y tumores colorrectales. Sin
embargo, la mera presencia del VPH en la mucosa del colon es altamente controversial,
principalmente por el tropismo de este virus al epitelio estratificado. El objetivo de este
trabajo es investigar la presencia del Papilomavirus humano en carcinomas colorrectales
y valorar su rol de acuerdo a la asociacién con caracteristicas histopatolégicas conocidas.

Se han examinado 291 muestras obtenidas de 274 pacientes que concurrieron a
hospitales publicos de la ciudad de La Plata. Estas se dividieron en 94 controles, 86
adenomas, 87 adenocarcinomas colorrectales (una a cinco biopsias por tumor) y 24
polipos hiperplasicos tipicos. La presencia de ADN del VPH fue examinada mediante PCR
anidada GP+/My en condiciones de baja estringencia, y se utilizé la amplificacién anidada
de E2 como marcador de integracion viral. Por otro lado, se estudié el grado de
amplificacién de c-myc mediante ensayo de co-amplificacion con locus de referencia, el
estado mutacional de los codones 12 y 13 del gen k-ras mediante RFLP, y el estado de
inestabilidad de microsatélites mediante los marcadores BAT26 y BAT40 para las
muestras sin tejido normal, y D2S123 y D17S250 para las muestras apareadas. En
segundo lugar, se estudio6 la distribucién de los polimorfismos del codon 72 de p53 vy del
codon 462 de RNASEL mediante pirosecuenciacion.

La prevalencia del ADN del VPH fue del 29% para el conjunto global. Aunque no hubo
diferencias significativas entre los grupos, la distribucion del virus fue variable (20%-38%).
Los tipos VPH 16 y 18 fueron los mas comunmente detectados, y el 25-50% de los casos
analizados para integracion presentaron interrupcion en el gen E2. La infeccién por VPH
no estuvo asociada con la edad, tamafio del tumor, grado de diferenciacién, estadio
colorrectal o ubicacién de los carcinomas colorrectales, pero si hubo una tendencia a una
mayor prevalencia en mujeres. Respecto a los oncogenes, los grados mas elevados de
amplificacion de c-myc estuvieron asociados a la invasion de los ndodulos linfaticos
(estadio I1I), a un menor tamafio de los tumores y a una pobre diferenciacion histologica.
Las mutaciones de k-ras fueron homogéneas en los estadios del cancer colorrectal, pero
significativamente asociadas a los adenomas con displasia de alto grado. La incidencia de
inestabilidad de microsatélites comprendi6 el 9% de los tumores colorrectales. Cuando se
compararon los grupos, la infeccion por VPH no estuvo asociada a la alteracién de c-myc,
mutaciones de k-ras o inestabilidad de microsatélites. En otro analisis, los polimorfismos
del coddn 72 del gen p53 y del coddon 462 del gen RNASEL no presentaron diferencias
entre casos y controles, o en la edad de diagndstico del cancer colorrectal. De manera
similar, no hubo asociacién entre dichos polimorfismos y la presencia del ADN del VPH.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, el ADN del VPH puede detectarse de manera
frecuente en la mucosa del colon, pero la necesidad de realizar amplificaciones anidadas
indica que este se encuentra en un muy bajo nimero de copias y probablemente no
realiza infecciones productivas. La distribucion relativamente uniforme del virus en los
diferentes grupos, asi como la falta de asociacién con los factores histo-patoldgicos,
alteraciones genéticas y/o polimorfismos génicos, apuntan a que el VPH no posee un
papel significativo en las neoplasias colorrectales. Es probable que el Papilomavirus surja
como un pasajero circunstancial del transito gastrointestinal, y sea detectado en
prevalencias variables debido a varios factores, los cuales son discutidos extensamente
en el trabajo. La relaciéon esquiva entre el cancer colorrectal y otros agentes infecciosos
también es analizada. Finalmente, los resultados de las alteraciones genéticas de acuerdo
al grado de inestabilidad de microsatélites y a otras caracteristicas histo-patolégicas
apuntan a que el cancer colorrectal es una enfermedad muy heterogénea, no faciimente
separable en fenotipos moleculares, y de naturaleza claramente multifactorial.

Abstract

Colorectal cancer is the most prevalent affection of the gastrointestinal system and one of
the main causes of cancer deaths in the World. In the molecular context, it develops as a
multistep process; characterized by a sequential order of genetic alterations that takes
place at the same time as the adenoma- carcinoma sequence progresses. Several
hypotheses have been postulated on colorectal cancer etiology, but the real causes and
genuine mechanisms have not been entirely elucidated. Due to the growing interest vert
into the relationship between infections and cancer, various researchers have considered
the implication of different microorganisms in colorectal cancer. In this way, some studies
have reported the presence of Human Papillomavirus (HPV) in the normal mucosa and
colorectal tumors. However, the mere presence of HPV in colon mucosa is a highly
controversial issue. That is mainly because it is known that HPV has a strong tropism for
stratified epithelium. The objective of this study is to examine the presence of human
Papillomavirus in colorectal cancers and to assess its role based on the potential
association with known histo-pathological features.

Two hundred and ninety one samples obtained from 274 patients attending public
Hospitals of the city of La Plata, were analyzed. Samples were divided in 94 controls, 86
adenomas, 87 colorectal adenocarcinomas (one to five samples per tumor), and 24
hyperplastic polyps. The presence of HPV DNA was assessed by nested PCR with
GP+/My primers in low stringency conditions, and nested PCR for E2 gene as indirect
marker of viral integration. In addition, c-myc amplification level was studied by a reference
locus co-amplification assay, the mutational status of codon 12 and 13 of k-ras gene by
RFLP, and microsatellite instability by amplification of markers BAT26 and BAT40 for
samples without control DNA, and additional markers D2123 and D17S250 for samples
with control DNA. In second place, the genotype distributions of p53 codon 72 and
RNASEL codon 462 polymorphisms were studied by pyrosequencing technology.

Global HPV DNA prevalence was 29%. Although there was no significant difference
among groups, viral distribution was variable (20%-38%). HPV 16 and 18 were the most
commonly detected types, and approximately 25%-50% of the analyzed cases showed E2
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gene interruption. HPV infection was not associated with age, tumor size, differentiation
grade, colorectal cancer stage, although there was a trend of increasing infection in
women. Regarding oncogenes, highest grades of c-myc amplification were related to
lymphatic nodes involvement (Stage Ill), a lesser tumor size, and poor histological
differentiation. K-ras mutations were homogeneously distributed in colorectal stages,
although they were significantly associated with high grade dysplasia in adenomas. The
incidence of microsatellite instability accounted for 9% of colorectal tumors. When groups
were compared, HPV infection was not associated with c-myc alterations, k-ras mutations
or microsatellite instability. In other analyses, p53 codon 72 and RNASEL codon 462
polymorphisms did not show differences between controls and cases, or the age of
diagnostic for different genotypes. Similarly, there was no association between such
polymorphisms and HPV DNA. According to the obtained results, HPV DNA can be
detected frequently in colon mucosa, although the requirement of nested amplifications
indicates that the virus is in low copy numbers and probably not originating productive
infections. The relatively uniform distribution of the virus among different groups, as well as
the lack of association with histo-pathological features, genetic alterations or
polymorphisms supports the idea that HPV does not have a significant role in colorectal
neoplasias. It is probably that Papillomavirus emerges as a transient passenger, and be
detected in variable proportions due to several factors, many of which are extensively
discussed in this thesis. The elusive relationship between colorectal cancer and other
infectious agents is analyzed. Finally, the results obtained from genetic alterations
according to instability of microsatellite data, and other histopathological features, indicate
that colorectal cancer is an heterogeneous disease, not easily classified in well established
molecular phenotypes, and clearly of multifactorial nature.
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1.2 Cancer colorrectal

Los agentes capaces de inducir neoplasias incluyen una serie variada de carcinégenos,
dentro de los que se pueden encontrar sustancias guimicas, radiaciones ionizantes vy
virus oncogénicos. En el contexto de la biologia molecular, la carcinogénesis es un
proceso de multiples pasos, caracterizados por la acumulacion de alteraciones en los

genes gue gobiernan la proliferacién, anclaje y migracion celular.

El cancer colorrectal es la afeccion gastrointestinal mas prevalente y una de las
principales causas de muerte por cancer en el mundo. Estudios epidemiolégicos de
poblaciones migrantes revelan que los factores ambientales y de estilo de vida juegan un
papel importante en el desarrollo de este tipo de cancer. En este sentido, los paises con
habitos occidentalizados, como la Argentina, presentan las mayores tasas de incidencia.
A pesar de los grandes avances en el entendimiento de la biologia molecular del cancer
colorrectal, las causas primeras no han sido determinadas, en parte por la falta de

claridad de los conceptos existentes sobre su etiologia.

Estudios recientes han reportado la presencia del ADN del virus del papiloma humano
(VPH) en la mucosa normal y tumores del colon. Debido a su conocida asociacion con las
neoplasias de otros tejidos, se ha sugerido un posible papel del VPH en la carcinogénesis
colorrectal. Sin embargo, hasta la fecha se han publicado escasos trabajos sobre el tema

y la real incidencia del virus en este sitio anatomico todavia es desconocida.
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1.2.1 Epidemiologia

El cancer colorrectal es una de las neoplasias que se diagnostican con mas frecuencia en
el mundo occidental. Globalmente, constituye la segunda causa de muerte por cancer,
ubicandose detras del cancer de pulmén en hombres y el cancer de mama en mujeres
(Shibuya et al., 2002). Se estima que existen 783.000 nuevos casos por afio, de los
cuales la mitad desarrollan metastasis o formas recurrentes. La supervivencia a los 5
afios es del 62% vy esta relacionada con el estadio tumoral y la edad del paciente
(Bruckner et al., 2000). La méaxima incidencia de esta enfermedad se encuentra en la
séptima década, representada igualitariamente entre hombres y mujeres. La mayoria de
los casos de cancer colorrectal son esporadicos (85-95%), es decir, sin historia familiar
prominente, mientras que los sindromes hereditarios constituyen el 5-15% de los
restantes. Ademas, hay un numero de casos en donde la enfermedad no sigue una
herencia mendeliana clasica, presumiblemente por efecto de la penetrancia o por causas

multifactoriales (Brose et al., 2000).

Existe un marcado contraste en la incidencia del cancer colorrectal a lo largo del mundo.
Las naciones industrializadas, con estilos de vida occidentalizados, poseen una mayor
incidencia que los paises en vias de desarrollo. Ademas, las poblaciones inmigrantes
tienden a adoptar los riesgos de las regiones a las que migran. Esto sugiere que los
factores ambientales poseen un rol fundamental en el desarrollo del cancer colorrectal

(Janout y Kollavoré, 2001).

Argentina presenta una mortalidad elevada en relacion a otros paises de América Latina.
Las cifras publicadas por Matos y col. (2003) revelan una tasa de 14,5 muertes cada
100.000 habitantes para el sexo masculino y de 9/100.000 para el sexo femenino (periodo
1997-2001). La tasa de incidencia registrada para el Partido de La Plata (Region XI,
10.037.000 habitantes), para el periodo 1996-2000, fue de 29 casos cada 100.000
habitantes para el sexo masculino y de 24,67/100.000 para el sexo femenino
(FUNDONAR).
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1.2.2 Sindromes hereditarios

Se reconoce que entre el 5y el 15% de los casos de cancer colorrectal son ocasionados
por formas hereditarias de la enfermedad. Estas incluyen un numero apreciable de
sindromes, los cuales se subdividen en tipos poliposos vy no poliposos, segun se formen o
no proliferaciones colénicas (adenomas o po6lipos adenomatosos) en gran cantidad (Burt
et al., 1988; Brose et al., 2000).

Los sindromes hereditarios poliposos se manifiestan a una edad temprana, e incluyen la
Poliposis Adenomatosa Familiar (FAP), el sindrome de Gardner, el sindrome de Peutz-
Jeghers, el sindrome de Turcot y la poliposis juvenil (Bruckner et al., 2000). El sindrome
de FAP posee herencia autosomica dominante y representa menos del 1% de los casos.
Los individuos afectados poseen multiples p6lipos que aparecen en la adolescencia v, si
no son tratados, progresan inevitablemente a carcinomas. Las manifestaciones
extracolonicas son muy variadas, e incluyen lesiones retinales, osteomas, tumores
cerebrales, etc. La causa principal de este sindrome seria la transmision de padres a hijos
de un alelo mutado del gen oncosupresor APC (Burt et al., 1988; Laken et al., 1997; Brose
et al., 2000).

Lynch y col. (1988) han identificado multiples sindromes hereditarios no poliposos de
cancer colorrectal (HNPCC). Estos constituyen el 5-15% de todos los casos y se heredan
de forma autosdmica dominante (Lynch et al., 1996; Aaltonen et al., 1998). Algunas
caracteristicas de los sindromes HNPCC son un comienzo temprano de la enfermedad
(antes de los 50 afios), predominancia de tumores en el lado derecho del colon vy
desarrollo de proliferaciones malignas en otros sitios del cuerpo. La causa principal de
esta patologia seria la herencia de un alelo mutado de un gen de reparacion del ADN,
como hMLH1 (>90% de los casos) (Peltoméki y Vasen, 1997).
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1.2.3 Vias putativas de la carcinogénesis colorrectal
1.2.3.1 Via de la inestabilidad cromosdmica

A lo largo de los dltimos 20 afios se han propuesto varios modelos sobre la
carcinogénesis del cancer colorrectal. Dos vias son ampliamente aceptadas, la primera es
el llamado modelo supresor o de pérdida de la heterocigocidad (LOH), cuyas bases
genéticas fueron propuestas por Fearon y Vogelstein (1990). Este modelo explica
aproximadamente el 85% de los casos esporadicos y se caracteriza por una acumulaciéon
progresiva de alteraciones genéticas que acompafian la evolucién histoldégica de los
polipos adenomatosos al carcinoma invasor (Figura 1.1). En dicha secuencia ocurre la
mutacion ordenada de los genes oncosupresores APC, p53 y DCC, asi como la activacion
de los oncogenes k-ras y c-myc. Los tumores generados por esta via demuestran una
marcada inestabilidad cromosdémica, siendo comun las deleciones en los cromosomas 5q
(FAP), 17p (p53) y 189 (SMAD4) (Vogelstein et al., 1988; Konishi et al., 1996).

Inestabilidad Cromosdmica
Delecidn 1p, 8p; LOH 17p, 18q
APC K-ras DCC P53
| . J ) .
| Adenoma N\ Adenoma | Adenoma . .
Normal . . i Carcinoma
temprano intermedio tardio
? ? ? ?
MSH1, MSH2, . Riesgo

MLH1, otros 4
Inestabilidad de Microsatélites
Hipermetilacion TGFBR2, IGFIIR, BAX

Figura 1.1 Modelo molecular del desarrollo del cancer colorrectal (Basado en Séreide et
al., 2006). LOH es pérdida de la heterocigosidad (Loss of Heterocigosity). DCC (Deleted in

colorectal cancer). BAX (Bcl 2 Associated X protein).
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1.2.3.2 Via del fenotipo mutador

La via alternativa a este esquema se denomina modelo mutador o RER, y se caracteriza
por la aparicion de mutaciones diseminadas por todo el genoma, fendbmeno que es
observado en el 15% de los canceres colorrectales esporadicos y en el 90% de los casos
de HNPCC (Peltoméaki y Vase, 1997). Una caracteristica comun en estos tumores es la
inestabilidad de pequefias secuencias repetidas de ADN, denominados microsatélites
(Cuadro 1). ElI modelo se basa en que, eventualmente, algunas de las mutaciones
diseminadas ocurrirdn en genes implicados en el control del ciclo celular, promoviendo la

transformacion maligna (llyas y Tomlinson, 1996).

Cuadro 1. Microsatélites

Los microsatélites son repeticiones en tandem de secuencias repetidas que ocurren
abundantemente y estan dispersas aleatoriamente a través del genoma humano.
Tipicamente consisten en 10 a 50 copias de 1 — 6 motivos, y estan caracterizados por un
alto nivel de polimorfismos. A pesar de la variabilidad observada entre individuos, los
microsatélites son replicados fielmente en cada division celular en las células germinales y

sométicas (Weber y Wong, 1993).

En 1993, tres grupos de investigaciéon describieron un nuevo tipo de inestabilidad
gendmica, que ha sido llamada inestabilidad de microsatélites (microsatellite instability o
MSI) o fenotipo de error de la replicacién (replication error o RER), que como fue expuesto
anteriormente, se presenta en la mayoria de los individuos con HNPCC o en un subgrupo

de individuos con cancer colorrectal esporadico (Thibodeau et al., 1993).

En céncer colorrectal, se han descripto tres fenotipos diferentes de MSI: el fenotipo MSI-H
que es caracterizado por MSI en >30-40% de los loci examinados, el fenotipo MSI-L que
es caracterizado por < 30-40% de los loci examinados y el fenotipo MSS que se
caracteriza por una ausencia de MSI en cualquier loci (Thibodeau et al., 1998). En CRC
esporadico el MSI-H esta relacionado con una histopatologia diferente a MSS y MSI-L
(Thibodeau et al., 1998; Lengauer et al., 1997).
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El fenotipo de MSI-H resulta de la accibn de maquinaria de reparacion de ADN
defectuosa. Las mutaciones inactivantes en al menos cinco genes de reparacion de ADN
(hMLH1, hMLH2, PMS1, PMS2, y hMSH6/GTPBP) son la causa del genotipo MSI-H en
tumores HNPCC (Bronner et al., 1994). La hipermetilacién del promotor hMLH1 seria la
etiologia del fenotipo MSI-H en el 90% de los carcinomas colorrectales esporadicos
(Herman et al., 1998).

La inestabilidad de microsatélites ha sido reportado en una variedad de enfermedades
malignas, aunque entre tumores esporadicos, el fenotipo MSI-H parece ser mas comun en
tumores de estémago, endometrio y el tracto urinario superior (Revisado en Parc y
Halling, 2001).

1.2.4 Vias alternativas

Existen vias alternativas propuestas, que intentan explicar un nimero menor de casos
poco frecuentes de carcinomas colorrectales, como el carcinoma metaplasico escamoso
colorrectal, o la secuencia de adenomas serratos a carcinomas. Una revision detallada de

estas vias fue expuesta por llyas y colaboradores (1999).

1.2.5 Factores de riesgo

Se han identificado un nimero apreciable de factores de riesgo para el desarrollo del
cancer colorrectal. Sin embargo, el 75% de las neoplasias del colon ocurren en pacientes
sin factores predisponentes conocidos (Winawer et al., 1997). Esto ha llevado a
considerar a la poblaciéon general como un grupo de riesgo intermedio, y a los grupos de
individuos con una exposicion especifica a algun factor como de riesgo intermedio o alto

(Gazelle et al., 2000). Se detallan a continuacién los factores de riesgo mas importantes:

Historia familiar, sindromes hereditarios y enfermedades inflamatorias del colon- Los
individuos con riesgo extremo de desarrollar cancer de colon padecen algun sindrome
hereditario, como FAP o HNPCC, o alguna enfermedad inflamatoria del colon (IBD)

(Gazelle et al., 2000). El cancer se desarrolla generalmente luego de 8 afios de colitis
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ulcerosa o enfermedad de Crohn (Ekbom et al, 1990). Por otro lado, una historia familiar
de céancer de colon en uno o mas parientes cercanos incrementa las chances de un
individuo, en especial cuando es mas cercano el parentesco, mas familiares se

encuentran afectados y mas precoz es la edad del inicio (Fuchs et al., 1994).

La Dieta- La dieta posee un rol fundamental en el desarrollo del cancer colorrectal.
Estudios epidemiologicos sugieren que una dieta rica en vegetales actiia como un factor
protector de la mucosa del colon, mientras que la ingesta de carnes rojas y grasas se
asocia a un incremento del riesgo oncogénico (WCRF, 1997; CMAF, 1998). Sin embargo,
una buena parte de los trabajos entran en contradicciéon con estos resultados, en especial
cuando se trata del efecto de las carnes rojas (Key et al.,, 1998). Se detallan a
continuacién algunas de las hipétesis de dicha asociacién: i) Los mutagenos aparecen
naturalmente en las comidas como resultado de la coccién de las carnes (Sinha y
Rothman, 1999). ii) Las bacterias col6nicas normales promueven la conversién de los
acidos biliares a quimicos promotores de tumores en un ambiente rico en grasas
(Bingham, 2000).

Edad- Las personas por encima de 50 afios de la poblacion general asintomatica
constituyen un grupo de riesgo incrementado para el desarrollo de cancer colorrectal. Se
ha calculado que el 93% de los casos ocurren en esta fraccion etaria de la poblacion
(Gazelle et al., 2000). Se recomienda que el screening deba comenzar a esta edad, o
anteriormente si hay historia familiar de cancer de colon. Las técnicas disponibles
actualmente son: test de sangre oculta en las heces, tacto rectal, sigmoidoscopia,

colonoscopia y enema de bario (Winawer et al., 1997).

Historia personal de cancer colorrectal y otros canceres.- Individuos con una historia
personal de pdlipos adenomatosos en el colon o cancer colorrectal estan en alto riesgo.
De manera similar, una historia previa de otros canceres, tales como cancer de vejiga, de

ovario, de mama y de endometrio también aumentan el riesgo relativo (Vifiez et al., 2003).
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Factores de estilo de vida- Se ha reportado que los siguientes habitos son factores de
riesgo leves para el desarrollo del cancer colorrectal: consumo de alcohol, tabaco, dieta
rica en azlcar, falta de actividad fisica o sedentarismo, obesidad y la vida en ambientes
urbanizados (Baron et al., 1998; Muiioz et al., 1998; Baron et al., 1999).

Factores protectores- Estudios epidemioldégicos han demostrado que el consumo de
aspirina, la suplementacién con calcio, selenio, NSAIDS, estrégeno, folatos/ metionina,
fibras, la actividad fisica importante y la terapia hormonal postmenopdausica disminuirian el
riesgo de desarrollo del cancer colorrectal (Marcus, 1995; Matzakos et al., 2002; Vifiez et
al., 2003).

1.2.6 Historia natural y estatificacién del cancer colorrectal

El intestino grueso constituye el segmento terminal del tubo digestivo, comunica con el
intestino delgado por la valvula ileocecal y con el exterior a través del orificio anal. Su
longitud es de 1,8 metros y esté dividido en el ciego, colon y recto. La superficie exterior
del intestino grueso cuenta con un conjunto de elevaciones y surcos. Interiormente
presenta epitelio cilindrico, sin vellosidades, y musculatura lisa dispuesta en dos estratos.
El intestino grueso esta revestido de peritoneo, excepto en la mitad inferior de la porcion
rectal, y se une a la pared abdominal posterior mediante un pliegue (mesocolon) (Figura
1.2).

El colon es la porcidbn media del intestino grueso. Se extiende desde el ciego al recto. La
parte ascendente enlaza con el ciego y llega hasta el nivel del higado en el llamado
angulo hepético del colon. El colon transverso, en su continuidad con el descendente,
constituye el llamado angulo esplénico, por su proximidad al bazo. El llamado colon
sigmoide es la prolongacion del colon descendente. El recto tiene unos 5 cm de longitud y

presenta una porcién perineal o anal, que se abre al exterior por el ano.
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La historia natural del cancer colorrectal esta4 bien descripta, aunque no bien entendida.
Esta generalmente aceptado que la mayoria de estos canceres comienzan como polipos
adenomatosos (tumores benignos de origen glandular), teoria conocida como la
secuencia adenoma-carcinoma (Muto et al., 1975). El primer paso en el desarrollo del
tumor es el inicio de la displasia: se piensa que las criptas (glandulas) displasicas son la
primera manifestacién histol6gica (adenomas unicriptales). Los pdélipos crecen
gradualmente en tamafio y cambian su arquitectura glandular a una vellosa. Los p6lipos
vellosos poseen un riesgo 10 veces mayor de transformaciéon maligna en comparacion
con otros tipos (Atkin et al., 1992). Aunque no se conoce la tasa, sélo un pequefio
porcentaje de estos pélipos progresan a cancer. Las células de los adenomas presentan
una displasia leve, que pasa a ser moderada, y luego a severa seguida por un cambio
maligno, resultando en invasion local con eventual metastasis en sitios distantes (Muto et
al.,, 1997). El progreso de adenoma a carcinoma puede tomar de 7 a 20 afios, vy
probablemente muchos pacientes mueran antes de que se manifieste la enfermedad
(Ransohoff y Lang, 1991).

Aungue los tumores pueden ser encontrados en cualquier sitio del colon, la mayoria se
presenta en el colon izquierdo (distales al angulo esplénico) (51 al 61%), el restante se
distribuye equitativamente en otros segmentos (Dayal y Delellis, 1989; Donald vy
Burhenne, 1993). Datos epidemiolégicos sugieren que los tumores distales y proximales
constituyen diferentes formas o subtipos de céncer colorrectal, tal vez influenciados por

diferentes factores ambientales y genéticos (lacopetta, 2002).

Muchas organizaciones y grupos de especialistas han recomendado la gradacion TNM
para el cancer colorrectal, aungue el sistema Duke sigue siendo muy popular (figura 1.3),
modificacién Astler / Coller (AJCC, 2002). En la tabla 1.1 y 1.2 se comparan los sistemas

de clasificacion.

Es importante mencionar que no se ha encontrado una herramienta de screening o un
marcador genético temprano confiable que se pueda utilizar con alto valor pronostico
(Diez Alonso et al., 2001). En este sentido, el estadio tumoral sigue siendo el marcador
mas util de supervivencia: Un paciente en Duke A tiene una probabilidad de sobrevida a 5

afios del 70%; en B, del 45%; en C, del 20%; vy en D, practicamente nula (Bosman, 1995).
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Colon transverso

Figura 1.2 El colon se puede dividir en

Colon
ascendente

varias partes: colon derecho o ascendente,
colon transverso, colon izquierdo o
descendente y sigma o sigmoideo. El recto
se subdivide en tercio superior, medio e

inferior.

Fase | Fase Il Fase lll

Mucosa —

Muscularis mucosae —>
SUBMUCOSA —>

Muscularis  _|

propia

Serosa ——> A RS s R A RO AL
Ganglio Vasos
linfatico sanguineos

Figura 1.3. Representacion histologica de los estadios del cancer colorrectal. La fase IV

pertenece al estadio metastésico.
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Tabla 1.1 Comparacion de los sistemas de clasificacion del cancer colorrectal.

Fase (TNM) N6d. linfaticos Metastasis Sistema Duke y
Tumor . - - .,
regionales distantes modificacion Astler- Coller
0 Tis NO MO --
| T1 NO MO Dukes A 0
T2 NO MO Astler-Coller A y B1
Dukes B o
A T N M
3 0 0 Astler-Coller B2
Dukes B o
1B T4 NO MO
Astler- Coller B3
Dukes C o
A Ti-T2 N1 MO Astler-Coller C1
Dukes C or
IIB T3-T4 N1 MO
Astler-Coller C2-C3
Dukes C o
nc Cualquier T N2 MO
valqul Astler-Coller C1-C3
\Y; Cualquier T Cualquier N M1 Dukes -- 0
d a Astler-Coller D

Tabla 1.2 Nomenclatura de la clasificacion del cancer colorrectal.

Tumor primario

To no puede valorarse.

Tis cancer in situ.

T1 invade submucosa.

T2 invade muscular propia.

T3 invade la subserosa o grasa
perirrectal.

T4 invade serosa o estructuras

vecinas.

Metastasis en nédulos
linfaticos

NO no adenopatias afectas.
N1 de 1 a 3 adenopatias
afectas.

N2 cuatro o mas adenopatias
afectas.

N3 adenopatias afectas en el

curso de los vasos principales.

Metéastasis distantes

MO ausencia de metastasis.

M1 metastasis a distancia,
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1.3 Oncogenes

Los proto-oncogenes codifican proteinas relacionadas a la regulacion del ciclo celular, se
pueden encontrar en varios compartimentos sub-celulares y generalmente son
componentes de las cascadas de sefalizacién intracelular. En ciertos casos, la mutacién
de un proto-oncogén altera su estructura o patrén de expresion, y se generan variantes
con funcion alterada. Estas variantes se denominan oncogenes si actian promoviendo la
tumorigénesis. Segun su funcién, los proto-oncogenes se dividen en: factores de
crecimiento, receptores de membrana, proteinas de transduccién de sefales, guinasas

intracelulares de tirosina o treonina/serina y factores de transcripcion.

1.3.1 C-myc

La familia multigénica Myc se encuentra compuesta por seis loci relacionados en términos
de estructura y funcién: C-myc, N-myc, L-myc, P-myc, R-myc, y B-myc. Se localizan en
diferentes cromosomas y su alteracion genética ha sido asociada a un gran ndmero de
neoplasias, tanto en humanos como en animales (Weinberg, 1989). El gen c-myc, ubicado
en el cromosoma 8q24, esta constituido por tres exones y posee dos sitios de iniciacion.
Cadifica para un factor de transcripcion de 62 kD y esta involucrado en la requlacion del

ciclo celular, diferenciacion y apoptosis (Sears, 1999).

La proteina c-myc reqgula la transcripcion de un gran niamero de genes involucrados en la
progresion celular, como la Ciclina D o hTERT (Wu et al., 1999; Bouchard et al., 1999).
Ademas, es uno de los elementos cruciales en el equilibrio entre la proliferacion celular y
la apoptosis, y su expresion inapropiada puede llevar este balance a la direccion

equivocada (Luscher, 2001).

El mecanismo mas frecuente de activacion de c-myc es la amplificacién génica y posterior
desrequlacion de la expresion. Dicho evento es caracteristico de varias formaciones
malignas humanas y estd comiUnmente asociado a tumores agresivos y pobremente
diferenciados (Pelengaris y Khan, 2003). Sin embargo, como la mayoria de los tumores
humanos estdn muy avanzados en el momento de su deteccion, es dificil valorar en qué

estadio ocurre la activacién de este proto-oncogén (Spencer y Groudine, 1991).
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El primer reporte sobre la activacion de c-myc en cancer de colon fue en ratones, donde
se detectd su sobreexpresiéon y amplificacion génica (Yander et al., 1985). En los
humanos, la activacion de este proto oncogén es un evento comun en el desarrollo del
cancer colorrectal y parece estar relacionado con el inicio y la progresion tumoral,
detectandose en aproximadamente el 70% de los casos (Diez Alonso et al., 2001).
Estudios experimentales indican que la activaciéon de c-myc seria causada, al menos en
parte, por las mutaciones del gen APC, que estimulan la expresibn de c-myc via
acumulacion de la proteina B-catenina (Fearon y Dang, 1999). Por otra parte, los
mecanismos gue subyacen a la amplificacion génica en los carcinomas del colon todavia
permanecen sin explicacion. En este sentido, existe suma controversia en cuanto a la
frecuencia y momento de deteccion. En general se acepta que la tercera parte de los
carcinomas del colon presentan un incremento en las copias de c-myc, y que mayores
niveles de amplificacion estdn asociados a fenotipos celulares mas agresivos, aungue
mas susceptibles a los tratamientos con sustancias guimioterapéuticas (Augenlicht et al.,
1997; Arango et al., 2001).

1.3.2 La Superfamilia ras

La familia ras codifica para proteinas que funcionan en la célula como interruptores de las
grandes vias de sefalizacién intracelular, controlando principalmente la diferenciacion y
proliferacién celular. Las mutaciones en estos genes se han identificado en gran parte de

los carcinomas humanos (Bos, 1989).

Las proteinas clasicas Ras, codifican para cuatro proteinas altamente relacionadas: H-ras,
N-ras y K-ras, esta Ultima con dos variantes alternativas K-ras4A y K-ras4B (Barbacid,
1987).

1.3.2.1. K-ras

El gen k-ras codifica para una proteina de 21 kDa, que se encuentra en la membrana

celular, posee actividad GTPasa y esta involucrado en la transduccién de sefiales,
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proliferacién y diferenciacién celular (Bos, 1989). Este proto-oncogén se encuentra
ubicado en el cromosoma 12 y un Unico evento de mutacién lo puede activar. Las
mutaciones en los codones 12 y 13, y menos frecuentemente en el codén 61, son
alteraciones comunes del cancer colorrectal y otros canceres (Andreyev et al., 1997),
conduciendo las células a la proliferacion descontrolada como a la transformacion
maligna. Las mutaciones en los genes H-ras y N-ras, por otro lado, son menos frecuentes
(Glarakis et al., 1998). De acuerdo a los datos publicados, las mutaciones de k-ras
delimitan la transicién desde adenoma tardio a carcinoma temprano, mutados en 10-20%
de los casos al 30-50%, respectivamente (Vogelstein et al., 1988; Andreyev et al., 1997;
Andreyev et al., 1998).

Se han realizado numerosos estudios con el fin de establecer la asociacion de k-ras e
infeccion por VPH. En este sentido, se sabe que el virus coopera en la inactivacion de
controles importantes en la preservacion de la integridad genomica, promoviendo la
aparicion de mutaciones activadores. Hasta ahora, se ha encontrado que las mutaciones
del coddén 12 y 13 se encuentran asociadas con la infeccion por el VPH en el cancer
cervical (Golijow et al., 1999). Por otro lado, solamente un trabajo se ha publicado con
mutaciones de k-ras e infecciones de VPH en el colon, donde se encontré que ambos

eventos son independientes unos de otros (Buyru et al., 2006).

1.4 Genes supresores de tumores

En contraste con las mutaciones activadoras que generan alelos oncogénicos de los
proto-oncogenes, los genes supresores de tumores pierden su habilidad para reqular el
crecimiento celular cuando estan mutados. En este caso, la pérdida de funcién es la que
contribuye al desarrollo del tumor. Estos genes son recesivos y por lo tanto ambos alelos
deben ser defectuosos para contribuir en el proceso de la transformacion celular. Al igual
gue los proto-oncogenes, las funciones normales de los genes supresores de tumores son
diversas, y sus productos se localizan en distintos compartimentos sub-celulares. Se
conocen hasta el momento al menos 10 genes supresores de tumores, dentro de los
cuales podemos mencionar a los genes Rb, p53, BRCA1, BRCA2, DCC, APC, WWOX vy
p16.
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1.4.1 Proteina p53, el guardian del genoma

El gen p53 esta localizado en el cromosoma 17 y codifica para una fosfoproteina nuclear
de 393 aminoacidos. Esta forma un complejo tetramérico que reconoce una secuencia de
ADN, regulando la expresion de varios genes (Soussi y May, 1996). La activacion de p53
resulta en la transcripciébn de numerosos genes que regulan directamente la proliferacion
celular, la apoptosis, la estabilidad genomica y la diferenciacion celular. Estos genes
incluyen a p21"VA"YP1 GADD45, MDM2, 14-3-3-s, BAX, B99, TSP1, etc. (Nakamura,
2003).

Una de las funciones més importantes de p53 es el arresto del ciclo celular. Cuando se
produce una alteracién en la secuencia normal del ADN, p53 activa la sintesis de p21.
Esta se une al complejo CDK/ciclina D, impidiendo la progresion del ciclo celular a través
de G1. Simultaneamente, se activa la via de reparacion y sintesis del ADN, mediante la
expresion de los genes PCNA y GADDA45. Si el dafio del ADN es severo, p53 activa genes
relacionados a la induccion de la apoptosis, tales como BAX o KILLER/DR5 (Woods y
Vousden, 2001).

El gen p53 se encuentra mutado en el 50% de todos los tipos de cancer humanos,
constituyendo el blanco génico mas alterado (Hollstein et al., 1991). La funcién normal de
p53 puede perderse de numerosas formas, la mas comun es la delecién de una regién del
cromosoma 17p y mutacion sutil en el otro alelo. Esto ha sido documentado en un gran
namero de neoplasias, incluyendo las de cerebro, pulmon, higado, vejiga y colon (Nigro et
al., 1989; Harris, 1993).

1.4.1.1 Polimorfismo del codon 72 del gen p53

Se han descripto dos variantes del gen p53, en relacion a un sitio polimérfico en el codén
72, la variante arginina (p53Arg) v prolina (p53Pro). Estas dos isoformas despliegan
diferencias funcionales en sus actividades bioquimicas vy bioldgicas (Beckman et al., 1994;

Thomas et al., 1996). Este polimorfismo ha sido extensamente estudiado en el cancer
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cervical, debido a que se ha demostrado que la variante p53Arg es hasta siete veces mas
susceptible a la degradacion dirigida por la proteina viral E6 del VPH que la variante
p53Pro. Por lo tanto, se ha especulado que el genotipo homocigota p53Arg/Arg tendria
una mayor susceptibilidad de desarrollo de neoplasias asociadas al VPH (Storey et al.,
1998). En lo concerniente al cancer cervical, los resultados delatan un riesgo mayor para
adenocarcinomas (OR=1,7) en comparacion con carcinomas de células escamosas (OR=
1,5) (Koushik et al., 2004).

Independientemente de la interaccion con el VPH, se ha demostrado que las variantes del
codon 72 de p53 son funcionalmente diferentes in vitro, y que ademas el alelo p53Arg
induce la apoptosis al menos cinco veces mas eficientemente que la variante prolina
(Dumont et al., 2003). Hasta la fecha, las investigaciones se han extendido hacia todos los
tipos de carcinomas, inclusive el cancer colorrectal (Murata et al., 1996; Sayhan et al.,
2001; Pérez et al, 2006; Kriger et al., 2005; Kriger et al., 2007), y en especial en aqguellos

cuyo desarrollo se sospecha estar involucrado el Papilomavirus humano.

Los resultados obtenidos en grupos de pacientes con cancer colorrectal son
contradictorios. Mientras que estudios realizados en poblaciones en Turquia y Japén
(Kawaijiri et al., 1993, Murata et al., 1996) no mostraron correlacién entre el polimorfismo
de p53 y neoplasias de colon, un trabajo preliminar a la presente tesis conducido en 53
carcinomas obtuvo una leve pero significativa diferencia en la distribucién de los genotipos

respecto a una poblacion normal (Pérez et al., 2005).

1.4.2 El gen RNASEL

El gen RNASEL codifica para una proteina quinasa de 740 aminoacidos, denominada
RNase L, que posee tres dominios y capacidad de dimerizarse, y se localiza en el brazo
largo del cromosoma 1 (1025.3) (Smith et al., 1996). RNase L tiene actividad
endorribonucleasa y actia como mediador en la via del sistema oligoadenilato ligado a
2’-5’ (2-5A) regulado por interferén, el cual esta asociado a actividades antivirales y pro
apoptoticas. A través del sistema de transduccién de JAK-STAT, el interferon induce a la

familia de oligosintetasas 2’-5’ OAS, que a su vez son activadas por ARN doble cadena.
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Las OAS convierten el ATP en pirofosfato y en una serie de pequefios oligoadenilatos
ligados a 2’-5’ conocidos como 2-52 (Zhou et al., 1993). La Unica funcion bien conocida de
esta via es la activacion de Rnase L, que posee un dominio de unién y de represion en el
extremo N terminal, y un dominio similar al de una quinasa y ribonucleasa en el extremo C

terminal (Silverman, 2003).

Existe evidencia que indica que Rnase L esta asociado a la induccién y regulacion de la
apoptosis en respuesta a infeccion virales o a otros estimulos externos (Xiang et al.,
2003). Es mas, los estudios de cancer de préstata hereditario han demostrado que Rnase
L posee una funcién supresora de tumores. El gen se encuentra en un locus de
susceptibilidad para el cancer de prostata hereditario denominado HPC1 (“Hereditary
Prostate Cancer on Chromosome 1g24-25”), donde las alteraciones cromosémicas son
frecuentes en familias que sufren esta enfermedad (Silverman, 2003). En este sentido, los
niveles de la proteina RNase L se encuentran sobre expresados en tumores colorrectales,
lo que parece ser un evento temprano en la carcinogénesis colorrectal (Wang et al.,
1995). En la linea celular derivada de carcinoma de colon HT-29 el efecto coloidal del
tratamiento con interferon gamma (IFNy) y el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa) fue
relacionado a la incapacidad de procesar rRNA, al incremento en la actividad de la
sintetasa 2-5, y posiblemente a la activacion de RNase L dependiente de 2-52 (Chapekar
y Glazer, 1988). Estudios mas recientes sugieren que la activacion de RNse L responde a
un espectro mas amplio de factores: Shock osmaético y de membrana causado por Cloruro
de Calcio, estrés oxidativo ocasionado por H,0,, inflamacion estimulada por TNF alfa y
gquimioterapia. Solamente dos mutaciones de la linea germinal han sido firmemente
asociadas con el cancer de préstata familiar, estas son Glu265X y Metllle, que segun los
estudios en niveles de expresion génica son cambios que inactivan la funcion de la
proteina (Carpten et al., 2002). Con respecto a otros tipos de canceres, se ha encontrado
gue la alteracion de este gen también podria estar asociada a un riesgo incrementado en
cancer de cérvix, de cabeza y cuello y de cancer de mama (Madsen et al., 2008). AlUn
mas, algunos polimorfismos relevantes han sido identificados para Rnase L, dentro de
éstos se destaca el cambio Arg462GIn en cancer de pr@stata esporadico y hereditario
(R6kman et al., 2002).
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1.4.2.1 Polimorfismo del codén 462 de Rnase L

El codbn 462 codifica para un polimorfismo G/A (Arg462GIn) en el nucle6tido 1385 que se
encuentra dentro de la regidn quinasa. Este cambio ha suscitado mucho interés porque la
variante glutamina ha sido asociada con el cancer de prostata hereditario (HPC) vy el

esporadico (R6kman et al., 2002).

El polimorfismo posee dos variantes que estan directamente asociadas a la capacidad de
la enzima de dimerizarse: Se ha demostrado experimentalmente que la variante glutamina
posee tres veces disminuida su capacidad enzimatica respecto a la variante arginina, v
posee menos capacidad para causar apoptosis en respuesta a moléculas 2-5A en

ensayos in vitro (Xiang et al., 2003).

Se ha estudiado este polimorfismo en diversos tipos de canceres, incluyendo el cancer
colorrectal. Un grupo de investigacion liderado por Kriiger y col. encontré una asociacion
significativa entre este polimorfismo vy la edad de aparicion del cancer colorrectal no-
polipésico hereditario. En el estudio, aguellos individuos cuya enfermedad se manifestaba
en promedio a los 40 afios poseian el genotipo Arg/Arg, mientras que en pacientes
GIn/GIn la edad de aparicion era significativamente menor, con un promedio de 34 afos
(Kriiger et al®., 2005). Las razones porque esto sucede se deconocen, pero el grupo de
pacientes asociado presentaba mutaciones de la linea germinal en los genes de
reparacion del ADN MSH2 o MLH1. Hasta ahora, no se ha relacionado el polimorfismo de
RNASEL con el carcinoma colorrectal esporadico. En un trabajo posterior, el mismo grupo
encontré que el codon 72 del gen p53 y el codon 462 del gen RNASEL presentaban un
efecto combinado del tipo aditivo respecto de la edad de inicio del cancer colorrectal

hereditario.
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1.5 Infeccidn y carcinogénesis

Se estima que entre el 15-18% de la incidencia mundial de cancer esta asociada a la
inflamacién causada por agentes infecciosos (zur Hausen, 2002). Sin embargo, este valor
ha sido estimado sobre la informaciéon disponible de canceres de etiologia infecciosa
conocida, tales como cancer de cérvix, gastrico y de higado. A medida que la tecnologia
para detectar agentes biol6gicos avanza y se acumula un niamero mayor de estudios, la
proporcion de canceres asociados a microorganismos podria elevarse. El hallazgo de un
vinculo entre cancer y un agente infeccioso especifico abre nuevas oportunidades, tanto
para la prevencion del cancer como para el entendimiento de la historia natural de la

enfermedad vy el tratamiento de la misma.

Entre las bacterias vinculadas al cancer, la infeccion crénica por Helicobacter pylori
ocasiona inflamacion, Ulceras y cancer gastrico. Su potencial maligno se debe a la accién
de su factor patogénico Cag A (citotoxin associated gene A), que interactlia con proteinas
del ciclo celular resultando en crecimiento celular y movilidad (Lochhead y EI-Omar,
2007). También se ha sugerido una asociacion entre la infeccion por H. pylori y el
adenocarcinoma colorrectal, pero los riesgos relativos obtenidos han sido no significativos
(Burnett-Hartman et al., 2008). Otro caso concreto lo presenta la endocarditis infecciosa
de Streptococcus bovis, un estreptococo del grupo D, no enterococal, y que es
encontrado en la flora normal del tracto gastrointestinal entre el 6-15% de los individuos
adultos. En ocasiones pasa a la sangre y puede ocasionar bacteriemia y endocarditis,
condiciébn que se asocia con neoplasias colénicas prevalentes (Waisberg et al., 2002;
Gold et al., 2004). Otra infeccion bacteriana sospechada de relacionarse con canceres
humanos es producida por Chlamydia trachomattis. Se ha demostrado que esta bacteria
posee varios mecanismos potencialmente oncogénicos, entre los que se destaca la
actividad mitogénica vy la linfo-proliferacion policlonal (Lehtinen et al., 1986; Rasanen et
al., 1986; Fan et al., 1998).

También las parasitosis han sido asociadas con canceres humanos. Los helmintos
(Schistosoma, Opistorchis, Clonorchis) inducen infeccidn crénica en la vejiga, el colon vy
en el recto, incrementando asi el riesgo de transformacidon neoplasica. De las cinco

especies de Schistosoma que infectan los humanos, S. haematobium y S. japonicum
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presentan evidencia considerable sobre una asociacion con el cancer urinario y

colorrectal, respectivamente (Rosin y Hofseth, 1999; Qiu et al., 2005).

La evidencia experimental y epidemiolégica indica un papel preponderante de los virus en
el proceso de transformacion y malignidad celular. Los mecanismos por los cuales estos
promueven transformacion son diversos. De manera indirecta pueden inducir inmuno-
supresion o modificar el genoma del hospedador. Directamente pueden codificar
oncogenes especificos o alterar la expresion de proteinas celulares en el sitio de la
integracién viral (Anttila, 2000). Los Papilomavirus humanos (VPH), virus de la hepatitis B
(HBV), virus Epstein-Barr (EBV) y virus de la leucemia humana de células T (HTLV) son
eiemplos claros de como las infecciones virales explican cerca del 15% de la incidencia

de cancer mundial.

El Virus del Papiloma Humano (VPH) causa proliferaciéon benigna epitelial, pero también
ha sido asociado a canceres animales y humanos. Infecciones especificas de tipos de
VPH anogenitales conducen a un riesgo incrementado de conversién maligna, mientras
que tipos de bajo riesgo causan tumores invasivos cuando se suman condiciones
determinadas en el hospedador. De esta manera, el VPH es el agente causal del cancer
de cérvix, vy ha sido implicado en carcinomas anogenitales y en otros sitios anatémicos
(zur Hausen, 1999).

1.6 Virus del papiloma humano
1.6.1 Clasificacion y estructura

El virus del papiloma humano (VPH) es un agente epiteliotrépico miembro de la familia
Papillomaviridae, género Papillomavirus (van Regenmortel et al., 2000). Debido a su
estructura semejante a los poliomavirus, fue anteriormente clasificado dentro de la familia
Papovaviridae (Raj, 1994). Hasta el momento se han identificado mas de 120 genotipos
virales distintos y se han obtenido secuencias parciales de mas de 80 genomas (Cox et
al., 2001).
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El virion del VPH posee una nucleocapside icosaédrica de 72 capsémeros, desnuda, de
55nm de didmetro. Esta constituido por ADN de doble cadena circular, de unos 8 kb de
longitud, gue se replica en el nucleo celular (Shah y Howley, 1990). Los genomas de los
diversos tipos tienen la misma organizaciobn general, pero pueden diferir
considerablemente en longitud y secuencias. La estructura no envuelta del virus le otorga
una resistencia relativa al calor y a los solventes organicos (Roden et al., 1997; Stoler,
2000).

1.6.2 Genoma del virus del papiloma humano

El genoma del Papilomavirus humano consiste en ADN de doble cadena circular, de
7200-8000 pb., super-enrollado y condensado por su asociacién a proteinas de tipo
histdnicas, en una estructura que se asemeja a la cromatina celular (Shah y Howley,
1990). Contiene mas de diez marcos abiertos de lectura, que revelan ser altamente
conservados entre los miembros de este grupo. La transcripcion del ADN es

unidireccional y de regulacion compleja (Turek, 1994).

El genoma del VPH puede ser dividido en tres regiones: 1)- La region de control larga
(LCR) o reqién regulatoria rio arriba (URR), que posee las secuencias de regulacion para
la replicacion y la expresién génica. Este segmento varia substancialmente entre los tipos
de VPH individuales y posee aproximadamente 1000 pb. 2)- La regién temprana (E), que
comprende los genes E1-E8, involucrados en la persistencia del genoma, replicacion del
ADN vy activacion del ciclo litico. Esta regién abarca del 50 al 70% del genoma viral. 3)- La
reqgion tardia (L), que contiene los genes que codifican los componentes de la capside, L1
y L2. Una de las proteinas de la cdpside, L1, tiene un peso molecular de 55.000 dalton y
su marco abierto de lectura (ORF) esta altamente conservado entre los distintos tipos de

Papilomavirus.
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Figura 1.4. Mapa gendémico del VPH 16 donde se delimitan los marcos de lectura abierta.

1.6.3 Diversidad genética del VPH

Existen mas de 120 tipos de VPH, los cuales se clasifican segun el grado de homologia
de las secuencias de ADN. Se considera un nuevo tipo de VPH cuando el marco abierto
de lectura L1 presenta mas del 10% de diferencia respecto de prototipos establecidos
(Delius et al., 1998). La gran diversidad genética resultante se explica por una dilatada co-
evolucion con los humanos y los mamiferos en general (Bernard, 1994). Basado en la
composicion de los acidos nucleicos se han definido numerosos subgrupos, los cuales se

corresponden en buena manera con los agrupamientos clinicos (Ldrincz et al., 1992).

Los Papilomavirus pueden ser agrupados en tipos cutaneos y mucosos segun infecten
células basales de la piel o las mucosas. El primer grupo consiste en tipos comunes a la
poblacion general, como son los agentes etiolégicos de las verrugas plantares (VPH-1),
verrugas comunes (VPH-2, -4), y de la condicién epidermodysplasia verruciformis (VPH -
5, -8). El segundo grupo esta constituido por miembros que causan infecciones en el
epitelio anogenital u orofaringeo: los tipos VPH-6, 11, 34, 40, 42, 44, 53, 55, 59, 61, etc.,
se denominan tipos virales de bajo riesgo por hallarse asociados a una variedad de
proliferaciones benignas: neoplasias intraepiteliales, papilomas faringeos, orofaringeos y
anogenitales, gueratocantomas, verrugas anogenitales y displasias leves. Los tipos VPH-
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, etc., son considerados de alto riesgo porgue estan

comunmente asociados a lesiones displasicas moderadas o severas y al cancer cervical
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invasor, cancer de vulva, de vagina, pene y ano (zur Hausen, 1996; Bonnez y Reichman,
2000; Stoler, 2000).

1.6.4 El ciclo bioldgico del VPH

El ciclo biol6gico del Papilomavirus esta estrechamente ligado al grado de diferenciacion
de la piel o mucosas (Figura 1.5). Para poder establecerse en el epitelio, el virus debe
ganar acceso a las células basales. Una via comun de infeccion es a través de micro-
traumas, los que se forman en gran nimero en las abrasiones menores y en el acto

sexual.

Una vez que el VPH ha ingresado a las células epiteliales basales, el genoma se localiza
en el nucleo de forma episomal, v la replicacién viral queda limitada al ciclo celular. En
esta fase, la produccion de las proteinas virales es minima, expresandose los genes E6 y
E7, v en una menor cantidad otros genes tempranos. Los mismos estimulan la
proliferacién y expansion lateral de las células basales, creando un ambiente propicio para
la subsecuente replicacion a medida que las células suprabasales se van diferenciando
(zur Hausen, 2002).

Cuando la infeccion ha sido firmemente establecida, el VPH debe migrar a las capas
superiores y producir los componentes estructurales. Esto es logrado mediante la
supresion de los genes E6 y E7 por parte de las proteinas regulatorias virales E1 y E2,
gue permiten que las células basales infectadas dejen de proliferar y se diferencien a
gueratinocitos. Al mismo tiempo, el ADN del VPH inicia su replicacion como circulo
rodante utilizando las enzimas del hospedador (Dowhanick et al., 1995; Frattini et al.,
1997). Cuando los queratinocitos alcanzan las capas superficiales, se promueve la
expresion de los genes tardios, permitiendo el ensamblaje de las particulas virales y su

subsecuente liberacion.
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Figura 1.5. Ciclo bioldgico del virus del Papiloma humano.

1.6.5 Productos virales que contribuyen a la patogénesis

Los Papilomavirus de alto riesgo son potentes inductores de la proliferacion celular y
pueden inmortalizar un gran nimero de tipos celulares humanos. El potencial maligno de
los diferentes tipos virales se basa en la interaccién de las oncoproteinas E6 y E7 con

diversos factores celulares, siendo los méas importantes pRb y p53.

El gen E6 del VPH 16 codifica para una proteina de 151 aminoacidos que presenta dos
motivos dedos de zinc. Presenta varias propiedades biol6gicas, como la formacién de un
complejo con la proteina celular E6-AP (E6-associated protein) y el estimulo de la
degradacion de p53 por el sistema proteasa dependiente de la ubiquitina (Werness et al.,
1990; Scheffner et al., 1993). La proteina p53 tiene un papel crucial en el mantenimiento
de la integridad del genoma celular y su inactivacion por E6 resulta en la inhibicion de la
apoptosis e inestabilidad gendémica (Klingelhutz et al., 1996; Veldman et al., 2003). Otras
actividades asignadas a E6 son la activacion de la subunidad catalitica de la telomerasa y
el incremento en la vida media de las quinasas de la familia SRC (Oda et al., 1999;
Veldman et al., 2001).

El gen E7 del VPH 16 codifica para una fosfoproteina de 98 aminoacidos con dos motivos

Cys-X-X-Cys. Una caracteristica de la proteina E7 es su afinidad por pRb, la proteina
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retinoblastoma (Dyson et al., 1989). La formacién del complejo E7/Rb libera el factor de
transcripcion E2F, que permite la expresién de genes que regulan el ciclo celular, como
las ciclinas E y A (Zerfass et al.,, 1995). Ademas, se ha postulado que E7 bloquea la
funcién de los inhibidores de las quinasas dependientes de ciclina p21 y KIP1 (Zerfass-
Thome et al., 1996; Jones et al., 1997).

Mediante el bloqueo de dos genes oncosupresores cruciales, las proteinas E6 y E7
contribuyen significativamente al potencial de transformacion celular, promoviendo
fenotipos sensibles a la acumulacién de mutaciones y refractantes a los estimulos anti-
proliferativos. Hasta el momento, otras proteinas del VPH no han demostrado poseer un
rol significativo en los procesos de transformacién maligna. La proteina E5 parece ser
importante en la estimulacion del ciclo celular y en la inhibicion de la apoptosis (zur
Hausen, 2000). Sin embargo, el marco abierto de lectura de E5 es frecuentemente
interrumpido en las células de carcinoma, indicando la ausencia de un papel esencial en

el mantenimiento del fenotipo maligno (Schwarz et al., 1985).

1.6.6 Factores directamente relacionados con la patogenicidad del VPH

La importancia de VPH de alto riesgo en el desarrollo de cancer en regiones ano-genitales
esta fuertemente establecida. Sin embargo, la mera presencia del virus no implica que
una lesion terminara en cancer. Por lo tanto, el andlisis del rol del VPH en otros sitios
anatémicos deben incluir los factores directamente relacionados con la patogenicidad del

virus.
Persistencia

La persistencia de la infeccion del VPH es uno de los factores muy asociados al riesgo de
la incidencia de estadios pre-malignos de carcinoma cervical (IARC, 2007). Parece ser
gue aquellos individuos que no pueden resolver la infeccion del VPH son mas
predispuestos a la enfermedad. El factor determinante de la patogenicidad que subyace la
persistencia no se encuentra bien establecido, pero existen varios factores contribuyentes

gue se explican en las siguientes secciones:
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Variantes

Aungue el tema es de alguna manera controversial, se ha propuesto que ciertas
subvariantes de los tipos de VPH son mas agresivas que otras. En un articulo reciente se
ha encontrado que las variantes no europeas de los tipos de alto riesgo VPH 16 y 18 se
encuentran asociadas con displasia severa y poseen una prevalencia mas alta en
canceres invasivos gque en estadios pre-malignos de carcinoma cervical cuando fueron
comparados con las variantes europeas (Calleja-Macias et al, 2004).

Carga viral

Como regla general a otras enfermedades ocasionadas por microorganismos, la
persistencia de la infeccion se encuentra muy asociada a la carga viral. Es uno de los
marcadores de riesgo del cancer cervical mas utilizados, vy el que posee mejor capacidad
predictora (Bosch et al., 2002). Sin embargo, el optimismo inicial relacionado al valor
clinico fue atemperado por las inconsistencias entre la asociacion de la persistencia y
duracién de la infeccion, y subsecuente riesgo de adquisicion o progresién de enfermedad
cervical (Ho et al., 1998; Josefsson et al., 2000; Dalstein et al., 2003; Moberg et al., 2005;
Boulet et al., 2008).

En general, las metodologias de deteccion de carga viral en tejido cervical poseen un
solapamiento substancial entre mujeres con y sin CIN de alto grado, limitando la
aplicabilidad clinica del analisis. Parece ser que la carga viral del VPH se encuentra
asociado a precursores de cancer cervical para la mayoria de los tipos de Papilomavirus
de alto riesgo, pero solamente la carga viral del VPH 16 predice el desarrollo de la
enfermedad incidente (Gravitt et al., 2007; Boulet et al., 2008).

1.6.6.3 Integracién Viral

El estado fisico del ADN del VPH parece jugar un rol muy importante en la transformacion
maligna. De hecho, la integracion viral ha sido indicada como una de las alteraciones
genéticas mas frecuentes en los tumores genitales avanzados (zur Hausen, 1996). El

mecanismo por el cual la integracion del ADN promueve la transformaciéon maligna se
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explica fundamentalmente por la interrupcion del gen viral E2 en el proceso de insercion
viral. Este gen es un regulador negativo de los oncogenes E6 y E7, ocasionando la
expresion continua de éstos asi como la estimulacion de la proliferacion celular
(Chakrabarti y Krishna, 2003).

Varios estudios han demostrado que el ADN del VPH se encuentra integrado en el 50-
90% de los carcinomas asociados a VPH (Badaracco et al., 2002; Guo et al., 2007). De
acuerdo al grado de integracién, el genoma del VPH puede hallarse de tres maneras:
totalmente integrado, es decir, acoplado al cromosoma humano (denominado integrant);
en forma episomal, o una mezcla de ambos tipos. Inicialmente se pensaba gue el ADN en
forma totalmente integrada era una forma exclusiva de los carcinomas o estadios
avanzados del cancer cervical, aunque trabajos recientes sostienen que niveles
apreciables de integracion se detectan en los inicios de la progresion maligna,
incrementandose con el progreso de las lesiones (Peitsaro et al., 2002; Badaracco et al.,
2002; De Marcoa et al., 2007; Guo et al., 2007). La proporcién de tumores genitales con
formas exclusivamente episomales indican que la integracion es importante, aunque no
esencial. Existe evidencia que indica que el comportamiento de los tipos virales de alto
riesgo difiere respecto a su capacidad de integracion, mientras que VPH 16 se encuentra
en formas mixtas en carcinomas, VPH 18 se encuentra mayoritariamente integrado (Klaes
et al., 1999; Badaracco et al., 2002; Andersson et al., 2005).

1.6.7 Epidemiologia del VPH.
1.6.7.1 VPH y canceres anogenitales

La evidencia sobre el papel etioldgico del VPH en el desarrollo del cancer cervical ha sido
consistente, detectandose el ADN del virus en mas del 95% de los canceres cervicales de
todo el mundo. Aunque la presencia del ADN viral no prueba rol etioldgico, la base
mecanistica para esta relacién fue suministrada por numerosos estudios experimentales
in vitro y en animales (Stoler, 2000). Los factores de riesgo mas importantes para la
infeccion viral en el cuello uterino son el nUmero de compafieros sexuales y la edad del

individuo. Las asociaciones con otras variables de riesgo, tales como factores
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demograficos, caracteristicas reproductivas, uso de contraconceptivos, cigarrillo y factores
dietarios, han sido menos consistentes (Brisson et al, 1994; Adam et al., 2000). El VPH
confiere un incremento en el riesgo de carcinogénesis cervical de 10-100, al menos un
orden de magnitud superior que cualquier otro factor de riesgo estudiado. Sin embargo, la
infeccién viral constituye un factor necesario, pero no suficiente, para la carcinogénesis
cervical, como lo demuestra la incidencia incrementada de céancer en individuos

trasplantados e inmunosuprimidos (zur Hausen, 1996).

El cancer anal es considerado como una enfermedad sexual transmisible, clinicamente
relacionada al desarrollo de verrugas anales e infeccion por tipos oncogénicos del VPH.
Esta localizacién anatdmica incluye una regién de transicion epitelial semejante a la
observada en el cuello uterino. Trabajos recientes revelan prevalencias del ADN viral por
encima del 85% en carcinomas anales. Los factores de riesgo mas importantes son el
namero de compaferos sexuales, historia de verrugas e intercurso anal. La incidencia en
varones homosexuales es muy alta e individuos HIV positivos estan en mayor riesgo de

desarrollar infecciones persistentes del VPH (Gervaz et al., 2003).

El cancer de vulva de la mujer menor de 50 afios estaria etiolégicamente ligado al VPH,
cursaria con lesiones coexistentes de neoplasia vulvar de alto grado y presentaria los
factores de riesgo caracteristicos del cancer cervical. Las estimaciones de prevalencia del
VPH en carcinomas vulvares condilomatosos y basaloides son mayores al 55% (Joura et
al., 2002). El cancer de pene presenta prevalencias variables de acuerdo al tipo
histolégico, partiendo desde aproximadamente el 20% en el carcinoma verrugoso
escamoide (SCC) hasta el 67% en carcinomas basaloides/condilomatosos. Se estima que
la mitad de todos los tipos de carcinomas de pene estan asociados a la infeccién por VPH
(Backes et al., 2009). Una mayor deteccion del ADN Papilomavirus de alto riesgo se ha
reportado en cancer de vagina. La positividad global para este sitio se ubicé entre 65-
100% (Daling et al., 2002).
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1.6.7.2 VPH y canceres extragenitales

Los Papilomavirus de tropismo cutaneo, que mayoritariamente se clasifican dentro del
género beta de la familia, estan implicados en algunos tipos de cancer de piel no no
melanico (no melandtico) y en pacientes con epidermodysplasia verruciformis (EV), una
rara enfermedad hereditaria y cosmopolita (Lutzner y Blanchet-Bardon, 1985).
Aproximadamente el 50% de los pacientes con lesiones progresan a cancer, en general
en sitios expuestos al sol. Se han identificado tipos virales especificos en las
proliferaciones benignas de esta enfermedad. Por otra parte, los pacientes que han sido
trasplantados y que reciben tratamiento inmunosupresor también desarrollan verrugas y
canceres de piel, en los que se aislan genotipos virales comunes a la epydermodysplasia

verruciformis (Beutner et al., 1991; Harwood et al., 2000).

El Papilomavirus humano ha sido asociado a los tumores de la cavidad orofaringea, del
esofago y del tracto respiratorio. La evidencia se basa en comparaciones morfoldgicas
con lesiones genitales y estudios epidemiolégicos. Los carcinomas de la cavidad oral
(incluyendo los de la lengua y otros sitios de la boca) se encuentran fuertemente
asociados con el consumo de tabaco y la ingestion de bebidas. Sin embargo, se sabe
gue el virus infecta la cavidad oral de individuos sanos y que muchas lesiones
relacionadas al VPH han sido caracterizadas. Las estimaciones reportadas poseen rangos
entre 0-100% (revisado por Franceschi et al., 1996; Gillison y Shah, 2001). La orofaringe,
y en especial las amigdalas, son los sitios anatomicos extragenitales donde el papel del
VPH ha sido mas claramente establecido. Se sospecha que puede haber dos entidades
diferentes de tumores orofaringeos, uno asociado con el consumo de tabaco y otro tipo de
histologia basaloide relacionado a la infeccién viral. Los carcinomas del eséfago, por otra
parte, revelan marcadores virales en el 0-60% de los casos. A pesar de los intentos por
clarificar el rol del VPH en el eso6fago, los datos disponibles no permiten obtener

conclusiones firmes (Syrjanen, 2002; Syrjanen, 2003).
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1.7 Evidencia de la accidn de los patégenos con el cancer colorrectal
1.7.1 El virus del papiloma humano y el cancer colorrectal

Los avances en el seguimiento y tratamiento del cancer colorrectal han llevado a una
disminucion de la mortalidad global del 6-8% en las décadas pasadas. La incidencia de la
enfermedad, por otra parte, se ha mantenido virtualmente estatica, y los progresos han
sido obstaculizados por los conceptos contradictorios respecto de su etiologia. Estudios
epidemioldgicos indican que los factores dietarios y de estilo de vida poseen un rol
fundamental en el inicio de la enfermedad. Sin embargo, existe una considerable
controversia en la determinacién de los factores nutricionales que representarian riesgo

para el cancer colorrectal.

La relacion que existe entre el VPH y los canceres de colon y recto no ha sido ailn
establecida. Con la objeto de verificar dicha hipétesis, varios autores trataron de detectar
el ADN del Papilomavirus en la mucosa normal y tumores del colon, con resultados
contradictorios. Un resumen comprensivo de la literatura presentada hasta el momento se
presenta en la Tabla 1.3. La tabla también incluye trabajos importantes en el area de
carcinomas de células escamosas de recto, colon y carcinomas anales si también se
encontraban en el grupo de estudio. La prevalencia de los controles o tejidos no

neoplasicos no esta incluida.

Los primeros estudios que analizaron la presencia del virus en tejidos colorrectales se
remontan a dos décadas atras. Ostrow y col. (1987) fueron los primeros en hibridar acidos
nucleicos del Papilomavirus humano en carcinomas orales y ciego colonico. En 1988 un
grupo liderado por el Dr. Boguszakova examin6é 13 adenocarcinomas y 10 adenomas en
busca de ADN de VPH mediante hibridacién por Southern Blot, sin resultados positivos
(Boguszakova et al., 1988). De manera similar, Palmer y col. (1989) no encontraron
evidencia del VPH en la mucosa rectal maligna de individuos que padecieron cancer anal
utilizando andlisis de Southern Blot y Dot Blot para los tipos VPH 6, 11, 16 y 18. En 1992,
Shroyer y col. analizaron 22 adenocarcinomas y 5 carcinomas de células escamosas
rectales mediante hibridacion in situ para los tipos VPH -6/11, 16/18 y 31/33, y reaccion
en cadena de la polimerasa para los tipos VPH 6, 11, 16, 18 y 33. Mientras que las

muestras anales fueron positivas para el ADN del VPH, las biopsias colonicas negativas.
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Resultados similares fueron publicados por Shah y col. (1992), quienes no detectaron el

ADN del virus en 19 tumores primarios del colon mediante tecnologia del PCR.

En contraposicion, en 1990 Kirgan vy col. reportaron la presencia del antigeno de VPH en
29 de 30 (97%) carcinomas invasivos, en 18 de 30 (60%) adenomas y 7 de 30 (24%)
biopsias normales. El mismo grupo reportd, tres afios mas tarde, que 13 de 38 (32%)
carcinomas, 8 de 21 (38%) adenomas y 2 de 24 (8%) biopsias normales presentaron ADN
de VPH mediante amplificacion de la regiéon L1 (McGregor et al.,, 1993). En un trabajo
realizado en China, se demostré la presencia de VPH 16 y 18 en lineas celulares
derivadas de tres pacientes con adenocarcinoma colorrectal (Cheng et al.,, 1991);
seguidamente, los mismos investigadores transformaron células de ratén NIH3T3 con
ADN de alto peso molecular derivado de cancer de colon, detectando secuencias de VPH
16 mediante Southern Blot (Cheng et al., 1993). Otros estudios de Taiwan reportaron una
prevalencia del ADN de VPH en el 21% (8/38) de adenomas tubulares y cerca del 32%
(23/71) de los adenomas vellosos y mixtos analizados (Cheng et al.*, 1995); también se
detecté ADN de VPH 16 en 37 de 70 adenocarcinomas del colon (Cheng et al.?, 1995).

A pesar de los resultados discrepantes, el nimero muestral de los primeros trabajos
publicados fue relativamente bajo, entre 10 a 50 casos. Estudios mas recientes del tipo
caso-control encontraron diferencias significativas cuando compararon las prevalencias de
ADN de VPH entre adenocarcinomas colorrectales y biopsias normales de tejido colénico
(Zhu et al., 1999; Lee et al., 2001; Pérez et al., 2005; Bodaghi et al*., 2005). Otro trabajo
realizado en el Instituto Nacional del Céncer de Estados Unidos sobre 55
adenocarcinomas colorrectales y sus tejidos adyacentes no neoplasicos detectd la
presencia conjunta de varias secuencias del genoma del VPH mediante PCR anidada,
secuenciacion y dot blot. Los resultados revelaron la presencia de secuencias virales en
51% de los pacientes con cancer colorrectal, aunque en muy baja carga viral. Diez
individuos eran VPH positivos para tumores y tejido colénico normal, 13 solamente para el

tumor, y 5 para los tejidos normales (Bodaghi et al*., 2005).

Mas recientemente, dos trabajos conducidos en Italia (Giuliani et al., 2008; Militello et al.,
2009), analizaron carcinomas colorrectales en blsqueda de secuencias de numerosos
tipos de virus (JCV, SV40, EBV, etc.), detectando VPH en un rango de 5,6%-30% de los
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casos. Otros trabajos conducidos en Polonia (Mtynarczyk et al., 2009), y otro en Turquia
(Salepci et al., 2009) reportaron prevalencias mayores. Dos de los estudios mas extensos
sobre el tema fueron publicados este afio, uno conducido en Bélgica, donde se reportd
gue el 15% de 232 pacientes con cancer colorrectales portaban secuencias del VPH, y
otro donde no se ha detectado ADN del Papilomavirus cuando se analizaron 214
adenocarcinomas colonicos y 60 carcinomas rectales provenientes de Israel, Espafia y
Estados Unidos. Los autores de los estudios mencionados utilizaron PCR directa con los
cebadores Gp+ y/o SPF10.

No solamente fueron analizados los adenocarcinomas colorrectales, que representan el
95% de los casos de cancer, sino también los carcinomas de células escamosas,
adenoescamosos, y adenocarcinomas con metaplasia escamosa, cuya histologia es mas
cercana a la del carcinoma cervical. Dos ensayos fueron negativos para el ADN del VPH
(Frizelle et al., 2001; Audeau et al., 2001) en los carcinomas escamosos del recto. En
contraposicién, otras investigaciones gue usaron metodologias que incluian PCR directa,
inmunohistoquimica y Southern Blot demostraron la presencia de VPH en este tipo de
tumores (Sotlar et al., 2001; Kong et al., 2007; Bognar et al., 2008; Matsuda et al., 2009).
Aunque la muestra en estudio fue pequefia, pareceria poco probable llevar a cabo
trabajos mas extensos sobre los carcinomas colorrectales escamosos, dada la rareza de

esta enfermedad.

El Papilomavirus humano produce infecciones anogenitales, y esta implicado en algunos
tipos de canceres cutaneos y oro-faringeos. La demostracion del VPH en el epitelio
glandular constituye una observacion relativamente reciente y sumamente interesante. Sin
embargo, la presencia del Papilomavirus en las neoplasias del colon y recto es un tema
de suma controversia. De acuerdo a los datos de la bibliografia actual, los
adenocarcinomas colorrectales presentan marcadores virales en un rango de 0-100% de
los casos, con un promedio de aproximadamente el 30% de los mismos. Se ha
especulado que las diferencias podrian ser explicadas por los procedimientos de
deteccion utilizados, la eleccion de los especimenes, el efecto del nimero muestral o por
diferencias geograficas en la frecuencia de los tipos virales. En este sentido, varios

trabajos indican que la mucosa del recto y colon parece ser un sitio comun de transito de
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particulas virales (zur Hausen et al., 2001). Si este fuera el caso, la posibilidad de
asociacion con los tumores de colon, aun sin referencia causal, representaria un hallazgo
de importancia para el entendimiento general de la enfermedad y la biologia del virus.

Tabla 1.3 Historia de la detecciéon de VPH en proliferaciones benignas y carcinomas
colorrectales.

VPH
Metodologia Tipo de lesion Otro Prev Primer autory afio
N 16 18 31 33
INI (%)
H'b”?i?t(r:(l)on en Adenocarc. Colon 40 1 2,5 Ostrow et al., 1987
Adenocarc. CR 13 0
Southern blot Boguszakova et al.,
Adenomas 10 o 1988
Southern blot; SCC Anal 41 23 2 61 Palmeretal.,
Dot blot Malign. Rectal 1 0 1988
LS Adenomas 30 18 60 Kirgan et al® 1990,
Adenocarc. CR 30 29 g7 Estados Unidos
HibS Adenomas 30 5 16,7 Kirgan et al® 1990,
Adenocarc. CR 60 18 | o | Estados Unidos
Adenomas 3 0
Adenocarc. Anal 6 2 25
PCR Koulos et al., 1991
SCC Anal 2 2 100
Adenocarc. CR 7 0
Southern blot Lineas celulares 3 3 100 Chengetal., 1991
del colon
PCR: SCC anal 5 5 100
, Shroyer et al., 1992
Hib.1S Adenocarc. CR 22 0
Adenocarc. CR 19 0
PCR Xenoinjerto CRC 15 0 Shahetal., 1992
Lineas cel. CRC 16 0
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PCR; Adenomas 21 8 38 Mceregor et a|_'
Southern Blot Adenocarc. CR 38 13 34,2 1993
Adenoma tubular 38 8 21
PCR; .
Adenoma mixto 40 13 335 A
Sothern Blot Cheng et al.”,1995
Adenoma velloso 31 8 2 32
PCR: Adenomas 37 4 7 29,7
Cheng et al.®,1995
Southern blot  Adenocarc. CR 70 26 11 6 52,9
PCR; i
Adenocarc. CR 56 40 16 82,4 Salepcietal., 1999
Southern blot
PCR; Adenocarc. CR 46 6 11 3 44  Zhu et al., 1999
PCR; i i
Adenomas 56 48 86 *Picconi et al., 2001
Dot blot
PCR, Adenocarc. Recto 4 0
. Sotlar et al., 2001
Hib.1S SCC recto 1 1 100
PCR;
Adenocarc. CR 51 39 30 76,4 Sayhan et al., 2001
Southern blot
Hib.IS SCC colon 6 0 Frizelle etal., 2001
PCR;
Adenocarc. CR 19 16 84 Leeetal, 2001
Southern blot
PCR;,;
Adenocarc. CR 32 7 21,9 Yuetal., 2002
Secuen.
SCC colon 20 0
Inmga. Audeau et al., 2002
Adenocarc. Colon 20 0
PCR; Inmga.; Adenocarc. CR 37,5 Mandado et al.,
Mic.Elec  c.Epiderm. Colon 100 2004
PCR Adenocarc. CR 56 22 13 3 3 74 Pérez et al.,2005
PCR; PCR IS; _ R
Secuen, Adenocarc. CR 55 31 5 2 51 ggggth etal,
Dot blot
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PCR Adenocarc. CR 53 5 22 15 81 Buyru et al., 2006
PCR Adenocarc. CR 72 41 30 83 Damin et al., 2007
PCR. Inmaa, g ¢10n 3 3 100 Kong et al., 2007
Hib.1S
PCR;
SCC colon 1 1 100 Bognar et al., 2008
Southern blot )
PCR; iuliani
Adenocarc. colon | 66 4 11 4 2 16 34 Giuliani et al., 2008
Secuenc.
PCR Adenocarc. Colon 24 0 Yantiss et al., 2009
PCR Adenocarc. Colon 56 40 32 82 Salepci et al., 2009
PCR SCC rectal 1 1 100 Matsuda et al., 2009
Hib.1S Ad-SCC 5 0 Dong et al., 2009
PCR Adenocarc. Colon 37 13 35 Erol etal., 2009
Adenomas 22 1 4,5 B
RT-PCR Militello et al., 2009
Adenocarc. Colon 28 2 7.1
Adenomas - 56 Miynarczyk et al.,
PCR
Adenocarc. Colon - 67 2009
Adenocarc. Colon 214 0
PCR Gornick et al., 2010
Adenocarc. Recto 60 0
PCR;
Adenocarc. Colon 232 19 15 5 15 15 Deschoolmeester et
|nmqa \ Recto al., 2010
Adenomas 62 0
PCR Yavuzer et al., 2010
Adenocarc. Colon 106 0

*Presentaciones a Congresos. Nota: En ocasiones el niumero de infecciones individuales
sobrepasa el porcentaje total debido a la ocurrencia de infecciones multiples.

Metodologias: Inmunohistoquimica (Inmaga); Hibridizacién in situ (Hib.I1S); Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR); Secuenciacién (Secuen.); Microscopia electrénica (ME);
RealTime PCR (RT-PCR) Lesion: Adenocarcinomas (Adenocarc.), Carcinomas de células
escamosas (SCC), Carcinoma adenoescamoso (Ad-SCC), Carcinoma no especificado

(Malign), Carcinoma epidermoide (C. Epiderm.). Ubicacioén: Colorrectal (CR).
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1.8 Objetivos
1.8 OBJETIVOS E HIPOTESIS
Obijetivos generales

El objetivo del presente trabajo pretende aportar evidencias sobre las causas vy
mecanismos de la carcinogénesis colorrectal. A su vez, también apunta a contribuir al
conocimiento de la distribucion del Virus del Papiloma Humano (VPH) en carcinomas
colorrectales humanos. Esto se logrard mediante el andlisis de marcadores virales y su

asociacion con caracteristicas patolégicas de importancia en el cancer colorrectal.

Objetivos especificos

-Investigar la presencia del ADN del VPH en el tejido col6nico control y neoplasico de una

muestra de la poblacion de La Plata, Argentina.

-Estimar el riesgo que puede aportar la infeccion por el Papilomavirus en el desarrollo vy

progresion del cancer colorrectal esporadico.

-Analizar el estado fisico del genoma del VPH en muestras provenientes de controles y

diferentes estadios del cancer colorrectal esporadico.

-Determinar el fenotipo de error de replicacion (RER) de los tumores colorrectales

mediante analisis de microsatélites, y asociarlo con los marcadores virales.

-Establecer la frecuencia y momento de activacion de los oncogenes k-ras (mutaciones
del codén 12 y 13) y c-myc (amplificacion de distintos grados) en la progresion de la

neoplasia colorrectal y en zonas de transicion tisular.

-Determinar el estado de los polimorfismos del codon 72 del gen p53 vy del codon 462 del
gen RNASEL, comunmente asociados con infecciones virales y desarrollo de cancer a

menor edad, y calcular su riesgo relativo.

-Realizar una revision bibliografica sobre la presencia del VPH con el cancer colorrectal y

discutir su papel en esta mucosa.
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Las hip6tesis del presente trabajo son:

1. El VPH es un factor necesario pero no suficiente para el desarrollo de carcinomas
cervicales, y podria estar involucrado en la progresién de algunos tipos de carcinomas

colorrectales.

2. La infeccién por tipos de VPH de alto riesgo se detecta con mayor frecuencia en
tumores que en muestras provenientes de controles sanos y es un indicativo del papel

carcinégeno del virus.

3. La integracibn y/o alta carga viral es una caracteristica distintiva de los

carcinomas asociados a la infeccion por VPH, aungue no exclusiva.

4. El intervalo de tiempo que transcurre entre el suceso de la infeccién viral y el

desarrollo de las lesiones invasoras es un continuo progresivo de alteraciones displasicas.

5. En las personas inmunodeficientes infectadas con VPH, la progresion de lesiones
adenomatosas y cancer de colon ocurre con una frecuencia mayor que en personas

inmunocom petentes.

6. Las oncoproteinas virales facilitan la transformacion maligna predisponiendo a las
células a adquirir alteraciones genéticas mediante interacciobn con genes celulares
relevantes, como por ejemplo la supresidon de genes supresores de tumores y la

activacion de proto-oncogenes (Bosch et al., 2002).

7. La frecuencia de activacion de los oncogenes c-myc y k-ras es mayor en
adenomas y adenocarcinomas respecto de las muestras provenientes de controles

normales (Fearon y Vogelstein, 1990; Calvert y Frucht, 2002).

8. La activacion de k-ras se encuentra asociada a fenotipos tumorales menos
diferenciados, se detecta en adenomas tardios y no presenta diferencias significativas en

su distribucién a lo largo de los estadios de la neoplasia colorrectal.

9. La activacion del oncogén k-ras se encuentra asociada a muestras VPH positivas
infectadas con tipos virales de alto riesgo. Esta relacion es complementaria y ha sido
demostrada en carcinomas glandulares y escamosos estrechamente ligados al VPH
(Golijow et al., 1999; Prokopakis et al., 2002).
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10. La amplificacion de c-myc aumenta de acuerdo al estadio del cancer colorrectal y

los niveles més altos se relacionan a la invasion de nédulos linfaticos.

11. La activacibn de c-myc en adenomas o carcinomas colorrectales aparece
asociada a la integracion del ADN del VPH de alto riesgo. Este fendmeno podria deberse
a que el genoma viral se integra en sitios fragiles cercanos al locus del gen c-myc e
interfiere en su nivel de expresién y/o estabilidad cromosémica (Wu et al., 1999; Ferber et
al., 2003).

12. El polimorfismo del codén 72 del gen p53 y del codén 462 del gen RNASEL esta
asociado a una edad mas temprana de diagnostico de cancer colorrectal en carcinomas
colorrectales (Krtiger et al., 2007).

13. El polimorfismo del codon 72 del gen p53 y del coddn 462 del gen RNASEL se
relaciona con carcinomas asociados a infecciones virales (Storey et al., 1998; Urisman et
al., 2006).

14. Las enfermedades malignas causadas por el Papilomavirus humano cumplen con
los requisitos de causalidad propuestos por Hill (Hill, 1965).
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2.1 Muestra en estudio

Se analizaron 291 muestras provenientes 274 de pacientes con patologias colorrectales,
gue asistieron a diferentes hospitales publicos y privados de la ciudad de La Plata (Partido
de La Plata, 1037000 habitantes), durante el periodo 2004-2006.

Las muestras normales correspondieron a 94 especimenes provenientes de la mucosa
del colon de individuos con alteraciones gastro-intestinales no neoplasicas, elegidos al
azar de una ndémina de pacientes con alteraciones del colon como colitis crénicas,

inflamacién, etc.

El nidmero de casos incluy6 87 pacientes diagnosticados con adenocarcinoma del colon o
recto, sin reportar parientes cercanos con la enfermedad (casos esporadicos). Se
remitieron entre una a cinco biopsias por cada tumor. Las muestras correspondieron a
piezas quirdrgicas y en cinco casos se sumaron piezas adicionales de otras regiones del
colon. El grupo fue dividido segun el grado de invasion de la pared del intestino grueso y

compromiso de estructuras cercanas.

El grupo de adenomas estuvo conformado por 74 pacientes, de los que se obtuvieron 86
adenomas vy biopsias de areas circundantes en 13 casos. Los subgrupos fueron divididos

de acuerdo al grado de displasia (leve, moderada y severa).

Un cuarto grupo de estudio fue formado por 24 biopsias de pdlipos hiperplasicos,

derivadas de 19 pacientes.

El promedio de edad de los pacientes con carcinomas colorrectales fue de 60 afios,
mientras que para el grupo normal la media fue levemente superior a los 56 afios. El
grupo de adenomas tuvo el promedio de edad superior, reportando 62 afos. La relacion
entre mujeres y hombres fue cercana a la unidad (mujeres/hombres=44/43) en los casos y
de 0,77 para los controles (41/53)

En las tablas 2.1 y 2.2 se describen las caracteristicas mas importantes de los

adenocarcinomas y adenomas analizados en este trabajo
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Tabla 2.1 Descripcién de las caracteristicas histopatolégicas de los adenocarcinomas

Caracteristica Cantidad
Clasificacion TNM*:

0-1 27

Il 21

i 26

v 12
Localizacién anatémica

Reqion proximal 52

Reqidn rectosigmoidea 31

No informado 4
Grado de diferenciacién

Diferenciado 34

Semidiferenciado 28

Indiferenciado 18

No informado 7

Tamafo tumoral
Media (Rango)
Desvio

* 1 dato perdido

46mm (15-120mm)
21

Tabla 2.2 Descripcion de las caracteristicas histopatol6gicas de los tumores

Grado de displasia

adenomatosos.
Caracteristica
Estructura histologica Bajo grado
) (n=38)
Tubular (n=34) 20
Velloso (n=39) 12
Tubulovelloso (n=11) 6

Moderado grado

(n=16)

1

12

Alto grado
(n=32)*

13

15

* 2 datos perdidos
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2.2 Procesamiento de las muestras

Se utilizaron entre una vy tres secciones de 10 um de biopsias de tejido colorrectal incluido
en parafina. La desparafinizacion fue realizada mediante dos lavados con 1 ml de xilol
durante 30 minutos. Posteriormente se realizaron dos lavados con 500 ul de etanol
absoluto vy, finalmente el tejido se dej6 secar al aire (Jakson et al., 1993). Las muestras se
re-suspendieron y lavaron con 1 ml de PBS. El sedimento celular fue incubado durante 24
hs a 56°C en 400 ul de buffer de extraccion (50 mM Tris-HCI, pH 8.5, 1 mM, EDTA, 1%
Triton X-100 y 0.5% Tween 20) y 250 na/ml de proteinasa K. La proteasa fue inactivada

por incubacion a 100°C durante 10 minutos.

Para comprobar la calidad del ADN extraido se amplificé un fragmento del gen B-globina y
de la Tirosina Quinasa (Tk). Aquellas muestras que fueron negativas para la amplificacion
de dichos genes estructurales fueron purificadas por medio de extracciones organicas con
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) y/o mediante la precipitacion directa de las

proteinas por la metodologia de “salting out” (Jakson et al., 1993).

Para realizar las reacciones de amplificacion se utilizaron 5 ul del ADN purificado.

2.3 Deteccion de ADN-VPH mediante PCR anidada

La deteccion del genoma del VPH se realiz6 por reaccion en cadena de la polimerasa con
protocolo anidado, utilizando los oligonucleétidos My 09/11 (Ting y Manos, 1990) como
cebadores externos en la primera ronda de amplificacion y Gp 05+/06+ (Evander et al.,
1992; de Roda Husman et al., 1995) como cebadores internos en la segunda ronda. Estos
cebadores definen fragmentos de ~ 450 pb y 145 pb correspondientes a la region L1 del

genoma viral, respectivamente (Tabla 2.8).

Las reacciones de amplificacion fueron realizadas utilizando 3ul (1ng/ul) de los controles
positivos o 5ul del ADN extraido de las muestras. La mezcla de reaccion y las condiciones
de amplificacién se hicieron de acuerdo a lo descripto por Evander y col. (1992) con
modificaciones. La primer reaccion fue realizada en un volumen final de 25 pL: 4,4 pmol
de cada cebador My; 200 uM de cada dNTP, 3 mM de Cl,Mg, 1X de buffer comercial (20
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mM de Tris-HCI, pH 8,4 y 50 mM de CIK), 0,6 U de polimerasa Taq (Invitrogen, EEUU), y
los 5 uL de ADN de las muestras. El programa de ciclado fue el siguiente: un primer ciclo
de desnaturalizacion inicial de 3 min. a 92°C, sequido de 20 ciclos de 30 seqg. a 92°C, 1:30
min. a 50°C, 1 min. a 72°C, y un paso de extension final de 5 min. a 72°C.

Cinco uL de la primer reaccion fueron trasvasados a los tubos de la segunda, realizada en
un volumen final de 25 pL, conteniendo 18,75 pmlos de cada cebador Gp+; 200 uM de
dNTP, 3 mM de Cl,Mq, 1X de buffer comercial (20 mM de Tris-HCI, pH 8,4 y 50 mM de
CIK), v 1,25 U de polimerasa Taq (Invitrogen, EEUU). El programa de ciclado fue el
siguiente: un primer ciclo de desnaturalizacion inicial de 3 min. a 92°C, sequido de 35
ciclos de 30 seg. a 92°C, 1 min. a 40°C, 1 min. a 72°C, y un paso de extension final de 5
min. a 72°C.

La deteccién de los productos de amplificacién se efectudé por corrida electroforética en
geles de agarosa al 2%, coloreados con SYBR-Safe™ (Invitrogen, EEUU), excitado con

transiluminador de luz azul Safe-Imager™ (Invitrogen, EEUU).
2.3.1. Precauciones para evitar la contaminacion de la PCR

-En todos los casos fueron utilizados guantes, escalpelos y contenedores especiales. Las
precauciones a tener en cuenta dentro del laboratorio incluyeron el lavado repetido de las
superficies con hipoclorito de sodio, antes y después de la PCR, cambio de guantes, v la
separacion fisica y espacial de reactivos e instrumental en diferentes cuartos. En este
caso, se utilizé un guardapolvo especial para entrar realizar la mezcla de reaccién. Se
tuvo especial atencion a otros elementos que pudieran ser fuentes de contaminacion,

como por ejemplo los fibrones, cuadernos, etc.

-Se utilizé una camara de flujo laminar tipo 2, con luz UV para alicuotar los reactivos en

mezclas de PCR para experimentos individuales.

-La amplificacién de las muestras comprendia normalmente entre 10-12 muestras por vez,

con un intervalo de al menos un dia entre reacciones de amplificacion.

-En cada reaccion de amplificaciébn se incorporaron controles negativos (1 control con

agua destilada y otro con el buffer de resuspensién de muestras) por cada seis muestras
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estudiadas. En el caso de que se us6 controles positivos, estos se trataban de muestras

cervicales positivas, o0 en algunos casos plasmidos diluidos.

-En el caso de transferir 5 uL del amplificado My a los tubos de GP, se utiliz6 una cabina
irradiada previa y posteriormente con luz ultravioleta, con equipamiento separados de
insumos, reactivos y pipetas automaticas con puntas con filtros resistentes a los

aerosoles.

-El procesamiento post- PCR, asi como el pasaje de los amplificados entre rondas de

reaccion, estuvieron separados temporal y espacialmente en el laboratorio.

2.4 Tipificacion del ADN-VPH por LIS-SSCP

La tipificacion del genoma del VPH se efectu6 mediante tres metodologias, el andlisis del
polimorfismo en la conformacion de cadenas simples, protocolo denominado LIS-SSCP
(Low lonic Strength Single Strand Conformational Polymorphisms), PCR Enzimo-
inmunoensayo (PCR-EIA) y secuenciacion de ADN para el caso de no poder resolver el

tipo por ninguna de las técnicas anteriores.
2.4.1LIS-SSCP

El principio de esta técnica involucra la desnaturalizacion del ADN de los productos de
amplificacion y posterior electroforesis en soluciones de baja fuerza ibnica y en
condiciones no desnaturalizantes. Esto permite que se formen estructuras secundarias o
variantes conformacionales que, de acuerdo a su movilidad electroforética, produciran
patrones diferenciales y repetibles de bandas (Maruya et al., 1996).

Para esta técnica se diluyeron 3 ul de cada producto de amplificacion en 10 ul de la
solucién de siembra LIS (Low lonic Strength) (10% sacarosa; 0,01% azul de bromofenol y
0,01% xilen cianol FF). Posteriormente, las muestras fueron desnaturalizadas durante 6
minutos a 94°C e inmediatamente colocadas en hielo. Se sembraron y corrieron en
minigeles de poliacrilamida al 10% (acrilamida: bisacrilamida relacion 39:1), bajo una

diferencia de potencial de 100 voltios y temperatura constante de 4°C, durante 4:30 horas.

En cada corrida electroforética se sembraron, simultAneamente con las muestras en

estudio, los productos amplificados de los patrones virales obtenidos a partir de los clones
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plasmidicos de los genomas del VPH -6, -11, -16, -18 y -33. Para detectar el patron de
bandas del SSCP en los minigeles se utilizé la técnica rapida de tincién con plata.

2.4.2 PCR enzimo-inmunoensayo

Conjuntamente a la genotipificacion por SSCP, se ha empleado la técnica de PCR
enzimo-inmunoensayo (PCR-EIA), basado en el protocolo de Jacobs y col., (1995), con
algunas modificaciones. La amplificacion se realiza utilizando el protocolo anidado
descripto previamente, reemplazando el GP6+ por el GP6+-Bio: El GP6+-Bio posee la
misma secuencia que el GP6+ pero se encuentra biotinilado en su extremo 5, lo que
permite su posterior estudio. Para el andlisis, los productos de PCR biotinilados son
capturados en microplacas Nunc Maxisorp (Nunc, USA) recubiertos con estreptavidina,
desnaturalizados por tratamiento alcalino con hidroxido de sodio y posteriormente
hibridados con cdcteles de sondas de oligonucle6tidos especificos para VPH marcados
con fluoresceina en su extremo 5’. Los hibridos resultantes pueden ser detectados por
anticuerpos anti-fluoresceina conjugados con alguna enzima y adicién de substrato. El
cambio de color se evalia a través de la densidad Optica utilizando un lector de

microplacas ELISA.

2.4.2.1 Protocolo de PCR-EIA

Captura de los productos biotinilados

-Se tapizaron microplacas Nunc™ con estreptavidina a una concentracion de 5 mg/ml.

-Se agregaron 5 pL de los productos de PCR biotinilados en 100 pL de solucién SSC 5X +
0,5% Tween 20.

-La placa fue cubierta con un film adherente e incubada a 37°C por 1 hora.
Desnaturalizacién del ADN
-Se lavo tres veces la placa con soluciéon SSC 0,5X + 0,5% Tween 20.

-El sobrante de liquido fue retirado mediante inversion de la placa en un papel
absorbente, y se agreg6 100 pL de NA(OH) a 0,2N.

- Se cubriod la placa y deja reposar durante 15’ a temperatura ambiente.
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Hibridacién de las sondas

Las sondas utilizadas para la hibridacion correspondieron a regiones especificas del
amplificado GP para cada tipo viral. Se utilizaron cuatro pocillos por muestra, con sondas
que correspondieron a: A) VPH 6 y 11; B) VPH 16; C) VPH 18; y D) VPH 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56 y 58. En cada placa se incorporaron los controles positivos y negativos
correspondientes. La tabla 2.3 expone el orden de las sondas en la microplaca. Las
muestras que fueron positivas para el grupo de alto riesgo fueron sometidas a una
segunda placa de PCR-EIA, esta vez con los tipos virales de alto riesgo discriminados
individualmente. Para cada celda se agregaron tres picomoles de cada sonda en solucién
5x SSC + Tween 20 al 0,5%. Las secuencias de los oligonucleétidos usados se

encuentran detallados en la tabla 2.4.

-La microplaca es lavada tres veces con 400 pL de 0,5X SSC + 0,5% Tween 20%. El

exceso de liquido fue removido por inversion de la placa en papel absorbente.
-Se agregaron 100 pL de la solucion de sondas con 5x SSC, Tween 20 0,5%.
-La placa fue sellada y la incubacion se realiz6 entre 15 y 30 min a 55°C.

Tabla 2.3 Representacion de la microplaca cubierta con estreptavidina para PCR EIA.

Producto de PCR biotinilado Control
Sondas » negativo
Muestra 1 Muestra 2 Muestra n Con. positivo
VPH 6/11 Xi Xi Xn C+6/11 Sin sonda
VPH 16 Xi Xi Xn C+16 Sin ADN
VPH 18 Xi Xi Xn C+18 Sin Biot.
Grupo alto : : Sin revel
riesgo® Xi Xi Xn C+a

a VPH 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58.

Deteccion de los hibridos

- La placa fue lavada tres veces con solucién SSC a 0,5X; 0,5% Tween 20, el exceso de
solucion fue removido mediante inversion de la placa en papel absorbente.
- Se agregaron los anticuerpos anti-fluoresceina a una concentracién de 1/1000, e

incubados por 30 min a temperatura ambiente.
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-Se agreg6 revelador TMB™ (solucién de anticuerpo marcado con enzima y substrato) e

incubd por 15" a temperatura ambiente.

-La reaccién fue bloqueada con 100 pL de H,SO, a 1M y el cambio de color fue medido
con lector de ELISA a ODysom Utilizando un filtro de interferencia de 600 nm (BioRad
Microplate Reader 550).

Interpretacion de los resultados y célculo de valor de corte (Cut-off)

El valor de cut-off fue calculado como tres veces el desvio estandar del OD obtenido a
partir de cuatro controles negativos, que bajo las condiciones presentes fue de OD 45onm

0,1. Las muestras que presentaron OD4sonm > 0,1 fueron consideradas VPH positivas.

Tabla 2.4 Oligonucleétidos utilizados para genotipificacién de VPH por PCR EIA

VPH Secuencias

6 ATCCGTAACTACATCTTCCACATACACCAA
11 ATCTGTGTCTAAATCTGCTACATACACTAA
16 GTCATTATGTGCTGCCATATCTACTTCAGA
18 TGCTTCTACACAGTCTCCTGTACCTGGGCA
31 TGTTTGTGCTGCAATTGCAAACAGTGATAC
33 TTTATGCACACAAGTAACTAGTGACAGTAC
35 GTCTGTGTGTTCTGCTGTGTCTTCTAGTGA
39 TCTACCTCTATAGAGTCTTCCATACCTTCT
45 ACACAAAATCCTGTGCCAAGTACAT

51 AGCACTGCCACTGCTGCGGTTTCCCCAACA
52 TGCTGAGGTTAAAAAGGAAAGCACATATAA
56 GTACTGCTACAGAACAGTTAAGTAAATATG
58 ATTATGCACTGAAGTAACTAAGGAAGGTAC

Los genomas plasmidicos utilizados como controles de la técnica de PCR

enzimoinmunoensayo Yy los patrones de las muestras en los geles de SSCP han sido
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generosamente donados por la Dra. De Villers (Deutsches Krebsfor-schungszentrum,
Alemania, tipos VPH-6, -11, -16, -18, -33) y el Dr. Ort (Instituto Pasteur, Paris, Francia,
VPH-11y -34). Para el resto de los controles positivos de VPH se utilizo ADN de muestras

cervicales positivas en donde los tipos virales se determinaron por secuenciacion.

2.4.3 Clonacién de los genomas virales

Los plasmidos VPH 6, 11, 16, 18, 31 y 33 fueron clonados mediante el siguiente

protocolo:

Induccién de las células a la competencia.

El protocolo esta basado en la técnica de Cohen y col. (1972), con modificaciones.

1- A partir de una sola colonia de 2-3 mm de una placa de cultivo de células DH5a o
TOP10 incubadas por 16 hs a 37°C se obtuvieron 5 ml de cultivo liquido en medio
SOB.

2- Se transfirieron 100 pL del cultivo liquido a un erlenmeyer de 1 litro con 50 ml de
medio SOB.

3- Se incubaron las células a 37°C por 2:30 horas en agitaciobn, momento en que la
curva de crecimiento bacteriano todavia se encuentra en fase exponencial. Para
obtener este valor el ODgy fue medido con espectrofotometro previamente cada
15", y se detuvo el crecimiento a ODgy ~ 0,35, valor que no excede las 1.10°
células/ml (ODgg ~ 0,4).

4- Las células se transfirieron a tubos de propileno enfriados, estériles. Se dejaron
reposar los tubos en hielo para llevar los cultivos a 0°C durante 10 minutos.

5- Se resuspendieron las células en 50 ml de solucién de Cl,Ca-Cl,Mg (80 mM de
Cl,Mg y 20 mM de Cl,Ca) previamente enfriada, y se centrifugaron los tubos a
4000 rpm durante 10 minutos (Beckham rotor).

6- Se decantaron los tubos mediante inversion en un papel absorvente para permitir
que las ultimas trazas de medio se eluyan.

7- Se repitieron los pasos 5 y 6, y finalmente se resuspendieron los cultivos en 3 ml
de solucion de cloruro de calcio por cada 50 ml de resuspension inicial.

8- A partir de aqui las células se utilizaron directamente para la transformacion,
aungue también se hicieron alicuotas de células competentes y se conservaron a -
90°C (con glicerol al 15%) y otras guardadas en heladera hasta 24 hs sin perder su
estado de competencia.

Insercién del genoma viral/amplificado de PCR en el vector de clonacién:
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1- La reaccion de insercidon fue realizada mediante el kit comercial TOPO TA
Cloning™ (Invitrogen, EEUU), bajo las recomendaciones del proveedor. EIl
protocolo fue el siguiente:

Vector + ADN blanco Solamente el vector
PCR/templado de ADN 1 --
Soluciéon de sales 1 1
H,O estéril 3 4
TOPO™ vector 1 1

Reaccion de Transformacion:

1- Se transfirieron cantidades incrementales de los plasmidos a un tubo pre-enfriado.
Todo el procedimiento se realizé en hielo.

2- Se agregaron 150-200 pul de las células competentes quimicamente.

3- Se homogenizaron las bacterias con los plasmidos mediante inversion,
gentilmente, y se las deja reposar en hielo por 20’.

4- Se colocaron las células en bafio Maria a 42° C exactos durante 50 segundos
para permeabilizar las bacterias

5- Se retornaron los tubos al hielo por 2 minutos.
6- Se agreg6é medio SOC liguido hasta volumen final 1 ml.

7- Se mezclaron los tubos suavemente y se incubaron por 1 hora a 37°C, para
permitir el crecimiento de las bacterias transformadas, homogenizando cada 15-
20'.

8- Previamente se prepararon cinco placas de cultivo por cada tubo de Topl0
transformadas. Todas con medio SOB, mas el antibiético ampicilina (100 pg/ml),
IPTG y X-Gal. Las placas se sembraron a temperatura ambiente. Por cada tubo
se siembra una placa sin antibiético, como control de la viabilidad.

9- Se sembraron 100 ul de cada tubo de transformacién, primero se volcé el cultivo
en el centro de la placa usando una micropipeta especial para cultivo con tips
estériles y luego se extendid la siembra sobre toda la superficie con una varilla
torneada.

10- Se incubaron las placas de Petri a 37° C durante toda la noche.

11-Las colonias aisladas blancas (transformadas) fueron levantadas con
escarbadiente estéril y transferidas a un frasco con 5 ml de medio SOB liquido
mas antibidtico, con el objeto de obtener ADN plasmidico en cantidad.

12- Posteriormente a la purificacion del ADN, se comprueba la presencia del plasmido
mediante corrida electroforética en geles de agarosa al 1% donde se pueden
observar una banda proveniente al ADN bacteriano y otra banda mas liviana de los
plasmidos.

13- La confirmacion se obtiene mediante amplificacion por PCR y cortes con enzimas
de restricciobn. Las reacciones de amplificacion comprendieron cebadores
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especificos de los genomas del VPH o bien por cebadores especificos de los
plasmidos.

2.5 Integracion

Luego de la deteccion y genotipificacion del VPH se procedio al examen del estado fisico
de VPH 16 y 18 mediante PCR con protocolo anidado. Las secuencias de los primers
estan detalladas en la Tabla 2.5. Se utilizaron dos conjuntos de cebadores para cada
secuencia especifica de E2. Los oligonucleétidos utilizados fueron disefiados sobre el
genoma completo del VPH 18 (Accession X05015), y el genoma completo del VPH 16
(Accession AY686584), utilizando el software FastPCR™ (Universidad de Helsinsky,

Finlandia).

Se probaron varias combinaciones de primers de E2 para los genomas de VPH 16 y 18.
Los que se detallan en la tabla 2.5 y las figuras 2.1 y 2.2 son los que han otorgado

mejores resultados de sensibilidad y especificidad:

HPV16E2-R (100.0%)
E4 | L1

RE2HPV/16 (100.0%)
E2
FE2N16 (100.0%)

E6 E7 El

MY11 (85.0%)
| GPO5+ (90.0%)
| GPOB* (100.0%)

E5 L2 MY09 (71.1%)
|

4

HPV 16
7906 bp

Figura 2.1 Representacion del genoma del VPH 16 y ubicacion de los cebadores
especificos.
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Tabla 2.5 Secuencias de oligonucle6tidos utilizados para amplificaciébn de secuencias
especificas de E2 de VPH 16y 18.

Posicién

Gen Cebadores en el (Ic'\:/l) Producto
genoma
Externo Izquierdo
’ 3300-3322 | 60
FE2N16 5’-agtatgggaagttcatgcgggtg-3’
253
Externo Derecho
, , 3532-3552 | 60
E2 de VPH HPV16E2-R 5’-tggagcactgtccactgagtc-3
16 Externo Izquierdo
3300-3322 | 60
FE2N16 5-agtatgggaagttcatgcgagtg-3’
141 pb
Semi-nested Derecho
3417-3440 | 60
RE2HPV16 5’-Aaggcgacqggctttggtatgggtc-3’
Externo Izquierdo
3277-3300 | 58
HPV 18-E2F2 5’-ctacctgtgtaagtcacagggga-3’
347 pb
Externo Derecho
, . 3601-3623 62
E2 de VPH RE2N18 5’-tgcaccgagaagtgggttgacag-‘3
18 Semi-nested Izquierdo
3423-3444 | 57
FE2N18 5'-tctatgtgcagtaccagtgacg-3’
201 pb
Externo Derecho
3601-3623 62

RE2N18 5’-tgcaccgagaagtgggttgacag-‘3
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RE2N18 (100.0%)

E4 |
FE2N18 (100.0%) || MY11 (92.5%)
E2 | GPO5+ (100.0%)
HPV 18-E2F2 (100.0%) ‘ GPO6+ (95.0%)
E6 E7 El ‘ E5 L2 L1 MYO09 (68.4%)
LY b ¥ b [
| )
HPV 18
7857 bp

Figura 2.2 Representacion del genoma del VPH 18 y ubicacion de los cebadores
especificos.

La primera ronda de amplificacion del gen E2 para VPH 16 y 18 fueron realizadas en 25 pl
finales, conteniendo 1X de buffer comercial (50 mM Tris-CIH pH 8,5; 1 mM EDTA; 1%
Tritén X100 y 0,5% Tween 20), 3,125 picomoles de cada cebador externo, 200uM de cada
dNTP, 3 mM de Cl,Mg, 0,75 unidades de Taq polimerasa de ADN (Invitrogen, USA) y 5 ul
de solucién de ADN de cada muestra. El ciclado del programa consistié en una etapa de
desnaturalizacion inicial de 3 minutos a 92°C, seguido de 25 ciclos de 1 min a 92°C, 1min

30” sega 58°Cy 1 mina 72°C, y 5 min de extension final a 72°C.

Se transfirieron 5 pL del primer producto de PCR a la mezcla de reaccion de la segunda
ronda. Para la reaccion interna de E2, la concentracion de los reactivos fueron similares,
excepto para los cebadores, que fueron ajustados a 18,75 picomoles cada uno y la
concentracion de Taq polimerasa a 1,5 unidades. El programa de ciclado consistié en una
etapa de desnaturalizacién inicial de 3 minutos a 92°C, seguido de 35 ciclos de 1 min a
92°C, 1 min a57°Cy 1 min a 72°C, y 5 min de extension final a 72°C.
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La linea celular Hela (20-40 copias de VPH 18 por célula) y plasmidos purificados vy
diluidos conteniendo los genomas virales fueron utilizados como controles positivos y

negativos para la integracioén viral.

2.6 Deteccién de la amplificacion génica del proto-oncogén c-myc

El andlisis de la amplificacion génica del proto-oncogén c-myc se realiz6 utilizando la
técnica de co-amplificacion con locus de referencia como gen control (RG-PCR) (L6nn et
al., 1993; Golijow et al., 2001). En la misma se amplific6 de manera simultdnea un
fragmento de 139 pb correspondiente a c-myc y otro fragmento de 110 pb
correspondiente al locus de referencia B-globina segun lo descripto por Kallio y col. (1991)
(Figura 2.3).

La reaccion de amplificacion fue realizada utilizando 5 pl de las muestras purificadas, 2,5
mM Cl,Mg, 200 uM de cada uno de los dNTPs, 25 pmol de cada cebador (Kallio et al.,
1991) y 1,25 U de Tag DNA polimerasa en buffer de PCR (20 mM Tris-HCI; pH 8,4 y 50
mM CIK), en un volumen final de 50 pl. Los ciclos de amplificacion fueron: 1 ciclo a 94°C
durante 4 min y 25 ciclos de 1 min a 92°C, 1 min a 56°C y 1 min a 72°C, permitiendo la
realizacion de la comparacion de los productos co-amplificados en la fase exponencial de

la reaccion de PCR.

La deteccion de los productos de la PCR fue realizada por corrida electroforética en geles
de poliacrilamida al 10% y posterior tincidon con plata. El evento de amplificacion génica
fue estimado mediante la relacion de intensidades entre las bandas c-myc y B-globina.
Para la digitalizacion de las imagenes se utilizé el programa Kodak Digital Science 1D
Image Analysis. Todas las muestras se corrieron y analizaron por duplicado para

confirmar los valores obtenidos.
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B-globina c-myc B-globina c-myc c-myc
-— -— -— -— -—
A ] I ] ] ] B [ ] I ] 1 ]
—» —> —» —- —-
-— -— -— -— -—
[ [ [ [ [ I I L [
—b4_ —> -— — . —» -— -—
—/ I— I— [ ] | ]
— — - — -
- - o - -
I— [— I— l | |
—- —- - —» —>

Figura 2.3 Principio de la metodologia RG-PCR. A) La secuencia diana (c-myc) es co-
amplificada simultaneamente con un gen de referencia de copia Unica (R-globina)
dispuesto sobre el mismo cromosoma. B) Cuando la secuencia diana se encuentra
amplificada habra una cantidad proporcionalmente mayor de este amplicon en
comparacion con la del gen de referencia.

2.7 Mutacion de los codones 12y 13 de k-ras

Las mutaciones en los codones 12 y 13 de k-ras fueron detectadas por una metodologia
de PCR mutagénica, basada en el protocolo previamente descripto por Hatzaki y col.
(2001), aunque con modificaciones menores. De acuerdo a este método, la reaccion de
polimerasa es disefiada con cebadores con bases desapareadas (“mismatches”) con el
objeto de insertar un sitio de restriccion para cortes con enzimas. Como lo indica la figura
2.4, los ensayos del codon 12 tuvieron el cebador izquierdo con el mismatch, y la
digestion con la enzima BSTNI produjo dos bandas de 160 y 192 pb para el alelo mutante,
mientras que el alelo salvaje permanecié sin digerirse (192 pb). Por otro lado, el alelo
salvaje del coddn 13 origind bandas de 85 pb, 48 y 26 pares de bases luego de la
digestion con la enzima Hae Ill, mientras que el alelo mutante solo produjo bandas de 85
y 74 pares de bases.

La mezcla para la reaccion de amplificacion se realizé en un volumen final de 50 ul, el
cual estaba formado por 19 picomoles de los cebadores de Fkrasl2 y Rkrasl2 y 22,5
picomoles para Fkras13 y Rkras13 (Tabla 2.8); 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM de Cl,Mg,
1X de buffer comercial, 0,75 unidades de Taq Polimerasa (Invitrogen, USA) y 5 ul de ADN
de muestra purificada.
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Posteriormente se utilizaron 7 ul de cada producto de reaccion para la digestion
enzimatica. La mezcla de reaccion consistié en: 5 unidades de las enzimas BSTNI para el
codon 12 y HAEIII para el coddn 13 (NewEngland Biolabs, United Kingdom), buffer
comercial 1X, 7 ul de amplificado y agua destilada. Las muestras se incubaron 5 horas a

37°C bajo una pequefa capa de aceite mineral.

Los cortes se corrieron en geles de acrilamida al 10%, se revelaron con SyberSafe™ y

visualizaron en transiluminador de luz azul (Invitrogen, USA).

Forward del cebador K-ras 12
5ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT
5ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATAC-3

GGATCCGTTCTCACGGAACTGCTATG-5’
Reverse del cebador K-ras 13

Figura 2.4 Cebadores utilizados para la deteccion de K-ras 12 y 13 y en el centro la
secuencia del gen donde estd marcado: hot spot del codon 12 (Amarillo); hot spot del
codon 13 (Verde); y en celeste los mismatches introducidos por los cebadores utilizados
en ambas reacciones de polimerizacion.

2.8 Inestabilidad de Microsatélites

Todas las muestras de ADN fueron utilizadas como molde para la amplificacion por PCR
del panel de microsatélites recomendados por el taller del Instituto Nacional del Cancer de
EEUU en 1997 (1997 National Cancer Institute), donde también se establecieron las guias

para su clasificacion.

Estos cinco microsatélites recomendados son una combinacioén del denominado “Panel de
Bethesda” (BAT-26, D2S123, D17S250), y dos loci alternativos recomendados en el
mismo taller (BAT-40 y BAT34C4) (Boland et al., 1998). El panel de Bethesda consiste en
dos loci mononucleoétidos (Big Adenine Tract BAT-25 y BAT-26), y tres loci dinucleotidicos
(D2S123, D5S346, y D17S250). De acuerdo a las recomendaciones brindadas en el taller,

56



Materiales y Métodos

Luis Orlando Pérez

los carcinomas con inestabilidad en dos o mas loci son interpretados como MSI alto, y

carcinomas con inestabilidad en solo un marcador se interpretan como MSI bajo.

La amplificacion fue realizada en un termociclador, en reacciones monoplex (se amplifica

un solo marcador por reaccién), con las condiciones explicadas en la tabla 2.6 y las

secuencias descriptas en la tabla 2.7. Posteriormente cada muestra fue genotipificada en
un secuenciador automatico MegaBACE1000™ (GE Healthcare) utilizando ET550-R

como el estandar de peso molecular (GE Healthcare). El andlisis de la asignacion del

genotipo fue conducida mediante el software Genetic profiler Software Suit version 2.2

(GE Healthcare)

Tabla 2.6 Condiciones de ciclado de las reacciones de amplificacion de los microsatélites.

Marcador Programa

BAT25 28 cycles of 95°C for 1 min, 56°C for 45 s, 72°C for 45 s
BAT26 32 cycles of 95°C for 45 s, 55°C for 1 min, 72°C for 30 s
BAT40 35 cycles of 95°C for 45 s, 55°C for 45 s, 72°C for 45 s
BAT34C4 30 cycles of 95°C for 1 min, 57°C for 45 s, 72°C for 45 s
D17S250 35 cycles of 95°C for 45 s, 55°C for 45 s, 72°C for 45 s

Tabla 2.7 Panel de cebadores para la deteccién de inestabilidad de microsatélites (MSI).

I_\lombrq Y Posicion Repeticion Secuencia Amplicén
microsatélite crom.
BAT 26 5 tcg cct cca aga atg taa gt 80-100
(mono) P t)5......(a)26 tct gga ttt taa cta tgg ctc pb
att aac ttc cta cac cac aac -
BAT40 | 10131 |ttt tt...0)2......ttt.(1)40 80-100
(mono) gta gag caa gac cac ctt g pb
a aga atc aaa tag aca at
D2175250 | 1rall.2 |z (caj24 | 99889 g 150
(din) -ql12 gct ggt cat ata tat att taa acc
aaa cag gat gcc tgc ctt ta
D2S123 (din) | 2p16 (ca)13ta(ca)15(tlg a)7 dgatgcetq 197-227
gga ctt tcc acc tat ggg ac
accctggaggatttcatctc
BAT 34C4 17p.13 repeticiones de a 99299 131 pb
(mono) aacaaagcgagacccagtct
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Nota: Los marcadores BAT26 y BAT34C4 son practicamente monomérficos, siendo las
variaciones de tamafio entre individuos menores de dos nucleétidos. Para el marcador
BAT40, las variaciones de tamafio grande (6 a 16 nucleétidos desde el alelo mas
frecuente) son extremadamente raras. Por esta razon, estos tres marcadores pueden ser
utilizados confiablemente ain en ausencia de tejido control (Plank et al., 2003). Los
resultados obtenidos en los marcadores D217S250 y el D2S123 deben ser comparados

con el obtenido en muestra control.

2.9 Determinaciéon de los polimorfismos del codén 72 del gen p53 y del codon 462
del gen RNASEL

Para la caracterizacion de los polimorfismos de los genes p53 y RNASEL se empleé la
técnica de PCR seguida de pirosecuenciacion. Esta técnica se basa en la deteccion de la
formacion de pirofosfatos durante la reaccion de polimerizacién del ADN. El pirofosfato
producido durante dicha reaccion es convertido en ATP, el cual es utilizado por una
luciferasa para convertir la luciferina en oxiluciferina. Por cada adicién de un nucleétido en
el proceso de extensiébn de la polimerizacion de ADN, se genera emision de luz
(Nordstrom et al., 2000). El dispositivo puede observarse en la figura 2.5 y la reaccion

esta detallada en la figura 2.6.

Para la genotipificacién se amplificaron fragmentos del gen p53 y RNASEL de 166 pares
de bases, cuyo cebador derecho e izquierdo poseen una marca de biotina en el extremo
5’, respectivamente (Tabla 2.8). Posteriormente se prepararon las muestras segun las

indicaciones recomendadas por el fabricante (Pyrosequencing, Uppsala, Suecia).

2.9.1 Amplificacién de p53

La reaccion de amplificacién fue efectuada en un volumen final de 50 microlitros. La
mezcla contenia 31,25 picomoles de los cebadores p53pf y p53prB (Tabla 2.8); 0,2 mM
de cada dNTP; 1X de buffer de reaccién (20 mM Tris-HCI; pH 8,4 y 50 mM CIK), 1,5
unidades de Tag ADN polimerasa; 1,25 mM de CI,Mg; 5 uL de ADN de cada muestra y
H,0 destilada.
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El ciclado del programa de amplificacién fue el siguiente: 1 ciclo de desnaturalizacion
inicial de 3 minutos a 92°C; 35 ciclos de 30” a 92°C, 50” a 61°C, 45” a 72°C; y extensién
final de 5 minutos a 72°C. Los productos de la PCR fueron corridos en geles de
poliacrilamida al 10% durante 30 minutos y visualizados en transiluminador de luz

(Syberimage®) azul tefiido con SyberSafe®.

2.9.2 Amplificacién de RNASEL

Para el gen RNASEL la mezcla de amplificacion consisti6 en 30 picomoles de los
cebadores rnpfb y rnpr (Tabla 2.8); 0,2 mM de cada dNTP; 1,3 mM de Cl,Mg; 1X de buffer
de reaccion (20 mM Tris-HCI; pH 8,4 y 50 mM CIK), 1,5 unidades de Taq ADN polimerasa,
5 uL de ADN de las muestras y H,0 destilada hasta 50 uL.

El programa de ciclado constd de 1 ciclo de desnaturalizacion inicial de 3 minutos a 92°C;
35 ciclos de 30” a 92°C, 45” a 61°C, 35” a 72°C, y extension final de 5 minutos a 72°C.
Los productos de la PCR fueron corridos en geles de poliacrilamida al 10% durante 30
minutos y visualizados en transiluminador de luz (Syberimage®) azul tefiido con
SyberSafe®.

2.9.3 Protocolo de pirosecuenciacion
Unidn de los productos de PCR biotinilados a las perlas de cefarosa.

Se transfirieron 20 pL de producto de PCR por microwell, a los que se agregaron: 17 pL
de agua destilada, 3 uL de perlas Dynabeads™ cubiertas con estreptavidina (Dynal, Oslo,
Noruega) y 40 uL de buffer de unién (10 mmol/L Trizma base, 2 mol/L NaCl, 1 mmol/L
EDTA, y Tween 20 0,1%, pH 7.6).

-Se sellaron las placas de PCR y se agitaron con vortex por 10 minutos a temperatura

ambiente.
Desnaturalizacion del ADN y preparacion de la cadena biotinilada

Para separar las cadenas biotiniladas del ADN complementario no marcado se utilizé un

dispositivo denominado Workstation (Uppsala, Suecia) que atrapa los complejos de perla:
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estreptavidina: biotina: ADN blanco. Las particulas se mantienen pegadas a microfiltros
por un sistema de trampa de vacio, de esta manera las muestras son transferidas a
diferentes soluciones consecutivamente: Agua destilada por 10 segundos para lavar los
complejos, NaOH 0,2 M por 10 segundos para desnaturalizar el ADN y etanol 10% por 10
segundos para descartar el ADN que fue desnaturalizado. Las perlas son entonces
transportadas a una placa con buffer de annealing (20 mmol/L Acetato de trizma y 5
mmol/L de acetato de magnesio, pH 7.6) que contiene el cebador de secuenciacion.
Seguido de esto, las muestras se calientan a 80°C por dos minutos y se enfrian por 5

minutos.

Pirosecuenciacion e interpretacion de los resultados

Las muestras fueron genotipificadas en el pirosecuenciador automatico PSQ® 96 MA
(Pyrosequencing AB, Uppsala, Suecia) y la lectura automatica se realiz6 por el programa
PSQ®96SNP.

PSQ 96 A

Figura 2.5 Aparato de purificacién y separacion de cadenas de los amplificados de ADN

(izquierda), y pirosecuenciador PSQ96MA (Derecha).

60



Materiales y Métodos

Luis Orlando Pérez

Cuadro A

Polymerase
3'—CGTCCGGAGGCCA;§GT TECh 2

T T T T it | [ I T T 1

i _LI_LLI_!_I_L %
S YIVeYeYe @

Polymerase |

(DNA), + dNTP > (DNA),,, + PPi

Cuadro B. La sulfurilasa de ATP convierte PPi a ATP en
la presencia de adenosina 5’ fosfosulfato (APS). Este
ATP conduce la conversién mediada por luciferasa de
luciferina a oxiluciferina que genera luz visible en can-
tidades proporcionales a la cantidad de ATP. La luz
producida en la reaccién catalizada por luciferina se
detecta por un chip-dispositivo acoplado de carga
(CCD) vy visto como un pico en los datos crudos
(denominado Pirograma). El tamafio de cada pico
(serial de luz) es proporcional a los nucedtidos incor-
porados. La apirasa, una enzima degradadora de nu-
cledtidos, contimuamente degrada nucledtidos no
incorporados y ATP. Cuando la degradacién se com-
pleta, otro nucledtido es adicionado

Cuadro C. La adicién de dNTP es secuencial. Deberfa
notarse que la desoxiadenosina alfa-tio trifosfato
(dATP.S) es usada como substituto para la dATP natu-
ral desde que es eficientemente usada por la ADN
polimerasa, pero no reconocida por la luciferasa.
Mientras que el proceso continua, la cadena de ADN
complementaria es construida y la secuencia de los
nucledtidos se determina de los picos de las sefiales
en el Pirograma

Cuadro A. El primer de secuenciacién se hibridiza a un
amplicén de PCR de simple cadena que sirve de templa-
do, y se incuba con las enzimas: ADN polimerasa, ATP
sulfurilasa, luciferasa, apirasa, y los sustratos correspon-
dientes adenosina 5’ fosfosulfato (APS) y luciferina. El
primer dNTP es adicionado a la reaccién. La ADN polime-
rasa cataliza la incorporacién de los desoxirribonucledti-
do trifosfato a la cadena del ADN, si es complementario a
la base en la cadena complementario. Cada evento de
incorporacién es acompariado por la liberacién de piro-
fosfato (PPi) en una cantidad equimolar a la cantidad de
nucledtido incorporado.

‘ . Cuadro B
Cluric
APS+PPi ATP Uight
luciferin  oxyluciferin
Luciferase
P '
ATP Light el j

Time
Nucleotide incorporation generates light
seen as a peak in the Pyrogram trace

JdNTP —M» dNDP + dNMP + phosphate

T
ATP ﬁPY ADP + AMP + phosphate
Nucleotide sequence
G C - A GG CC T

4

6 € T A e c T
Nucleotide added

Figura 2.6 Principio de la reaccién de pirosecuenciacion (Qiagen Corporation, Germany).
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Tabla 2.8 Descripcién de las secuencias de los oligonucleétidos utilizadas en las

reacciones de PCR.

Nombre Secuencia Amplicén
cmyca 5 - aggaactatgacctcgacta-3’
c-myc , 3 139 pb
cmycb 5-agcagctcgaatttcttcc -3
_ baloba 5 -acacaactgtgttcactagc-3”
p-globina N i 110 pb

balobb 5 -caacttcatccacgttcacc-3°
p53pf 5'-tcccccttgecgteccaa-3’
p53 p53pr°- 5'-ctggtgcaggggccgtegatgtag-3’ 166 pb
p53int 5’-cagaggc tgctccec-3’
rnpf’-5'-gtgtcaccctctgtgagcagac-3’
RNasel rnpr 5'-gcagatcctggtgggtgtatcc-3’ 166 pb
rnint 5-gatgacaggacattt-3’

gp5+ 5’ -tttgttactgtggtagatac-3°

G 145 pb
P ap6+° 5’ -gaaaaataaactgtaaatca-3’ P
My ap9+ 5 -cgtcc(a/c)a(a/a)(a/a)agala/t)actatc-3” 450 pb
) apll+ 5°-gc(a/c)cagga(al/t)cataa(c/t)aatgg-3° '
fkras12 5'-actgaatataaacttgtggtagttggacct-3’
K-ras 12 g glagtagtiag 192 pb

rkras12 5 -actcatgaaaatggtcagagaaacctttat-3’

fkras13 5'-gtactggtggagtatttgatagtgtattaa-3’
K-ras 13 , , 159 pb
rkras13 5'-gtatcgtcaaggcactcttgcctagg-3

B cebadores biotinilados

2.10 Analisis estadistico de los resultados:

El anélisis estadistico de los datos se realizd empleando los programas SPSS® y el
programa EPI INFO obtenido del CDC (Centro de Control de Enfermedades, Atlanta,
EEUU). La estadistica descriptiva de los datos se efectu6 mediante el empleo de tablas

de tabulacién cruzada y representacion grafica en histogramas de frecuencias.
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El estudio de las asociaciones entre los marcadores moleculares en funcién a los factores
de clasificacién fue ensayado de acuerdo a sus distribuciones por medio de la prueba de
chi-cuadrado. En las tablas 2x2 y con casillas de valores menores a 5 observaciones se
utilizé la correccién de continuidad de Yates. Para cada factor estudiado se obtuvo el odds
ratio con intervalos de confianza del 95%. El grado de correlacion entre las variables fue

estimado mediante el tau-c de Kendall.

2.11 Modelos matematicos y/o estadisticos
2.11.1 Frecuencias génicas y genotipicas:

El polimorfismo en el codon 72 del gen oncosupresor p53 presenta herencia del tipo co-

dominante. Por esta razon, las frecuencias genotipicas (Xii, Xij, Xjj) se estimaron por

recuento directo de cada uno de los genotipos observados sobre el total de pacientes

estudiados. Las frecuencias génicas se obtuvieron segun la siguiente formula (Nei, 1987).
Xi=(2ni+n;)/2n

Donde: n; indica el numero de individuos homocigotas para el alelo i y n; indica el nUmero

de individuos donde j es cualquier alelo distinto de i.

2.11.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Sequn el principio de Hardy-Weinberg (Nei, 1987), las frecuencias genotipicas esperadas
en el equilibrio pueden ser estimadas en base de las frecuencias génicas a partir de la

expansioén del siguiente binomio:
(xi+xj)?=xi® + 2 xi.xj + xj°

Donde: x? es la frecuencia genotipica esperada en los individuos homocigotos para el
alelo i, 2 x.x es la frecuencia esperada de los heterocigotas ij y x? es la frecuencia

esperada de los homocigotas para el alelo |.

Para verificar que la poblacibn se encuentre en equilibrio se comparan los valores
genotipicos observados y los valores tedricos esperados segun el equilibrio de Hardy-

Weinberg, mediante el empleo de la prueba de Chi-cuadrado de Bondad de ajuste.
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2.11.3 Prueba de Chi-cuadrado de Pearson:

La distribucién de chi-cuadrado (x?), o de Pearson, se refiere a las probabilidades que
tienen las sumas de los quebrados (O-C)? / C formados por “n” nimero de clases. En ellos
“O” es la frecuencia absoluta de una clase de una muestra real que responde a una ley,
una hipétesis, una razén, una proporcién o un porcentaje, y “C” es la frecuencia absoluta
de la clase correspondiente de una clase teodrica, calculada sobre la base de los
parametros de la muestra real y teniendo en cuenta el grado de libertad (v), o se clases
menos el nimero de condiciones impuestas a esta muestra. La amplitud de la distribucién

va de cero a infinito.

Funcion: la funciéon de la densidad de la probabilidad de la frecuencia se expresa:

:_w(0-C)°
x2=y O
1 C
Para la estimacion de la asociacion entre dos o mas variables del tipo cualitativo se
empleé la prueba de chi-cuadrado con la correccion de Yates para las casillas con valores
menores de 5 observaciones (Greenberg et al., 2001). Se consideraron diferencias

estadisticamente significativas a los valores de p < 0,05.

n _ 2
X *Yates = Z—(O CC+ 05)
1

2.11.5 Estimacion del riesgo relativo

El odds ratio es una estimacion del Riesgo Relativo asociado a la exposicion a un factor
(Greenberg et al., 2001). Se calcula mediante la razén de los productos cruzados de
enfermos por sanos entre los individuos que presentan el factor de riesgo en
consideracién y los que no lo hacen (OR). Valores mayores a 1 indican que la enfermedad
es mas comun entre los individuos que estan expuestos al factor bajo estudio. La

situacioén opuesta ocurre cuando los valores son menores a 1.
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La informacién de la poblacion en estudio se tabula de la siguiente manera:

\ Enfermedad
s No
Exposicion ‘ a b
No exposicion \ C a
La formula del odds ratio (OR) es:
R (asd)
(ceb)

La estimacion del intervalo de confianza del 95% del OR se obtiene de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

L,(OR) +196 S, on)

Donde S | or) €s el error estandar del logaritmo del OR:
S noRr) = (1/a+1/b+1/c+1/d)?

2.11.6 Coeficiente de correlacion de Kendall

La medida tau-c de Kendall estima el grado vy tipo de asociacién entre dos variables
cualitativas con distinto numero de categorias en escala ordinal. El signo del coeficiente
indica la direccién de la relacién, y su valor absoluto indica su fuerza. Valores préximos a
1 o -1 se deben a una fuerte asociacién positiva 0 negativa, respectivamente. Valores
proximos a 0 representan ausencia de asociacion.

(D-1)

T, =
(D+1)

Donde: D es el numero total de situaciones directas, e | es el nUmero total de situaciones

inversas (Greenberg et al., 2001).
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2.11.7 Curva de Kaplan-Meier

Es muy comin que la variable que se quiera estudiar sea el tiempo en que tarda en
ocurrir un suceso, ya sea este beneficioso o perjudicial. El conjunto de técnicas
estadisticas que se emplean para analizar este tipo de datos se conoce en medicina como
“analisis de la supervivencia”. El procedimiento de Kaplan-Meier es un método de
estimacién de modelos hasta el evento en presencia de casos censurados (aquellos
individuos que no presentaron el suceso a estudiar hasta el momento en que fueron
medidos). El modelo de Kaplan-Meier se basa en la estimacién de las probabilidades
condicionales en cada punto temporal cuando tiene lugar un evento y en tomar el limite
del producto de esas probabilidades para estimar la tasa de supervivencia en cada punto

temporal.

La supervivencia (0 en el caso del presente estudio el tiempo de aparicion de la

enfermedad) se calcula de la siguiente forma:

ri—

i mi i

S(ti) = oS(ti-1)

El test de Log-rank (o Log-rango) fue utilizado para comparar el inicio de la enfermedad
entre los grupos de genotipos. Este estadistico contrasta la igualdad de las distribuciones
para los diferentes niveles del factor. En esta prueba, todos los puntos del tiempo son

ponderados por igual.

2.11.8 Reduccion de la Dimensionalidad Multifactorial o MDR

La Reduccién de la Dimensionalidad Multifactorial (MDR) es un modelo genético no
paramétrico que es alternativo a la regresion logistica para la deteccion y la

caracterizacion de interacciones no lineales entre atributos genéticos y ambientales
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discretos. Este método sirve para detectar y caracterizar las combinaciones de variables
predictoras (atributos) o variables independientes que interactian para influenciar las
variables de clase o dependientes. MDR fue disefiado especificamente para identificar
interacciones entre variables discretas que influencian una respuesta binaria, y es

considerada una alternativa no paramétrica a los métodos estadisticos tradicionales.

La base del método de MDR es la construccion de un algoritmo que convierte dos 0 mas
variables (polimorfismos) en una sola. En lugar de comparar todas las combinaciones de
genotipos entre casos y controles, la nueva Unica variable es asociada con la variable de
clase (sano-enfermo). De manera que un andlisis multivariado pasa a ser uno bivariado, el
cual puede ser abordado con cualquier técnica conocida de asociacién no paramétrica. El
objetivo final es crear un modelo simple que facilite la deteccion de interacciones no
aditivas o no lineales entre los atributos, tal que la prediccién de la variable de clase sea
mejorada mas que en la representacion original de los datos. El software utilizado en este
trabajo fue MDR-Permutation Testing Software Overview™ (Dartmouth Medical School,
USA).
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3.1 Deteccién del ADN del virus del Papiloma humano.

El ADN fue extraido exitosamente de las 291 biopsias analizadas. Aquellas biopsias que
no fueron positivas para la el gen control de la beta globina fueron cortadas nuevamente

de los tacos de parafina y su ADN re-extraido.

Todas las muestras fueron analizadas mediante la técnica de PCR. Una biopsia se
consider6 negativa luego de obtener tres resultados negativos para el protocolo anidado
MY/GP+. Estos cebadores delimitan un segmento de la region L1 del genoma viral
conservado entre los tipos virales (cebadores MY09/11 y GPO05+/06+). La figura 3.1

presenta los productos de amplificacion de la segunda ronda (GP+).

La genatipificacion fue realizada mediante el procedimiento PCR enzimo-inmunoensayo
para sondas especificas como esta descripto en Materiales y Métodos. En la figura 3.2 (A)
se observa una fotografia mostrando los resultados obtenidos en una de las micro-placas.
Ademds, para la tipificacion viral también se utilizd la técnica de polimorfismos en la
Conformacion de Cadenas Simples (SSCP) (figura 3.2 B). Aquellas muestras positivas
que no hibridaban con alguna de las sondas oligonucleotidicas para la técnica de enzimo-
inmunoensayo, y que cuyos patrones de SSCP no correspondian a ninguno de los
controles utilizados, fueron secuenciadas con un sistema MegaBase®, perteneciente al
servicio de secuenciacion del IGEVET-CONICET. Los primers utlizados para la

secuenciaciéon han sido los cebadores Gp5+ y GP6+.

Figura 3.1. Electroforesis en gel de agarosa
al 2%. Calle 1: control positivo (Caski);
calles de 2 a 5: muestras de colon y recto;
calle 6: control negativo; calles 7 a 11:

muestras de colon y recto; calle 12: control
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Figura 3.2 (A) Microplaca de PCR enzimo-inmunoensayo de las muestras positivas para los tipos
virales. Calle 1, 3y 8: VPH 31, calle 2, 5y 6: VPH 16; calle 4 y 7: VPH 18; calle 9: VPH 51; calle

10: VPH 66; calle 11: controles positivos; calle 12: controles negativos.

(B) Electroforesis (SSCP) en gel de poliacri-
lamida (8%), bajo condiciones desnaturalizan-
tes para los diferentes tipos virales detectados
en este trabajo. Calle 1, 3y 8: VPH 31; calle 2,
5y 6: VPH 16; calle 4y 7: VPH 18; calle 9: VPH
66; calle 10: VPH 51.

3.2 Prevalencia del Papilomavirus Humano:

La prevalencia del VPH fue de 29% en las muestras de colon y recto tomadas en
conjunto. Cuando se dispuso de mas de una biopsia por individuo, se consider6 positivo al
mismo si en al menos uno de los tejidos era detectado ADN viral. Para los
adenocarcinomas, se examind ADN de varios cortes del tumor si mas de una muestra era
remitida, y para el caso de 12 individuos en el grupo de adenomas y de cuatro pacientes
en el grupo de polipos hiperplasicos, también se analizaron biopsias de otros sitios del

intestino.

El grupo control reveld que el 26,5% (25 de 94) de los tejidos eran positivos para el VPH,

mientras que para el grupo de adenocarcinomas fue el 38% (33/87). En base a la
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presencia del ADN viral, la diferencia entre casos y controles no fue significativa (OR=1,6;
ICo50,=0,9-3,1; p>0,05). Al ajustar los datos por la edad, mediante regresion logistica, la

diferencia entre casos y controles fue aiun menor (ORegaq=1,07 1Cg54,=0,4-2,4; p>0,05).

Como puede observarse en la tabla 3.1, los adenomas tampoco presentaron diferencias
significativas para la deteccion del ADN viral (OR=1,2; p>0,5). Por otra parte, los pdlipos
hiperplasicos presentaron la prevalencia mas baja de biopsias con ADN del VPH, aunque

también fue el grupo con menor nimero de muestras.

La relacion entre la presencia del VPH y la severidad de los carcinomas esta descrita en
la tabla 3.2 y el gréafico 3.1. Al separar los tumores por estadio, no se observé correlaciéon
entre el porcentaje de VPH y el grado de invasion del tumor. El subgrupo con mayor
prevalencia fue el estadio lll, con 42% de los tumores positivos, seguidos del estadio IV
(41%), y el estadio | (37%). Proporcionalmente, el estadio con menor prevalencia de VPH

fue el Il.

Tabla 3.1 Prevalencia de la infeccion por el Papilomavirus humano en la poblacion en
estudio, los valores de Odds Ratio y P fueron calculados mediante chi-cuadrado por
comparacion con los controles.

Grupos ADN VPH + ADN VPH - Odds Ratio (ICgse)
Normales (n=94) 25 (26,6%) 69 (73,4%) 0
Adenomas (n=74) 17 (23%) 57 (77%) 1,2 NS
Carcinomas (n=87) 33 (38%) 54 (62%) 1,6 (0,9-3,1) NS
Pol. Hiperplasicos (n=19) 4 (21%) 15 (79%) 0,7 NS
Total (n=274) 79 (28,8%) 195 (71,2%) -

NS No significativo
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Tabla 3.2 Correlacion entre presencia del virus del Papiloma humano vy el estadio

colorrectal.
Estado VPH A
Estadio colorrectal Valor p
ADN VPH+ ADN VPH-
Estadio | 10 (37%) 17 (63%) 0,41
Estadio Il 7 (33,3%) 14 (66,7%) 0,71
Estadio Ill 11 (42,3%) 15 (57,7%) 0,19
Estadio IV 5 (41%) 7 (59%) 0,45
Datos perdidos - 1 -
Total 33 (38%) 54 (62%) -
APrueba de )(2 de los estadios comparados con el grupo control.
VPH y estadio colorrectal
18 17
16 \ 15
14
g 12 11 \
e 10 \
g 10 /\
sl N N\ —VPHneg
E ~ \\5 e \[PH pOS
E 6
> N\
4
2
0
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Gréfico 3.1. Prevalencias de VPH de acuerdo al estadio del cancer colorrectal, graficado

en porcentajes.

No se observo relacion entre la infeccion por VPH y el grado de displasia de los
adenomas. El 29% (11/38) de los adenomas de displasia de bajo grado, el 12% (2/16) de
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los de moderado grado, y el 16% (5/32) de los de alto grado presentaron ADN del VPH.
Con respecto al tipo de estructura histolégica, se sabe que los adenomas vellosos tienen
un potencial oncogénico hasta diez veces mayor respecto a los p6lipos adenomatosos de
histologia tubular. Sin embargo, la proporcién de adenomas positivos para VPH fue similar
en adenomas vellosos (21%) y tubulares (24%) (Grafico 3.2). Los adenomas mixtos
(regiones tubulares y vellosas) tuvieron la menor prevalencia del virus, con el 18% de

positividad.

Tipos virales.

Los tipos virales de alto riesgo VPH 16 y 18 sumaron la mayoria de los casos positivos, en
todos los grupos. En mucha menor proporcién se encontraron los tipos virales 31, 33,51y
66. En este grupo de muestras no se detectaron los tipos VPH 6 y 11. Por otra parte, en
dos muestras no se pudo establecer el tipo viral debido a que se obtuvieron positivos que
denotaban un muy bajo nimero de copias, impidiendo su tipificacion posterior. Un

resumen de los tipos virales encontrados se detalla en las tablas 3.3y 3.4.

35 30

29

30 25 24

25 ~
20 18

20 4

15 +

10

10 +

5 5

0 - T T ) 0
BG MG AG Tubular Mixto Velloso

Gréfico 3.2. En los dos cuadros se observan los porcentajes de muestras VPH positivas
en el grupo de adenomas. A la izquierda, BG: adenomas con displasia de bajo grado; MG:
adenomas con displasia de grado moderado; AG: adenomas con displasia alto grado. A la
derecha las barras representan el nUmero de adenomas segun la estructura histologica:
Tubular, Mixto (tubulo-velloso), y Vellosos.

73



Resultados

Luis Orlando Pérez

Tomando todos los grupos histoldgicos en conjunto, el VPH 16 constituy6 el tipo viral mas
frecuente, con el 13% de muestras positivas (36/274). A éste le siguié el VPH 18 con el
10% de las muestras (27/274). Todos los tipos restantes en conjunto (31, 33, 51, 66,
otros) acumularon menos del 6% de las muestras (16/274). En la tabla 3.3 se describen
las prevalencias tipo-especificas de acuerdo a los grupos. En todos los grupos la
distribucién de frecuencias tipo especificas tuvo una tendencia similar con respecto al
VPH 16 y 18 (Gréfico 3.3). Tanto controles como carcinomas presentaron prevalencias del
VPH 16 de 12,7% y 18,4%, respectivamente. Un poco por debajo se encontraron los
adenomas, con 9,3%. El Papilomavirus tipo 18 estuvo en segundo lugar en todos los
grupos, y el VPH 31 también fue detectado en mucosa normal (3,2%), adenomas (1%) y
tumores colorrectales (2,3%). Ademas, se han detectado muestras con VPH 33, y otras
con VPH 51y 66.

Tabla 3.3 Distribucion de los subtipos de VPH en controles normales, adenomas y polipos
hiperplasicos.

Tipos VPH
Total
16 18 31 33 66 Otros
Controles 12 9 3 - - 1 25
Adenomas 8 6 1 - - 2 17
POl. Hiper 2 1 - 1 - - 4
Carcinomas 16 12 2 2 1 - 33

En la tabla 3.4 se puede observar la distribucion de prevalencias tipo especificas del VPH
de acuerdo al estadio del cancer colorrectal. En general, se pudieron detectar los tipos
virales VPH 16 y 18 en casi todos los estadios, salvo la fase metastésica. El estadio IV

fue positivo para ADN de VPH 18 en 4 muestras.
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Tabla 3.4 Tipos virales del virus del Papiloma humano segun el estadio de cancer colo-

rrectal.
Tipo de VPH
Estadio Total
Neg. 16 18 31 33 66 Otros
I 17 5 3 - 1 1 - 27
1] 14 4 2 - 1 - - 21
1] 15 7 3 1 - - - 26
v 7 - 4 1 - - - 12
Sin esp. 1 - - - - - - 1
Total 54 16 12 2 2 1 - 87
Vi;£6 VPH 18 VPH 16
_ 19%
VPH 18
14%
NEG

62%

VPH 31
2%

VPH
66 VPH 33
1% 2%

Grafico 3.3 Prevalencia tipo especifica del Papilomavirus humano en controles y carci-

nomas.

VPH y otras caracteristicas histopatolégicas

Ademas de analizar la relacion entre la infeccién por VPH vy la estratificacion colorrectal,

en este trabajo se ha examinado la distribucion viral con otras caracteristicas importantes

de los carcinomas colorrectales, como la edad de diagndstico, género del paciente,

localizacién anatémica del tumor, grado de diferenciacion y tamafio de tumor.
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En el caso de los adenomas, se ha incluido el grado de displasia, que puede variar entre
bajo, moderado y alto. Si los adenomas son de estructura histoldgica vellosa, tubular o

tubulo vellosa, y el sitio o sitios anatdmicos del tracto de donde fue extraido.

Sexo

La relacion entre la positividad por el ADN del VPH y el género esta resumida en la tabla
3.5 para controles, adenomas y carcinomas. De acuerdo a los resultados, la deteccién del
VPH fue similar en hombres y mujeres tanto en controles como en adenomas. Sin
embargo, existid una tendencia estadisticamente significativa de deteccion de VPH en
mujeres en el grupo de los carcinomas (OR=2,9; ICy=1,17-7,19; p=0,03). Esto se debi6 a
gue un poco mas del 40% de todos los carcinomas obtenidos de pacientes mujeres eran
positivos para VPH, en comparacion con solamente el 34% en hombres. Estos datos no
se vieron reflejados en los otros grupos: Solamente el 16% de los adenomas provenientes
de mujeres tuvieron ADN del VPH, y 24% de los controles VPH positivos eran mujeres.
Tomados todos los grupos en conjunto, la distribucion del VPH de acuerdo al género fue
uniforme (OR=1,13; p>0,05).

En la tabla 3.6 se compara el grado de severidad que tienen los carcinomas positivos para

VPH en hombres y mujeres.

Edad

Para comparar la media de edad entre individuos infectados y no infectados dentro de un
grupo se utilizé el test t de Student. Para tres o0 mas grupos, el Andlisis de la Variancia
(ANOVA) fue la metodologia seleccionada.

Ninguno de los grupos presentd diferencias significativas en la edad respecto a la
infeccion por VPH. La diferencia de la media de edad entre individuos infectados y no
infectados fue de 2,5 afios (t=0,4; p=0,6) para el grupo control; de 3,4 afios para el grupo

de adenomas; y 2,5 afios en carcinomas (t=-0,5; p=0,56). Es interesante resaltar que las
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muestras VPH positivas tuvieron mayor promedio de edad que las negativas en los

carcinomas, en menor grado en los controles y en los adenomas.

El promedio de edad de los carcinomas de este trabajo fue un poco mas bajo a aquel
reportado por el Registro de cancer de la Provincia de Buenos Aires, que publicé una
edad promedio de incidencia de cancer de colon y recto de 65 afios, para el periodo 1996-
2000.

Tabla 3.5 Relacion entre la deteccion del ADN del Papilomavirus humano, el sexo y la
edad.

Estado Sexo X2 Edad t Stud.
VPH Femenino | Masculino | Valor P Afios (DS) Valor P
Carcinomas VPH (+) 22 (66,7%) | 11 (33,3%) 63 (19)
VPH (-) 22 (40,7%) | 32(59,3%) | <0.05 61 (13) NS
Adenomas* VPH (+) 6 (35,3%) | 11 (64,7%) 59,4 (13)
VPH (-) 32 (57,1%) | 24 (42,9%) NS 62,8 (13) 0,59
Normales VPH (+) 10 (40%) 15 (60%) 53,5 (15)
VPH (-) 31 (45%) 38 (55%) NS 56 (18) 0,6

*Un dato perdido de sexo; DS desvio estandar.

Tabla 3.6 Distribucion de género segun el estadio colorrectal en pacientes positivos para

VPH.
Estadio TNM
Sexo I Il 11 v Total
F 4 5 9 4 22
M 2 2 11
Total 10 7 11 5 33

Ubicacién anatémica

Las muestras fueron divididas en dos grupos: proximal, que incluian biopsias desde el
ciego hasta colon descendente; y distal, que comprendian muestras del colon sigmoide al

recto. El grupo de adenomas tuvo una relacion proximal:distal cercana a la unidad (40/42,
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con 4 adenomas sin especificar), mientras que el grupo de los carcinomas tuvo un mayor

numero de muestras proximales que distales (1,7=52/31; con 4 tumores sin especificar).

La relacion entre la infeccion por VPH y la ubicacién dentro del colon se puede observar
en la tabla 3.7. Los tumores positivos no estuvieron asociados con la localizacién
anatémica en los adenomas ni en los carcinomas. La relacidon entre tumores positivos y
negativos para el ADN del VPH indicé que existe un mayor porcentaje de muestras
infectadas en colon proximal (colon descendente hasta el ciego) que el colon mas distal
(colon sigmoideo y rectal) en los adenomas. En los carcinomas la diferencia fue muy

pequefia y no sginificativa (44,2% versus 32,3%, respectivamente).

A pesar de esto, si se dividen las muestras de acuerdo al sitio anatémico especifico, el
recto posee la mayor prevalencia en todos los grupos, con 36% en controles versus 24%
en otros sitios (p=0,71); 25% en adenomas versus 21% en otros sitios (p=0,71); y 41% en

carcinomas versus 39% en otros sitios (p=0,88).

La tabla 3.8 revela las prevalencias tipo especificas de los tipos virales mas frecuentes de
acuerdo a la localizacién anatémica. No parece haber una distribucién preferencial segin
el tipo viral. Existe una mayor prevalencia de VPH 16 en carcinomas del colon, pero esta

diferencia no resulté significativa (X*=0,82; p=0,3).

Tabla 3.7 Localizacion anatdmica del VPH en carcinomas colorrectales.

Ubicacion anatomica
Adenomas”® Proximal Distal X? (valor P)
ADN VPH + 12 (28,6%) 6 (15,0%)
ADN VPH- 34 (85,0%) 30 (71,4%) p>0,05 NS
Carcinomas”
ADN VPH + 23 (44,2%) 10 (32,3%)
ADN VPH- 29 (55,8%) 21 (67,7%) p>0,05 NS

AEn ambos grupos 4 casos sin especificar ubicacion.
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de los tipos virales mas frecuentes de acuerdo a la ubicacién

anatomica.
Ubicacién anatomica
Adenomas Proximal Distal valor p
VPH 16 5 2
VPH 18 3 3 0,82
Carcinomas
VPH 16 13 3
VPH 18 7 5 0,30

Grado de diferenciacion y tamafio tumoral

La infeccion por VPH fue homogénea entre los grupos divididos de acuerdo al grado de

diferenciacién (Grafico 3.4). El tamafio de los tumores colorrectales presentd una gran

amplitud en los valores. La media correspondié a 4,6 centimetros, con un rango entre 1,5

y 12 cm, con un desvio estandar de 2,1 cm. Se compararon los promedios de los

diametros reportados entre los tumores ADN-VPH positivos y negativos. Solamente hubo

una diferencia de 0,3 cm entre tumores infectados y no infectados (t=0,58; p>0,05) (Tabla

3.9).

Tabla 3.9 Relacion entre el diametro de los tumores colorrectales vy la positividad para el

ADN del VPH.
Media Dif. de las medias t (valor P)
VPH - 4,69 cm
0,3cm 0,58 (0,9)
VPH + 4,66 cm
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Gréfico 3.4 Grafico de barras donde se puede apreciar la prevalencia del Papilomavirus
humano de acuerdo al grado de diferenciacién de los tumores colorrectales

3.2 Integracién de VPH 16 vy 18

El estado fisico del Papilomavirus humano de alto riesgo fue analizado mediante el
andlisis de la integridad de E2 en el cancer colorrectal. En la figura 3.3 se pueden
observar las corridas electroforéticas con las bandas de los amplificados para el gen E2
del VPH 16. La ausencia de la sefial de PCR se interpret6 como interrupcion de la
secuencia de E2 y evidencia indirecta de la integracion dentro del genoma (Badaracco,
2002). Se examinaron dieciséis carcinomas colorrectales que fueron positivos para VPH
16 y doce para VPH 18. En el grupo normal se hizo PCR a doce de las biopsias positivas
para VPH 16 y nueve para VPH 18. La Tabla 3.10 muestra los resultados para la

amplificacién tipo especifica de E2.
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Figura 3.3. Geles de poliacrilamida al 10%
donde se observa el amplicon de E2 de VPH
16 (~140pbs). (A) diluciones seriadas del
plasmido de VPH 16 en 100 ng de fondo de
ADN. Calle 1 a 5: 1.102 OD a 1.10° OD. (B)
Calle 1: Control positivo, Calle 2: control
negativo, Calle 3 y 4: muestras colorrectales

positivas, calle 5: muestra colorrectal negativa.

Tabla 3.10 Prevalencia de deteccion de E2 de VPH 16 y VPH 18 en muestras positivas
para el Papilomavirus humano.

E216 E218
POS NEG POS NEG
Controles 8 4 6 3
Estadio | 3 2 2 1
Estadio Il 2 2 2 -
Carcinomas
Estadio Il 2 5 2 1
Estadio IV - - 3 1

Como se puede observar en la tabla, en una proporciéon de los tumores positivos para
VPH no pudo detectarse E2. La frecuencia de integracién de VPH 16 fue mayor (56%)
que para VPH 18 (25%) en carcinomas. En el grupo de controles la prevalencia de
integracién para ambos tipos se ubicd en el 34%. El bajo nUmero de muestras positivas

impidi6 realizar comparaciones estadisticas entre ambos grupos.
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3.3 Amplificacién del proto-oncogén c-myc

Se analiz6 el estado de amplificacién del gen c-myc en los tejidos colorrectales, excepto
en tres muestras (2 carcinomas y 1 adenoma) que fueron negativas para el gen, mediante
la técnica de amplificacion con gen de referencia (Lonn et al., 1993). En la figura 3.4 se
exhibe un gel con las bandas correspondientes a los productos de amplificacion de c-myc
y en la figura 3.5 la representacion de los electroferogramas obtenidos con el programa

Image-Pro Plus.

La linea de corte o “cut off’ fue establecida como la relacion de los productos de
amplificaciéon de los productos c-myc/B-globina mayor a dos desvios estandar respecto de
aquella presentada por el grupo normal. El valor obtenido para la poblacion de muestras
normales fue de 2 (media=1,2; DS=0,4). Aquellas muestras que presentaron valores entre
ubicados entre 2 y 3 se clasificaron como amplificacion leve, mientras que las muestras
gque presentaron valores por encima de 3 fueron consideradas como amplificacién de alto

grado.

PENeg 1 2 3 4 5 6 7 P

i

—— e 139pb
!c'—---~ B - 110pb
B

179pb

126pb

Figura 3.4.- Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%. Se observan los productos de
la co-amplificacién c-myc B-globina. PM: Marcador molecular pGem® (Promega, Madison,
Wisconsin, EEUU). Neg: Control Negativo. Calles 1 a 7: muestras colorrectales.

82



Blue [ Reference Ble | [ Reference

Resultados

Luis Orlando Pérez

h Blue |

Ling Profile

ey

Line Profile

il

5}
=
=

ra
=
=

N7 1/

=
=

=
=

NI Ky o

=
1
=
1

= e S om o =
= S om =

L

Distance (Pizel) Distance (Pizel)

T T
10 20 kil I 10 20 I

kil

Line Profile

I

I I

[}
=
=

=
=

=
L

= - e S m - S —

T T T
10 20 a0
Distance [Pivel]

Figura 3.5. Andlisis de la intensidad de bandas con el software Image-Pro Plus. A la
izquierda se observa un gel de poliacrilamida al 10% y a la derecha los diagramas de
intensidades de las bandas c-myc y B-globina para las calles 1, 2 y 3. Calle 1:
190/92=2,06 (amplificado); calle 2: 220/127=1,73 (no amplificado); calle 3: 176/176=1 (no

amplificado).

La prevalencia de amplificacién de c-myc en la totalidad de los carcinomas fue del 27,1%

(23/85). La proporcién de muestras con numero aumentado de copias se increment6 de

acuerdo a la severidad de la lesién, disminuyendo levemente en el tltimo estadio; 3 de 27

en estadio I; 4 de 21 en estadio Il; 12 de 25 en estadio lll, y 4 de 12 en estadio IV (Gréfico

3.5). En el grupo de los adenomas el porcentaje de muestras con c-myc amplificado

resulté en 19,8% (17/86).

88,90%
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66,70%
51%4 00%
30%
00%
10%
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Grafico 3.5 Histograma de la prevalencia de la amplificacion de c-myc en estadios del
cancer colorrectal. Las barras oscuras representan el porcentaje de muestras normales,
las barras claras el de c-myc amplificado.

Al dividir los datos en amplificaciones de alto y bajo grado, los pélipos adenomatosos
tuvieron amplificaciones leves (relacién c-myc/B-globina de 2 a 3) (tabla 3.11). Los
carcinomas, en cambio, presentaron amplificacién génica de alto grado en la mayoria de
los tumores con c-myc activado, como lo describe la tabla 3.12. La diferenciacién del
grado de activacién de c-myc respecto a los estadios de la enfermedad demostré que
mientras que la proporcion de tumores con amplificacion leve fue homogénea a través de
todos los estadios, la prevalencia de tumores con amplificacion génica alta fue
incrementandose del estadio | al estadio Ill, presentando una disminucion en el estadio IV
(Gréfico 3.6).

Tabla 3.11 Prevalencia del grado de amplificacion de c-myc en los grupos de adenomas y
carcinomas.

Estatus de c-myc

Adenomas
Carcinomas

Normal

68 (80)
62 (72,9%)

Amplificacion
leve
17 (20)
10 (11,8%)

Amplificacion
alta

13 (15,3%)

Total

85
85

Tabla 3.12 Prevalencia del grado de amplificacién de c-myc en los estadios del cancer

colorrectal.

TNM

Grado c-myc
Normal Leve Alto
24 (38,7%) 2 (20,0%) 1(7,7%)
17(27,4%) 2(20,0%) 2(15,4%)
13(21,0%) 3(30,0%) 9(69,2%)
8(12,9%) 3(30,0%) 1(7,7%)

Total

27 (31,8%)
21 (24,7%)
25 (29,4%)
12 (14,1%)

Cuando se analizé el estado de amplificacion de c-myc respecto del grado de
diferenciacion histolégica se observo que los tumores con incremento de copias génicas

estuvieron representados de manera heterogénea en las diferentes categorias, y se
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asociaron estadisticamente con las formaciones indiferenciadas (55,6% en comparacion
con el 11,1% en las semi-diferenciadas y el 26,5% en las diferenciadas). También se
determind si la amplificacion de c-myc se encontraba relacionada con el tamafio del
tumor. Llamativamente, los tumores con c-myc amplificado tenian, en promedio, menor
tamafio que las muestras con un niumero normal de copias de c-myc. Estos resultados se

encontraron en el limite de la significancia estadistica (p=0,05).

90 -~

60 -

50 -

40 -

10 -

Gréafico 3.6. Histograma que representa la prevalencia de amplificacion de c-myc en los
diferentes estadios del cancer colorrectal. Las barras de color azul indican el porcentaje
de muestras normales, las de color castafio la amplificacion de bajo grado, y las verdes de
alto grado.

Finalmente se compar6 el estado de activacién de c-myc con el sitio anatdmico de la
lesion. El 38% de los tumores de la regién proximal presentaron c-myc amplificado, en
comparacion con el 10% de la region distal (p>0,05). Un resimen comprensivo de todas
las relaciones estudiadas con la amplificacion del gen c-myc y valores estadisticos se
pueden apreciar en la tabla 3.13.

Respecto al Papilomavirus, se detectd que el 47,8% de las muestras con c-myc
amplificado portaban ADN del VPH, y los tumores sin amplificacion tuvieron el 66%. Para
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verificar si existia asociacion con la infecciéon viral, las muestras fueron agrupadas segun
los tipos VPH 16 y 18.

La tabla 3.13 describe la prevalencia de infeccion de acuerdo al grado de amplificacion de

c-myc. Los tumores positivos para el VPH 16 y 18 presentaron una frecuencia comparable

en comparaciéon al grupo VPH negativo. Esta diferencia no fue estadisticamente

significativa con todo el grupo VPH positivo o con los tipos virales por separado (p>0,05).

Tabla 3.13 Caracteristicas histopatolégicas de los tumores e infeccion por VPH de
acuerdo al grado de amplificacion de c-myc en adenomas y adenocarcinomas

colorrectales.

Adenomas

Displasia

Histologia

ADN VPH

BG
MG
AG
Tubular
Mixto
Velloso
VPH +

VPH -

Adenocarcinomas

Diferenciacion

Diferenciado
Semidiferenciado

Indiferenciado

Diametro (Media)

Ubicacion

Proximal

Distal

C-myc

Amplificado

6 (15,8%)
4 (26,7%)
7(21,9%)
5(14,7%)
4(36,4%)
7 (18,5%)
1 (5,6%)

16 (23,8%)

9 (26,5%)
3 (11,2%)
10 (55,6%)
3,8cm
20 (38,5%)

3 (10%)

Normal

32(84,2%)
11(73,3%)
25(78,1%)
29(85,3%)
7(63,6%)
31(81,5%)
17 (9,4%)

51 (76,2%)

25 (73,5%)
24 (88,8%)
8 (44,4%)
50cm
32(61,5%)

27(90%)

Valor P

0,63

0,28

0,16

0,004

0,05

0,01
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Tabla 3.13 continuacion...

ADN VPH () 11(21,2%) 41(78,8%)
AND VPH (+) 12(36,4%) 21(63,6%) 0.2
AND VPH
VPH 16 5 11
VPH 18 5 7 0.8

3.4 Mutaciones de los codones 12y 13 del proto-oncogén k-ras.

La prevalencia de mutaciones en los codones 12 y 13 fue analizada en casos y controles

mediante la metodologia de RFLP. En la figura 3.6 se observan los amplificados y cortes

respectivos.
(A) (B)
<« 190
—
<+—— 160 160
«— 89
— 71

Figura 3.6 Cortes por enzima de restriccion de los amplificados para los codones 12 y 13
del gen k-ras. (A) Coddn 13; Calle 1: Marcador de peso molecular pGem; calle 2: muestra
mutada; calle 3 y 4: normal; calle 5: muestra no digerida. (B) Codén 12; calle 1: Marcador
de peso molecular pGem; calle 2: muestra normal; calle 3: muestra no digerida; calle 4:
mutacion en un alelo; calle 5: muestra con ambos alelos mutados.

El grupo de controles no presentd alteraciones en los codones 12 y 13 del gen k-ras. Las
mutaciones en el grupo de adenomas fueron bajas: el 5,8% de los poélipos portaban
mutaciones en el codon 12 y 3,5% en el codon 13. La relacion con otras caracteristicas
patoldgicas se puede observar en la tabla 3.14. Las mutaciones en k-ras no estuvieron
asociadas con la ubicacién del adenoma o su histologia. Sin embargo, las formaciones de

histologia vellosa tuvieron mayor nimero de mutaciones de k-ras que las tubulares, pero
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esta correlacién no se vio reflejada en los adenomas tubulo-vellosos, que no presentaron
mutaciones (p=0,43). Una asociacion positiva fue encontrada al estudiar el grado de
displasia: mientras que el 100% de los poélipos mutados exhibieron displasias de
moderado o alto grado, ninguno de los 38 adenomas con bajo grado de displasia tuvo
mutaciones en k-ras (p=0,029). Es interesante resaltar que el ADN del Papilomavirus fue
detectado solamente en los adenomas que presentaban k-ras normal para los codones 12
y 13, aunque esta diferencia no fue significativa (p=0,28).

Por otra parte, el grupo de los carcinomas presentaron mutaciones de k-ras en el 24% de
los casos (18 mutados para el codén 12 y 3 para el codén 13, ninguna de las mutaciones
estuvieron solapadas). De acuerdo a los resultados, no se registr6 asociacion entre la
activacion de k-ras y caracteristicas como ubicacion, tamafio del tumor o diferenciacion.
La prevalencia especifica por estadio se puede observar en la tabla 3.15. La relacion
entre las mutaciones en k-ras y la presencia de ADN del VPH no describe algun patron
diferencial (p=0,42).

Tabla 3.14 Distribucién de las mutaciones de k-ras en adenomas colorrectales y presencia
del ADN del VPH.

Adenomas K-ras
Normal Mutado Valor P
Ubicacion Proximal 51 (87,9%) 7 (12,1%)
Distal 23(95.8%) | 1(4.2%) 0.49
Displasia Baijo 38 (100,0%) -
Moderado | 13(81,3%) | 3(18,8%)
Alto 27 (84,4%) | 5 (15,6%) 0.029
Histologia Tubular 31 (91,2%) 3 (8,8%)
Mixto 11 (100,0%) -
Velloso 34 (87,2%) 5 (12,8%) 0.43
AND del VPH + 18 (100,0%) -
VPH VPH - 60 (88,2%) | 8 (11,8%) 0.28
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Coexistencia de mutaciones de K-ras y amplificacion de c-myc.

También se realiz6 el andlisis cruzado de las mutaciones de k-ras con la amplificacion
génica de c-myc. En este sentido, se detectaron mutaciones de k-ras en el 26% (6/23) de
los tumores con c-myc amplificado y en el 24% (15/62) de las muestras no amplificadas.
Estas diferencias no fueron significativas (p=0,8). Al separar el estado de c-myc en grupos
de amplificacion de alto y bajo grado tampoco existi6 una concordancia entre ambas
alteraciones génicas. Al parecer, los dos eventos génicos se comportan independiente-
mente en el presente grupo de adenocarcinomas colorrectales. En la tabla 3.16 se

describen los resultados.

Tabla 3.15 Mutaciones en el oncogén K-ras en los diferentes estadios del céncer
colorrectal.
Carcinomas K-ras

Normal Mutado Valor p

TNM ' 22 (81,5%) 5 (18,5%)
Il 15 (71,4%) 6 (28,6%)
il 21 (80,8%) 5 (19,2%)

v 7 (58,3%) 5 (41,7%) 0.38
Ubicacion Proximal 39 (75,0%) 13 (25,0%)
Distal 24 (77, 4%) 7 (22,6%) 0,80
Tamafio Diametro 4,69 cm 4,64 cm 0.43
Diferenciacion Indiferenciado 12 (66,7%) 6 (33,3%)
Semidiferenciado 23 (82,1%5 5 (17!9%5
Diferenciado 26 (765%) | 8(235%) | 048
AND del VPH VPH + 23 (69.7%) | 10 (30,3%)
VPH - 43 (79,6%) | 11(20,4%) | 0.42
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Tabla 3.16 Relacién entre alteraciones de K-ras y c-myc en los carcinomas estudiados.

C-myc
Alto Leve Normal Valor p
Adenomas
Koras Normal - 16 (20,5%) 62 (79,5%)
Mutado - 1(14,3%) 6 (85,7%) 0,69
Carcinomas
Koras Normal 10 (15,6%) 7 (11%) 47 (73,4%)
Mutado 3 (14,3%) 3 (14,3%) 15 (71,4%) 0,91

3.8 Inestabilidad de Microsatélites (MSI)

Las 87 muestras provenientes de carcinomas colorrectales fueron amplificadas para los
marcadores de inestabilidad de microsatélites, usando cebadores con marca fluorescente
en el extremo 5. Los amplificados se corrieron en el sistema MegaBace® (Amersham
Biosciences, USA). Se utilizé el programa MegaBACE Fragment Profiler 2.1 para el
procesamiento de datos. En la figura 3.7 se copiaron los picos de fluorescencia de los

marcadores bajo estudio tomados de muestras normales.
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Figura 3.7 Electroferogramas de alelos normales de los marcadores D17S250 (arriba a la
izquierda), BAT26 (arriba a la derecha), BAT40 (abajo a la izquierda), y D2S123 (abajo a
la derecha.
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Todos los marcadores fueron exitosamente amplificados, excepto los cebadores de BAT
34C4, que tuvieron una efectividad muy baja (<10% de las muestras), por lo tanto no

pudieron incluirse en los resultados.

Bat26 es un marcador muy confiable de inestabilidad gendémica, tanto en especificidad
como en sensibilidad. De acuerdo a la literatura, BAT26 es cuasi-monomorfico, es decir,
sin variacion dentro de la poblacion. La variacién inter-individual reportada es de no mas
de 1 o 2 bases alrededor del alelo mas frecuente (120 pb). En poblaciones caucésicas se
ha determinado que 1 en 10.000 individuos poseen algun polimorfismo en la linea
germinal que difiere de este patron, por lo que se deduce que puede utilizarse
confiablemente sin la presencia de tejido control (Planck et al., 2003). Asimismo, las
variaciones de amplia longitud de los alelos del marcador BAT40 (de 6 a 16 nucle6tidos
del alelo méas frecuente) son raras, y también pueden utilizarse como marcador de MSI.
En ambos casos, se clasifica al tumor como inestable si uno de los dos marcadores

presenta mas de dos alelos.

Las frecuencias de los dos marcadores mononucleotidicos analizados se encuentran
detalladas en la tabla 3.17, donde se exponen los resultados de BAT26 y BAT40, por
separado y conjuntamente. Se encontraron 8 tumores que presentaron inestabilidad
solamente para el marcador BAT26 y 9 para el marcador BAT40. El 9% del total de la

poblacién (n=8) de casos fue inestable para ambos marcadores.

Tabla 3.17 Resultados del andlisis de inestabilidad de microsatélites (MSI) de los
marcadores BAT26 y BAT40 en los 87 carcinomas.

Caracteristica BAT26 BAT40 BAT26 y BAT40
Estables 71 (82%) 70 (81%) 79 (91%)
Inestables 16 (18%) 17 (19%) 8 (9%)

91



Resultados

Luis Orlando Pérez

La frecuencia relativa de los alelos de BAT26 y BAT40 pueden observarse en los
diagramas de barras de los graficos 3.7 y 3.8, respectivamente. Por otra parte, en la figura
3.8 se exhibe un ejemplo de inestabilidad de microsatélites para ambos marcadores,
tomado de un tumor (cod. 2997) MSI+.

Para los cinco tumores en que se disponian de muestras control no-neoplasicas se realizd
el andlisis de MSI para todos los marcadores (BAT26, BAT40, D17S250 y D2S123). Sin
embargo, no existieron diferencias entre los alelos de los tumores y muestras normales

correspondientes. La tabla 3.18 describe los alelos encontrados en dichas muestras.

F G H I IJK BB B @€ P QR 5 J W ¥ W N @ BE @

L 0106,007.008.009.018.0011.012.013.014.015.016,017.018,019.03021,022,023.0| 35.096,097,098,099.01119.0,01,002,003.004.005.006,007.008.009.010.011,012.013.014.015.016.(
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Figura 3.8 Andlisis de Inestabilidad de Microsatélites (MSI) de un adenocarcinoma (codigo

2997), mostrando inestabilidad en los marcadores BAT26 y BAT40; en el recuadro, “Size”
describe los tamafios en pares de bases.

Tabla 3.18 Alelos de los marcadores BAT26, BAT40, D17S250 y D2S123 en los cinco
carcinomas pareados con tejidos controles. No hubo diferencias en los alelos.

BAT26 tam. (n) BAT40 tam. (n) D17S250 tam. (n) D2S123 tam. (n)
157pb (1)

Tumores con 155pb (5) 297pb (4)
muestras 109pb (6) T A
normales 120pb (10) 108pb (1) oo 8: 2090 53
pareadas 107pb (3) po (L] po (1)

(n=b) o 143pb (1) 211pb (4)
141pb (1)
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Gréfico 3.7 Distribucion de los alelos del marcador BAT26 en el grupo de carcinomas.
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Graéfico 3.8 Distribucion de los alelos del marcador BAT40 en el grupo de carcinomas.

93



Resultados

Luis Orlando Pérez

Se ha reportado gue los tumores colorrectales esporadicos que poseen inestabilidad de
microsatélites presentan diferencias con los carcinomas sin MSI, y que se asemejan a los
de los pacientes con HNPCC. Entre las caracteristicas distintivas se destacan: Mayor
prevalencia de MSI en tumores del colon derecho, metafases frecuentemente diploides,
histologia mucoso secretante y pobremente diferenciados. También se caracterizan por
tener infiltrados linfociticos comparables a los de la colitis ulcerosa de Crohn, y respecto al
estadio del cancer colorrectal son en general tumores grandes, por ejemplo en T3, pero
menos agresivos, ya gue tienen menos involucramiento de los nddulos linfaticos (NO) vy

recurrencia reducida de metastasis (MO0) (Sdreide et al., 2006; llyas et al., 1999).

La relacion entre las caracteristicas clinico-patolégicas vy el estatus de MSI se resumen en
la tabla 3.19. De acuerdo a lo reportado, la mayoria de los tumores con inestabilidad
fueron de estadio | (n=4), donde no hay infiltracion en los nédulos o metastasis, 2 casos
en estadio Il, y uno en estadio Ill y IV. Sin embargo, no hubo una distribucién preferencial
en la region proximal, detectdndose mayor frecuencia relativa en el colon distal. Las
mujeres fueron mas afectadas con los tumores RER+ que los hombres (11,4% versus
7%). También hubo una pequefa tendencia de inestabilidad en tumores indiferenciados o

semi-diferenciados.

Es interesante resaltar que de los 8 tumores que presentaron inestabilidad de
microsatélites solamente 1 present6 mutacion en el gen k-ras y 1 amplificacion génica de
c-myc de alto grado. Aungue estas diferencias no fueron estadisticamente significativas,
la ausencia de solapamiento entre alteraciones genéticas e inestabilidad se hizo mas
evidente cuando se comparo la inestabilidad de los marcadores BAT26 y BAT40 por
separado, como se exhibe en la tabla 3.20. Se observan mayores prevalencias de
inestabilidad en tumores sin alteraciones genéticas. La excepcion la constituyd la
amplificacion de alto grado de c-myc con BAT26. Una descripcion de estos resultados

también puede observarse en el gréafico 3.9.

Finalmente, la relacion de los tumores MSI+ de acuerdo a la infeccion por VPH no
demostré una tendencia significativa. Las prevalencias fueron aproximadamente iguales
en ambos grupos, detectandose 4 tumores RER+ en el grupo VPH positivo v 4 en el
negativo (Tabla 3.19).
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Tabla 3.19 Resultados del andlisis de inestabilidad de microsatélites de acuerdo a las
caracteristicas clinico-patoldgicas de los tumores y presencia de ADN del VPH.

Analisis de inestabilidad de microsatélites
Estables Inestables
Femenino 39 (88,6%) 5(11,4%)
Sexo
Masculino 40 (93%) 3 (7%) 0,70
I 23 (85,2%) 4 (14,8%)
Il 19 (90,5%) 2 (9,5%)
TNM i 25 (96,2%) 1 (3,8%)
v 11 (91,7%) 1 (8,3%)
Sin especificar 1 (100%) -
Ubicacion Colon proximal 48 (92,3%) 4 (7,7%)
anatomica Colon distal 27 (87,1%) 4 (12,9%) 0,68
Diferenciado 31 (91,2%) 3 (8,8%)
_Grado de Semidiferenciado 16 (88,9%) 2 (11,1%)
diferenciacion
Indiferenciado 26 (92,9%) 2 (7,1%) 0,89
Normal 59 (89,4%) 7 (10,6%)
Estatus de K-ras
Mutado 20 (95,2%) 1 (4,8%) 0.70
Normal 57 (91,9%) 5 (8,1%)
Estatus de c-myc | Amplificacién baja 8 (80,0%) 2 (20,0%)
Amplificacién alta 12 (92,3%) 1 (7,7%) 0.60
VPH+ 29 (87,9%) 4 (12,1%)
ADN del VPH
VPH- 50 (92,6%) 4 (7,4%) 0,71
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Tabla 3.20 Relacidn entre inestabilidad de los marcadores individuales BAT26 y BAT40 y
activacion de los oncogenes c-myc y k-ras.

BAT26 BAT40
Estable Inestable Valor P Estable Inestable Valor P
c-myc | Norm | 59 (81,9%) 13 (18,1%) 56 (77,8%) 16 (22,2%)
amp 10 (76,9%) 3(23,1%) 06 12 (92,3%) 1 (7,7%) 02
k-ras | Norm | 51 (77,3%) 15 (22,7%) 52 (78,8%) 14 (21,2%)

Mut 0 0 18 0

20 (95,2%) 1 (4,8%) 0.06 85.7% 3 (14,3%) 0.4
25%

0,
23% 22,70% 22,30%
21,00%

20%

18%
15% - 7

40 26
10% - ——
7,70%
,70%

5% - ——
0% T T T

p=0,6 c-myc p=0,06 k-ras p=0,2 c-myc p=0,4 k-ras

Gréfico 3.9. Frecuencias de inestabilidad de los marcadores BAT26 y BAT40 de acuerdo
al estado de los oncogenes k-ras y c-myc. Las barras representan los porcentajes de
muestras con inestabilidad tanto para el marcador especifico en grupos normales (barras
oscuras), como en mutados o amplificados (barras claras).
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3.7 Polimorfismo del cod6n 72 del gen oncosupresor p53

La genotipificacion de p53 se realiz6 mediante tecnologia de pirosecuenciacion. Los
diagramas de los picos de luminiscencia obtenidos a partir de los tres genotipos se
pueden observar en la figura 3.9. El dispositivo secuencia un tramo corto de ADN

siguiente al polimorfismo para verificar la secuencia y utilizarla como control.

S Figura 3.9. Pirogramas de las tres variantes
de p53: Arriba a la izquierda GG (Arg/Arg);
arriba a la derecha CG (Arg/Pro) y abajo
CC (Pro/Pro). Secuencia:

5-CTCCCCC/GGTGGCCCCTGCA-3

En el grupo normal 52,1% de los individuos fueron homocigotas para el alelo Arginina del
codén 72 de p53 (p53Arg/Arg); el 42,6% heterocigotas p53Arg/Pro y el 5,3% homocigotas
p53Pro/Pro. Las frecuencias alélicas resultantes fueron de: 0,74 para la variante arginina
y 0,26 para la prolina. Las frecuencias génicas y genotipicas se encontraron en equilibrio
de Hardy-Weinberg (x°<0,01; P=0,99).

Las frecuencias genotipicas observadas en los pacientes fueron de 51,3% para el
genotipo p53Arg/Arg, 44% para p53Arg/Pro y 4,7% para p53Pro/Pro. Las frecuencias

alélicas fueron muy similares al grupo de controles, con 0,7 para el alelo arginina y 0,3
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para la prolina. En este grupo, se encontraron tres muestras que fueron negativas para la
amplificacion de p53. El grupo de adenomas tuvo las prevalencias més alejadas del grupo
control, con 44,4% para p53Arg/Arg, 51,4% para p53Arg/Pro y 4,2% para p53Pro/Pro. Sin

embargo, las diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0,5).

Tabla 3.21 Distribucion de los genotipos de p53 en casos y controles y prueba estadistica
de x° para el efecto combinado de p53Arg/Arg+p53Arg/Pro versus p53Pro/Pro.

P53
Valor p
Pro/Pro Arg/Pro Arg/Arg
Controles 5 (5,3%) 40 (42,6%) 49 (52,1%) -
Carcinomas* 4 (4,7%) 37 (44%) 43 (51,3%) p=0,7
Adenomas 3 (4,2%) 37 (51,4%) 32 (44,4%) p=0,6

* 3 datos perdidos

En la tabla 3.21 se observan las prevalencias de los genotipos de p53 en los tres grupos
analizados. El riesgo relativo otorgado por los genotipos con algun alelo de p53Arg
(p53Arg/Arg y p53Arg/Pro) respecto a p53Pro/Pro no fue significativo para los casos
(1,12; 1C=0,29-4,3; p>0,05) o los adenomas (1,29; IC= 0,29-5,5; p>0,05). Los riesgos para

cada genotipo en particular se exhiben en la tabla 3.22.

Tabla 3.22 Riesgos relativos otorgados por los genotipos de p53 para el desarrollo de
cancer colorrectal.

Controles | Carcinomas OR (ICos0s); Adenomas OR (ICosy);
valor p valor p
Pro/Pro 5 4 1 (ref) 3 1(ref)
1,156 (0,288-4,636) 1,542 (0,344-
Arg/Pro 40 37 p=0,83 37 6.906) p=0.5
1,097 (0,277-4,348) 1,088 (0,243-
Arg/A 4 4 2
rg/Arg 9 3 0=0,89 3 4.874) p=0,9
Arg/Pro + 1,12 (0,29-4,339) 1,29 (0,29-5,5)
Arg/Arg 89 80 p=0,73 69 p=0,73
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Posteriormente se compard la prevalencia relativa de los tipos virales del VPH segun los
genotipos del individuo. Los tumores con el genotipo p53Arg/Arg no tuvieron una
diferencia significativa en la frecuencia de ADN del VPH en controles, carcinomas o
adenomas (p>0,05). La distribucién de los genotipos en las muestras VPH positivas se
describe en el gréfico 3.10.

==@==Controles =ll=Carcinomas Adenomas

34,90%
34,70%
) 7 25,00%
Hﬂ_l!ﬁo (o]
’ 17,50%
CcC CG GG

Gréafico 3.10 Porcentaje de los genotipos del polimorfismo del codén 72 del gen p53 en
las muestras VPH positivas de controles (azul), adenomas (verde) y Carcinomas (rojo).

La edad de diagndstico de la enfermedad en el grupo de los carcinomas fue de 61 afios.
Al separar p53 segln genotipos, la edad promedio fue de 62,9 afios para el alelo
p53Arg/Arg; 60,5 afios para p53Arg/Pro y 66 afios para p53Pro/Pro. Se realizd un analisis
de Kaplan-Meyer para comprobar si la edad de diagndstico fue estadisticamente diferente
entre estos tres genotipos.

La prueba de igualdad de distribuciones de inicio de enfermedad para los diferentes
genotipos de p53 no fue significativo en la comparacion global (log rank p=0,57). El

analisis esta representado en el grafico 3.11. Ademas, se analizé si una determinada
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colorrectal, pero la comparacion por pares tampoco resulté significativa (Tabla 3.23).

Tabla 3.23- Andlisis de Mantel-Cox de a pares de genotipos para el inicio de cancer

colorrectal. El nucleétido G corresponde al alelo arginina, y C al alelo prolina.

CC CG GG
P53
X Valor P X Valor P X Valor P
CcC - - , 154 ,695 ,015 ,903
Log Rank
(Mantel- CG ,154 ,695 - - 1,048 ,306
Cox)
GG ,015 ,903 1,048 ,306 - -
1,04 p53
_Mcc
1CG
GG
05—
. !
3
: 05
o
| =
[ 1]
=
E 04—
o
=
a L
02+ L |
0,0+ | B
| || || I |
20,00 40,00 0,00 80,00 100,00
Edad_cod

Gréfico 3.11 Andlisis de supervivencia de Kaplan Meyer de los genotipos de p53 de
acuerdo a la edad de diagndstico de cancer colorrectal (x?=1,1; gl=2; p=0,57). El

nucleétido G corresponde al alelo arginina, y C al alelo prolina.
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3.8 Polimorfismo del codon 462 del gen RNASEL

La genotipificacién del codon 462 del gen RNASEL también fue realizada con tecnologia
de pirosecuenciacion. El perfil de picos de luminiscencia para cada genotipo individual
obtenidos en el dispositivo se encuentra graficado en la figura 3.10. El genotipo C/C
corresponde a la variante RnArg/Arg, el genotipo T/C a RnArg/GIn y T/T a RnGIn/GIn.

s A

= Figura 3.10 Pirogramas de las tres

i variantes del codon 462 del gen RNASEL:

- - arriba a la izquierda el genotipo CC, arriba
a la derecha TTy abajo TC.

& T 6 T E LA T Secuencia:5’-GTCCTGTAAAT/CGGGCA-
AATTC-3’

En el grupo normal 40,4% de los individuos resultaron homocigotas para el genotipo
RnArg/Arg; el 42,6% heterocigotos RnArg/Gin y el 17% restante homocigotas RnGIn/GIn.
Las frecuencias alélicas fueron de 0,62 para la variante arginina y de 0,38 para glutamina.
De acuerdo a los genotipos observados, los controles estaban en el equilibrio de Hardy

Weinberg.

Las frecuencias genotipicas observadas en los pacientes con carcinoma colorrectal fueron
de 46% para RnArg/Arg, 38,8% para RnArg/Gln y 15,3% para RnGIn/GIn. Estas valores
determinaron unas frecuencias alélicas de 0,65 para el alelo arginina y 0,35 para el alelo
glutamina. Las frecuencias genotipicas de los adenomas, al igual que en el caso de p53,
presentaron una leve diferencia, aunque esta no fue significativa. En la tabla 3.24 se

describe la distribucion de este polimorfismo en los diferentes grupos.
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Tabla 3.24 Distribucién del polimorfismo 462 del gen RNASEL en casos y controles.

Polimorfismo de RNASEL X2
Arg/Arg Arg/GIn GIn/GIn (valor P)
Controles 38 (40,4%) 40 (42,6%) 16 (17,0%)
Carcinomas” 39 (45,9%) 33 (38,8%) 13 (15,3%) 0,96 (0,6)
Adenomas® 27 (38,0%) 35 (49,3%) 9 (12,7%) 0,97(0,6)

A2 casos perdidos; B 3 casos perdidos

Para comparar el riesgo relativo otorgado por cada genotipo se compararon las
frecuencias de los genotipos por separado y en conjunto contra el genotipo de mayor
frecuencia, en este caso el genotipo CC (RnArg/Arg). Los resultados para los
adenocarcinomas colorrectales como para el grupo de adenomas del colon pueden
observarse en la tabla 3.25. No hubo evidencia de riesgo incrementado de cancer
colorrectal en relacion al polimorfismo 462 de RNASEL, cuando se compararon casos y

controles.

El siguiente paso fue analizar la relacion entre infeccion por VPH y los genotipos de
RNASEL. La distribucién relativa de los genotipos se observan en el grafico 3.12. No
hubieron diferencias significativas entre los grupos bajo estudio en relacion a la infeccién
por VPH y genotipos de RNASEL (p>0,05).

Tabla 3.25 Cuadro de riesgos relativos otorgados por los diferentes genotipos del
polimorfismo del codon 462 del gen RNASEL en las neoplasias colorrectales.

OR (ICgsu); OR (I1Cgs%);
RNASEL Controles | Carcinomas (ICosse) Adenomas (1Cosse)
valor p valor p

Arg/Arg 38 39 1(referencia) 27 1(referencia)
0,804 (0,423-1,527) 1,231 (0,630-
Arg/GIn 40 33 0=0.5 35 2.407) p=0,5
0,792 (0,336-1,866) 0,792 (0,305-
GIn/GIn 16 13 0=0,5 9 2.055) p=0,6
Arg/GIn + 0,8 (0,44-1,44 -
g 56 46 ( ) a4 1,106 (o,isss
GIn/GIn P=0,4 2,080) p=0,7
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Grafico 3.12 Distribucion de los genotipos de RNASEL en las muestras positivas para
ADN del VPH en controles, adenomas y carcinomas.
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Gréafico 3.13 Analisis de Kaplan-Meyer de los genotipos de RNASEL para la edad de
diagnostico de cancer colorrectal. El genotipo CC corresponde a Arg/Arg, TC a Arg/Gin,

TT a GIn/GlIn.
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Para el polimorfismo del codén 462 del gen RNASEL, la edad de inicio de la enfermedad
fue mas homogénea en promedio que la otorgada por el polimorfismo de p53: 60,2 afios
para RnC/C, 63,4 afios para RnTC/CC, y 62,8 afios para RnT/T. La comparacion global
de la probabilidad de inicio de enfermedad por cada genotipo arrojé6 que no existen
diferencias estadisticamente significativas, de acuerdo al test de Mantel-Cox (x2=0,8;

p=0,64). El andlisis de Kaplan-Meyer se encuentra graficado en 3.13.

Ademas de comparar las medias de las edades de los grupos, se compararon los grupos
de genotipos de a pares para comprobar si una determinada combinacion de genotipos
diferia significativamente en la edad de inicio del cancer colorrectal. Los resultados no
fueron significativos para ninguno de los subgrupos analizados y se encuentran detallados
en la tabla 3.26.

Tabla 3.26. Analisis de Mantel-Cox de a pares de genotipos para el inicio de cancer
colorrectal.

CcC CG GG
RNASEL
X? Valor P X? Valor P X? Valor P

CC - - ,907 , 341 , 158 ,691
Log Rank
(Mantel— TC ,907 ,341 - - ,000 ,997

Cox)
TT , 158 ,691 ,000 ,997 - -

3.9 Interacciones inter-alélicas entre p53 y RNASEL

El Consorcio Aleman de HNPCC ha reportado que en el cancer colorrectal hereditario la
combinacién de determinados genotipos de p53 (codon 72) y RNASEL (codon 462)
estarian asociados con una edad de inicio de la enfermedad méas temprana. Es por esta
razén que se ha estudiado la posible interaccién entre ambos genes.

Para este analisis se recurri6 a la metodologia de Reduccion de la Dimensionalidad
Factorial, o MDR (del inglés Multifactor Dimensionality Reduction), que permite analizar

dichas interacciones de una manera no-paramétrica.
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Para este tipo de estudio se ingresan todas las combinaciones de genotipos de p53 y
RNASEL y se calcula la relacién entre controles y casos. Si no existe interaccion entre los
dos genes las combinaciones se distribuyen independientemente, y la probabilidad de
encontrar un casillero con mayor nimero de casos que controles es igual a la probabilidad
de que salga cara o cruz al tirar una moneda (TA=0,5). Para este conjunto de datos, el
estadistico de la interaccién de los genotipos p53 y RNASEL fue no significativo (TA=0,45;
p=0,1). La consistencia del andlisis fue 6ptima (Consistencia de validacion cruzada=
10/10). Las estadisticas descriptivas de la poblacion se pueden apreciar en el grafico
3.14.
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Gréfico 3.14 Resultados del andlisis de MDR para las interacciones alélicas de p53 y
RNASEL en el cancer colorrectal. Dentro de cada cuadro las barras izquierdas son los
casos y las derechas son controles. El valor sobre las barras describen el nUmero de
individuos. Los cuadros grises oscuros son considerados combinaciones genotipicas de

“alto riesgo”, los cuadros de gris claro como de “bajo riesgo”.
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4.1 Cancer colorrectal

Anualmente se diagnostican aproximadamente 1 millon de casos de cancer colorrectal en
todo el mundo, abarcando cerca del 10% de todos los tipos de cancer (Ferlay et al.,
2004). La tumorigénesis colorrectal se desarrolla como un proceso de mdltiples pasos,
caracterizados por un orden secuencial de alteraciones genéticas; paralelamente, tiene
lugar la evolucién de la alteracion histoldégica adenoma-cancer. Se han propuesto
numerosas hipotesis respecto a la etiologia del cancer de colon, pero las causas y los
mecanismos genuinos no han sido enteramente dilucidados. Se ha establecido que
ciertas formas de cancer colorrectal se encuentran fuertemente asociadas a la herencia
de mutaciones génicas simples, aunque explican solamente entre el 3 y el 10% de los

casos (Kaz y Brentnall, 2006).

Desde mediados del siglo pasado los estudios ecoldgicos y de asociacién han reportado
la relacién entre la variacion de las tasas de incidencia del cancer colorrectal y la
distribucién geografica. Los estudios de migracion han sido particularmente Utiles en
resaltar que las diferencias observadas estarian muy infuenciadas por componentes
ambientales. En este sentido, las poblaciones que migran desde paises de bajo riesgo de
cancer de colon a otros de alto riesgo adquieren las tasas de enfermedad del pais
receptor en un lapso no mayor a dos o tres generaciones, 0 aln en la misma generaciéon
(Haenszel, 1961; Wei et al., 2004). Como ejemplo, la adicion del estilo de vida
occidentalizado en Japon ha conducido a un aumento en la incidencia del cancer de colon
en un 44% en hombres y 40% en mujeres. Desafortunadamente, los mismos trabajos
respaldan que en regiones de alta y baja incidencia estarian actuando factores
adicionales desconaocidos (Yiu et al., 2004; Sung et al., 2005).

Histologicamente, el cancer colorrectal se origina en las células epiteliales que tapizan
internamente el colon y recto. Estas poseen una tasa de replicacion relativamente alta,
con un reemplazo estimado en 10'° células/dia. Inicialmente se pensé que la alta tasa de

reemplazo celular seria un contribuyente primordial a la vulnerabilidad del epitelio del
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colon y recto, estimulando la mutacién y consecuente carcinogénesis. Sin embargo, otras
regiones del tracto gastrointestinal poseen tasas de recambio muy altas, como el intestino
delgado, pero la formacion de carcinomas en este sitio es infrecuente. El reemplazo
epitelial, tomado como factor Unico, tampoco explica el efecto variable que tienen las

tasas de cancer de colon en poblaciones migrantes.

Una vez que las mutaciones se acumulan, la morfologia de las células cambia, pudiendo
ocasionar hiper-proliferacion de las células anormales. El crecimiento celular resulta en
una protuberancia de la mucosa, denominada pélipo. De acuerdo a su histologia los
polipos pueden ser adenomatosos o hiperplasicos. La evidencia sostiene que la mayoria
de los casos de cancer colorrectal siguen la via histolégica adenoma-carcinoma. En esta
teoria, el grado de displasia del adenoma aumenta lentamente, pudiendo desarrollar
zonas puntuales de carcinoma in situ y posteriormente carcinoma invasor (Muto et al.,
1975). Sin embargo, solamente un porcentaje pequefio de adenomas progresan a cancer
(debido a la dificultad de acceso al colon, conocer el riesgo relativo que poseen los
adenomas en la poblacion general es dificultoso) (llyas et al., 1999). También se ha
postulado que los carcinomas pueden surgir de los denominados pélipos hiperplasicos
(Jeevaratnam et al., 1996), surgir de novo de la mucosa plana sin pdlipos (Kuramoto et
al.,, 1988; Yokota et al., 1995), o bien luego de varios afios de alguna enfermedad
ulcerosa de colon (como la enfermedad de Crohn), o enfermedades inflamatorias cronicas
(Gazelle et al., 2000).

El intestino humano contiene en su interior un medio muy rico en nutrientes, el cual es
especialmente conveniente para el crecimiento microbiano. En el colon conviven mas de
500 especies de bacterias diferentes, contando solamente las cultivables, siendo el sitio
anatémico con mayor concentracidon de microorganismos. Ademas de las bacterias, el
colon humano estia expuesto a virus patogénicos y no patogénicos. Normalmente, las
bacterias que se encuentran en el colon tienen una relacion simbiética con su huésped y
pueden actuar como una barrera protectora frente a los patégenos. Sin embargo, algunos
microbios que son encontrados normalmente, o incidentalmente, son patogénicos o

potencialmente agresivos si atraviesan la barrera de la mucosa.
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Dado el creciente interés que se esta dando a la infeccion y al cancer, muchas
investigaciones han comenzado a considerar la importancia de diferentes agentes
infecciosos en el cancer colorrectal. En este sentido, algunos trabajos han reportado la
presencia del virus del Papiloma humano en la mucosa normal y tumores colorrectales.
Sin embargo, la presencia del VPH en la mucosa del colon es controversial,
principalmente por el tropismo de este virus al epitelio estratificado. Otros agentes
infecciosos a los que comUnmente se les asocia con el cancer colorrectal incluyen a
Helicobacter pylori (revisado en Burnett-Hartman et al., 2008), Straptococcus bovis
(Waisberg et al., 2002; Gold et al., 2004) y los tipos del virus JCV (Theodoropoulos et al.,
2005; Goel et al., 2006). Entre estos ultimos, se ha sugerido un papel en cancer
colorrectal para los virus BK (BKV), virus SV40, Washington University polyomavirus
(WUV), Karolinska Institute polyomavirus (KIV) y Merkel cell carcinoma polyomavirus
(MCV), el citomegalovirus humano (HCMV) y el Epstein-Barr virus (EBV) (Laghi et al.,
1999; Harkins et al., 2002; Liu et al., 2003; Millitelo et al., 2009).

4.2 Deteccion del ADN del VPH en las muestras de colon y recto

En este estudio, la prevalencia total de la infeccion por el Papilomavirus humano fue del
29% de las muestras, de las cuales la mayoria correspondieron a tipos virales de alto
riesgo oncogénico. El grupo de pacientes con adenocarcinomas colorrectales presentaron
el 38% de infeccion y los controles el 26,6%. Los resultados indican que la presencia de
VPH es un hecho frecuente en la mucosa del colon, aunque no se sabe si funcionalmente
poseen un papel en el fenotipo maligno de los tumores colorrectales. La necesidad de
realizar PCR anidada en condiciones de baja estringencia para obtener los positivos
indicaria que la infeccién cursaria con una baja carga viral. El virus también se halla
presente en las lesiones pre-malignas colonicas, los adenomas o polipos, que dieron una

prevalencia cercana al 20% (Tabla 3.1).

El porcentaje de muestras positivas para el VPH tuvo una distribucion homogénea en los

diferentes grupos, y no aumenté de acuerdo a la severidad de los tumores: controles
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26,6%; estadio TNM | 37%, estadio Il 34%, estadio Ill 42% y estadio IV 41%. Se puede
observar que la mayor frecuencia de infeccion correspondié a los estadios colorrectales
avanzados y el mas bajo a los pélipos hiperplasicos, aunque el tamafio muestral también

fue el mas bajo en ese grupo (n=19).

La estimacion del riesgo de cancer colorrectal segun la exposicion al agente viral no fue
significativa (p>0,05). Sin embargo, la deteccion del ADN del VPH fue superior en los
adenocarcinomas que en los controles. El odds ratio crudo para dicha asociacion fue de
1,6; y ajustado por edad fue igual a la unidad (ORgpap=1,05). ES necesario mencionar que
el odds ratio o razén de ventajas es una medida de asociacion, siendo incapaz de
predecir si la infeccion viral antecede o no a las neoplasias. La validez de la medida
depende, en buena parte, de la seleccion de controles y el ajuste para los factores de
confusién. En este trabajo se utilizaron muestras independientes, originarias del mismo
centro de salud (ver mas abajo). No obstante, el tamafio muestral fue modesto y la

estadistica fue solamente ajustada por la edad.

Uno de los primeros trabajos realizados sobre los acidos nucleicos del VPH en tumores
extragenitales fue realizado por el grupo del Dr. Faras de la Universidad de Minnesota,
donde se analizaron mas de 200 tumores de 34 tipos de canceres mediante hibridacion
de é&cidos nucleicos en filtro. Los autores detectaron ADN del VPH en dos carcinomas
epidermoides de la lengua, un carcinoma del pulmén izquierdo, y en un carcinoma del
ciego colonico (Ostrow et al., 1987). Otros trabajo iniciales no detectaron ADN del VPH en
adenocarcinomas de colon mediante hibridacion de acidos nucleicos (Boguszakova et al.,
1988), y algunos casos de mucosa rectal normal (Palmer et al., 1989). Kirgan y col., por
otra parte, reportaron la deteccién del VPH mediante inmunohistoquimica e hibridacion in
situ en controles, adenomas y adenocarcinomas (Kirgan et al.X, 1990; Kirgan et al.B:
1990).

Los trabajos posteriores han sido contrastantes y controversiales. Koulos y col. (1991),
Shroyer y col. (1992) y Shah y col. (1992) no detectaron ADN del VPH mediante PCR en
grupos de 7, 22 y 20 adenocarcinomas colorrectales primarios, respectivamente. Sin

embargo, estudios posteriores han reportado la presencia de este virus en la mucosa del
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colon. De acuerdo a diferentes estudios, la presencia del VPH en los adenocarcinomas de
colon es reportada con un rango variable, con un promedio del 20-30% de positividad en
los tumores. Los trabajos provenientes de China y Turquia registran las prevalencias mas
altas, arrojando el 29-84% de infeccion en los pacientes (Cheng et al®., 1995; Salepci et
al., 1999; Sayhan et al., 2001; Lee et al., 2001; Salepci et al., 2009). Frecuencias mas
bajas han sido reportadas en EEUU, con un rango de deteccion del 0-60% de los casos,
los que fueron estudiados mediante PCR e hibridaciéon in situ (Kirgan et al.®, 1990:;
McGregor et al., 1993; Bodaghi et al*., 2005).

Solamente dos trabajos se han llevado a cabo en Argentina, donde se ha analizado la
presencia del VPH en adenomas colénicos con diferentes grados de displasia (leve,
moderada y severa) y adenocarcinomas colorrectales. Uno ha sido presentado en la
Conferencia Internacional de Papilomavirus del 2001, donde se reportd que una
prevalencia alta de los adenomas estudiados poseian evidencia de ADN del
Papilomavirus (Picconi et al., 2001). El segundo estudio fue realizado por el presente
grupo, publicado en el 2005, sobre un grupo modesto de adenocarcinomas esporadicos,
diferentes a lo presentados en esta tesis (Pérez et al., 2005); la prevalencia detectada fue
de 38/54. En otro trabajo, en prensa, reportamos una prevalencia cercana al 40% sobre

77 adenocarcinomas esporadicos estudiados.

Un estudio realizado por el Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos reporto
ADN del VPH en 55% de adenocarcinomas colorrectales utilizando un protocolo de PCR
anidada similar al usado en este trabajo y PCR in situ. Los autores examinaron 105
muestras de 55 carcinomas colorrectales obtenidos de pacientes que provenian de
poblaciones de las ciudades de Baltimore y Maryland, y confirmaron los resultados con
investigadores independientes (Bodaghi et al®., 2005). Prevalencias méas altas se
reportaron en Brasil, donde se examinaron 60 adenocarcinomas colorrectales detectando
ADN del VPH en el 83% de los especimenes pero en ninguna de las biopsias que fueron

tomadas en areas contiguas no neoplasicas (Damin et al., 2007).

Los estudios mas extensos sobre este tema han sido publicados en los dos ultimos afios,

aunqgue los resultados son contradictorios. Gornick y col. (2010) no pudieron detectar ADN
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del VPH en 214 carcinomas de colon y 60 carcinomas rectales de pacientes provenientes
de Israel (n=106), Espafa (n=100) y Estados Unidos (n=73). Los autores utilizaron como
metodologia de deteccion una PCR directa, usando los cebadores GP5+/6+ y el sistema
SPF. De acuerdo a los resultados obtenidos en el trabajo concluyen que no hay
contribucidn significativa del VPH a la carcinogénesis colorrectal. En contraposicién, otro
estudio realizado en Bélgica sobre 232 carcinomas colorrectales, reportdé que el 15% de
los tumores portaban ADN de tipos oncogénicos del VPH. Curiosamente, la metodologia
de genotipificacion fue similar al trabajo presentado por Gornick y col., que constaba de
amplificacién con cebadores SPF vy tipificacion por ensayo de hibridacion lineal reversa
(INNO-LiPA) (Deschoolmeester et al., 2010).

En un trabajo liderado por el Dr. Ciotti, en ltalia, se examinaron 71 pacientes con
adenocarcinomas colorrectales mediante amplificacion con cebadores My09/011 mas los
cebadores SPF, y la genotipificacion se realiz6 mediante secuenciacion de ADN e
hibridacion reversa (INNO-LiPA). Los autores detectaron marcadores del VPH en el 30%
de los casos (Giuliani et al., 2008). Los resultados obtenidos en Turquia también son
contradictorios, Salepci y col. (2009) detectaron prevalencias elevadas de ADN de VPH
de alto riesgo en 56 carcinomas colorrectales de pacientes de Estambul, pero otro estudio
conducido en la misma ciudad arrojo resultados negativos sobre 106 carcinomas (Yavuzer
et al.,, 2010). Sin embargo, los autores utilizaron como grupo control positivo a 49
carcinomas cervicales invasores, de los cuales detectaron ADN del VPH en el 69% de los
casos, hecho que podria estar revelando wuna sensibilidad de Ila técnica

considerablemente menor.

Un estudio muy interesante fue conducido en la Universidad de Padova, Italia,
inicialmente concebido para determinar la prevalencia de la infeccion de diferentes tipos
de poliomavirus JC (BKV, SV40, KIV, WUV, WUV y MCV). La poblacién bajo estudio
consté de dos grupos: el primer grupo estuvo compuesto por biopsias parafinadas de
adenocarcinomas colorrectales y mucosa adyacente (36 eran < 45 afios, y 36 eran >75
afios); el segundo grupo constaba de muestras frescas congeladas de 22 adenomas y 28

carcinomas colorrectales. Los autores, utilizando Real-Time PCR, no pudieron detectar
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ADN del JCV en ninguno de los grupos, pero si detectaron el virus Epstein-Barr, HCMV y
VPH. El 7,1% de los carcinomas colorrectales y el 4,5% de los adenomas del grupo 2
presentaron ADN de VPH 16, al igual que el 5,6% de los carcinomas de pacientes del
grupo 1 menores a 36 afios. Los tumores positivos también presentaron Papilomavirus en

la mucosa adyacente, pero no en biopsias a 3 0 10 cm de la lesion (Militello et al., 2009).

4.3 Diferencias en los estudios

Las amplias discrepancias observadas en los diferentes estudios pueden haber surgido
por varias razones. En primer lugar, la variacién en la sensibilidad de los métodos
utilizados. Inicialmente, no se detect6 ADN del Papilomavirus en carcinomas de colon
mediante hibridacion in situ o Southern Blot (Palmer et al., 1989; Beckmann et al., 1989).
Sin embargo, otros autores tuvieron éxito con dichas técnicas e inmunohistoquimica
(Kirgan et al., 1987; Kirgan et al.”, 1990; Kirgan et al.2, 1990; Manalo et al., 1991).
Mediante el procedimiento de PCR los resultados tampoco han sido concluyentes,
presentando rangos de deteccidon variables que oscilan entre 0% a prevalencias
relativamente altas. Sotlar y col. (2001) también han demostrado actividad transcripcional

de VPH de alto riesgo en mucosa normal rectal, aunque no en adenocarcinomas rectales.

De acuerdo a la experiencia de este trabajo, si se amplifica el ADN de las muestras
colorrectales con PCR simple los resultados que se obtienen son pobres, y la prevalencia
obtenida es menor. En general, la mayoria de los investigadores que no han podido
detectar ADN del VPH en carcinomas colorrectales han utilizado PCR simple (Shah et al.,
1992; Shroyer et al., 1992; Gornick et al., 2010). Una técnica mas sensible es la PCR de
dos pasos o anidada (nested), en condiciones de baja estringencia. Como fue expuesto
anteriormente, la necesidad de este procedimiento demuestra que el Papilomavirus se
encuentra en un muy bajo niumero de copias en el el colon. La gran sensibilidad de la
PCR anidada también es su mayor limitacion: es una técnica propensa a la contaminacion

y deben tomarse cuidados extremos.
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Para la realizacién del presente trabajo, un control negativo de agua fue afiadido cada
seis muestras para confirmar que la reaccion de PCR no esté contaminada, ademas de
las condiciones rigurosas que fueron mencionadas en la seccion 2.3.1 de Materiales y
Métodos. No solamente la PCR es propensa a contaminarse, la misma puede partir del
laboratorio o de los tejidos cercanos infectados en el momento de la extraccion de la
muestra (ver mas abajo). Usando cebadores de PCR de amplio espectro y amplificacion
anidada, una simple copia del genoma del virus puede ser detectada entre mas de 10000
células (Brewster et al., 1999), por lo que no se debe excluir a la contaminacién como una

fuente parcial de variacion entre éste y otros estudios.

En este trabajo, una técnica de la Catedra de Patologia de la Facultad de Medicina realiz6
los cortes de 5 a 10 micrometros de los tacos de parafina. Hay que mencionar que
aunque se lavo rigurosamente la cuchilla entre corte y corte, no se utilizaron cuchillas
nuevas por muestra. Ademas de las consideraciones que se deben tener en cuenta en el
momento de la coleccién, aislamiento y preparaciéon de la mezcla del PCR, una limitacién
de este trabajo es que, aungque se amplificaron varias regiones del genoma del VPH por
PCR, el laboratorio no dispone del equipamiento para realizar hibridacién in situ, técnica

apropiada para contrastar los resultados.

Por otra parte, los experimentos deben realizarse sobre varios cortes del tumor, accion
que fue efectuada. Esto es porque los adenocarcinomas colorrectales pueden presentar
zonas muy necréticas y/o con mucha infiltracién, como fuera sugerido por Mandado y
colaboradores (2004), que presentaron evidencia del VPH en carcinomas colorrectales
mediante inmunohistoquimica y microscopia electronica (Mandado et al., 2004). Ademas,
el tamafio que adquieren los tumores colonicos puede ser importante debido a su
diagnéstico tardio (a veces mas de 12 cm de largo). No es sorprendente que varios
autores hayan fallado en detectar ADN del VPH en tumores colorrectales, dada la relativa
facilidad con que se lo detecta en zonas ano-genitales. En carcinomas como el de mama,
por ejemplo, algunos autores han propuesto agregar Syber Green™ a la mezcla de
reaccion con el objeto de aumentar la sensibilidad de la PCR (Kan et al,. 2005). En el

caso del Poliomavirus, la presencia de ADN virico en cancer de colon puede detectarse
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luego de tratamiento con Topoisomerasa |, debido a la estructura super-enrollada que
adopta el virus al infectar este tejido. Esta sugerencia fue realizada en 1999 aumentando
la prevalencia en la deteccion del JCV de 0-20% a cerca del 80% en carcinomas

colorrectales (Laghi et al., 1999; Casini et al., 2005).

La deteccion del las secuencias de ADN del VPH en biopsias incluidas en parafina puede
presentar dificultades cuando se utilizan métodos de PCR. Aln utilizando la misma
metodologia de amplificacion, la prevalencia de deteccién del ADN viral sera diferente
debido a variaciones en especificidad y sensibilidad por cambios en las técnicas de
fijacion, inclusion y/o conservacion del tejido. Esto se hace mas evidente si se computa el
tiempo que pueden archivarse los tacos de parafina. En este trabajo no ha pasado un
periodo mayor de dos afios desde la toma de la muestra hasta su procesamiento y
andlisis. Otros estudios, con resultados variables en la deteccion del ADN del VPH, han

sido realizados sobre muestras que tenian mas de siete afios de archivo.

Otra fuente de variacion que hay que considerar es el tamafio muestral. Generalmente, la
mayoria de los estudios poseen un bajo niumero de pacientes, por debajo de las 30
muestras. Una situacion derivada del bajo nimero muestral seria el sesgo en la coleccién
de especimenes. En algunos casos se toma un exceso de adenocarcinomas de una sola
ubicacién anatomica, hecho que podria subestimar la prevalencia si el VPH se encontrara
asociado a otro sitio en el colon (Shah et al., 1992; Yu et al., 2002). Hasta la fecha, la
presente tesis posee la cohorte de biopsias colorrectales mas extensa analizada,

acumulando 291 muestras de 274 pacientes.

Por otra parte, es sabido que la frecuencia de los tipos virales difiere segun la
composicion de las poblaciones en estudio, habitos culturales y localizacién geografica
(Bosch, 2003). Esta situacién podria ser extrapolada a la deteccion variable del virus en la
mucosa del colon (Janout y Koéllavora, 2001). Se sospecha que las variaciones del
microambiente generado en lal luz intestinal, modificado de acuerdo a la dieta y habitos,
tienen gran repercusion en la viabilidad diferencial hacia otros patogenos. Al igual que la
piel, la cavidad oral, y el tracto genital femenino, la fisiologia del tracto colorrectal esta

muy ligado a la co-existencia de comunidades bacterianas comensales.
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Un descubrimiento de la Ultima década es que la microflora del colon no esta conformada
por una cantidad repetida de bacterias de pocos géneros, sino por centenares de
especies (incluidos protozoos, hongos y virus). Se estima que en el colon de un individuo
adulto conviven més de 500 especies bacterianas (sin contar las no cultivables), cada una
en numero bajo, pero con algunas especies dominantes (99% corresponden a unas 40
especies) (Mai y Morris et al., 2004). Cada sujeto posee un patron de bacterias exclusivo,
y los grupos de regiones geograficas diferentes también poseen patrones de especies
predominantes o exclusivas (Moore y Moore, 1995). La generacion de un micro ambiente
por parte de las bacterias es un tema intrincado y complejo, ligado al desarrollo del
individuo y su ambiente. Se ha demostrado que la composiciéon de la comunidad en el
lumen del colon puede regular el sistema inmune, funcionar como barrera de entrada
selectiva de virus y bacterias, asi como producir una amplia gama de productos
fermentativos (butirato, acetaldehido, etc.), cambiando el pH y el potencial rédox, facilitar
el metabolismo e importacion de nutrientes (fitoestrégenos, vitaminas), transformacion o
excrecion de toxinas (nitrosaminas, aminas heterociclicas, acidos biliares), y generar
masa que reduce el transito fecal (Macfarlane y Macfarlane, 1997; Tannock, 1999; Mai y
Morris et al., 2003; McGarr et al., 2005; Vannucci et al., 2009). En este sentido, se puede
especular que la formacion de un determinado microambiente influencia la
entrada/permanencia del VPH y otros patdégenos en el tejido colorrectal, y explicar, por lo

menos parcialmente, las variaciones observadas (Burnett-Hartman et al., 2008).

4.4 VPH en controles

Obtener muestras normales del tejido col6nico es complejo para este tipo de estudios
porque las técnicas de obtencién son invasivas y no son indicadas para individuos sanos.
Es por eso que la mayoria de los trabajos toman como controles a biopsias de
enfermedades no neoplasicas, como colitis crénicas o enfermedades inflamatorias del
colon. Sin embargo, estas condiciones, aunque no son malignas, son factores de riesgo
para la transformacioén neoplasica si persisten durante varios afios (Gazelle et al., 2000).

Ademas, recientemente se ha propuesto que las condiciones crénicas del colon y recto
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pueden llevar a la desregulacién del sistema inmune, ingreso del VPH en las células
epiteliales de la mucosa dafiada, integracion gendmica y riesgo de metaplasia escamosa
(Kong et al. 2007; Cheng et al., 2007).

Dada la ubiquidad del VPH en la poblaciéon general en conjunto con el creciente nimero
de pacientes que eligen terapias inmunosupresoras (prednisona, ciclosporina, azatriopina,
etc.), es posible que haya un incremento en la susceptibilidad de infeccion por patdégenos
pasajeros. Alternativamente, se sabe que la inmunosupresién puede llevar a la
reactivacién de infecciones anogenitales latentes que de otra manera son posiblemente
indetectables (IARC, 2007). Este fendmeno también puede explicar la alta prevalencia del
VPH en infecciones anales observada en individuos inmunosuprimidos que no tienen
historia de acto sexual anal o vias de contagio aparente (Piketti et al., 2003). En este
estudio la mayoria de los controles correspondieron a biopsias colectadas de pacientes

con colitis crénicas y condiciones inflamatorias del colon.

Solamente un trabajo presentd muestras de tejidos normales de individuos que no sufrian
alguna anomalia del colon declarada, y estuvo conformado por tejidos resecados de
individuos que habian muerto por accidentes de transito. La prevalencia del VPH en la
mucosa normal del colon fue de 0% (Bodaghi et al®., 2005). En cambio, aquellos estudios
gue tomaron como controles a pacientes con enfermedades no neoplasicas del colon
reportaron prevalencias de 0-29% (Kirgan et al., 1990; McGregor et al., 1993; Zu et al.,
1999; Pérez et al., 2005; Damin et al,. 2007).

En otro tipo de comparaciones se tomaron especimenes de tejido normal a una distancia
pre-establecida de las neoplasias colorrectales. Estos grupos resultaron en prevalencias
del VPH del 18% (10/55) de las biopsias tomadas a 20 cm de los carcinomas colorrectales
(Bodaghi et al*., 2005); en 53% (10/19) de las biopsias tomadas a 6 cm del borde de los
tumores (Lee et al., 2001),); en 50% (36/72) de los tejidos circundantes de 72 carcinomas
colorrectales tomados a 15 cm del borde del tumor (Damin et al., 2007), y en 32% de las
muestras tomadas alrededor de 56 carcinomas colorrectales (Saleci et al., 2009). Como
fue mencionado, Militello y col (2009) detectaron ADN del VPH 16 en el tejido adyacente

de los adenocarcinomas positivos, pero no en las biopsias situadas a 3 o0 10 cm de la
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lesion. Otras prevalencias cuya distancia no fue reportada fueron de 10% (1/10) de
positividad para VPH en tejidos circundantes al tumor (Zhu et al., 1999); 3,1% (1/32) (Yu
et al., 2002); y 32% (17/53) (Buyru et al., 2006).

4.5 Distribucién de los tipos virales

Cuando se analizaron los tipos virales del grupo control, la prevalencia de VPH 16 fue del
13%, el 9% correspondié al VPH 18, y el 4% correspondié a otros tipos virales. Estos
datos son comparables a ensayos previos, donde se han reportado rangos bajos de
infeccién en la mucosa normal del colon. A diferencia de otros estudios, no se han

detectado los tipos virales de bajo riesgo VPH 6 y 11.

En el grupo de adenocarcinomas los tipos virales mas comunes fueron VPH 16 y 18, los
cuales fueron detectados en casi todos los estadios. No se detectaron los tipos de bajo
riesgo VPH 6 y 11 en este grupo, pero si los de alto riesgo VPH 33, 31, 51 y 66 en baja
frecuencia. No se detectaron co-infecciones. Otros trabajos sefialan al VPH 16 como el
tipo viral mas frecuente en adenomas y carcinomas colorrectales (Cheng et al”., 1995; Yu
et al., 2002; Pérez et al., 2005; Bodaghi et al*., 2005; Militello et al., 2009). Por otra parte,
se ha reportado una mayor prevalencia de VPH 18 en pacientes de Turquia, China,
Taiwan e Italia (Salepci et al., 1999; Zhu et al., 1999; Lee et al., 2001; Sayhan et al., 2001;
Buyru et al., 2003; Giuliani et al., 2008; Erol et al. 2009; Salepci et al., 2009).

En contraposicion, los trabajos de Brasil, Argentina, Bélgica y Polonia han identificado a
ambos tipos virales como infecciones frecuentes en adenocarcinomas de colon (Pérez et
al., 2005; Damin et al., 2007; Mtynarczyk et al, 2009; Deschoolmester et al., 2010). Un
trabajo reciente realizado en lItalia reporta al VPH 18 como el tipo mas frecuente (22%),
seguido de una variedad de infecciones mudltiples (Giuliani et al., 2008). Tomando en
consideracion la bibliografia sobre el tema, parece ser que los tipos virales VPH 16, 18 y
33 son los mas prevalentes en los adenocarcinomas colorrectales, aunque también se

detectan VPH 6, 11, 31, 51, 58 y 66 en menores cantidades. Esta situacion no es
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comparable con aquella observada en los adenocarcinomas del cuello uterino, donde se

ha reportado al VPH 18 como el tipo viral predominante (Bosch et al., 1995).

4.6 Adenomas y polipos hiperplasicos

Se ha estimado que los adenomas colorrectales vellosos poseen hasta diez veces mas
riesgo de transformacion neoplasica que los tubulares del mismo tamafno (Gazelle et al.,
2000). Si el VPH tuviese algun papel en la oncogenicidad de la mucosa rectal, cabria
esperar una mayor prevalencia en las formaciones premalignas de mayor riesgo
oncogénico. En la literatura existen muy pocos trabajos que reportan la presencia de VPH
en adenomas de colon, y el presente trabajo es la primera examinacion que se hace al
ADN del VPH en los pdlipos hiperplasicos. En la tabla 3.1 de la seccién Resultados se

observa la prevalencia de los distintos tipos virales en este grupo.

Los adenomas tuvieron la segunda prevalencia del VPH mas baja (23%), un poco por
detras de los polipos hiperplasicos. No hubo diferencias significativas con el grupo control,
implicando que la infeccion por VPH no otorga algun riesgo para la formaciéon de los
adenomas clasicos o los pélipos hiperplasicos. Al dividir el analisis de acuerdo al grado de
displasia o histologia, la presencia del ADN del VPH no se relaciond con su histologia.
Dado que los adenomas vellosos son las formas que preceden al cancer, es intrigante
que el VPH fuera detectado con menor prevalencia en este grupo (21%), en comparacion
con los adenomas tubulares (24%) (p>0,05). Esto se podria interpretar como evidencia en
contra del VPH en el inicio de los eventos oncogénicos a través de la tipica secuencia
adenoma-carcinoma. En oposicion a estos resultados, Cheng y colaboradores reportaron
que el ADN del VPH 16 estaba mas representado en adenomas vellosos y tubulo-
vellosos, y ademas habia una asociacion significativa entre la infeccién global y el grado

de displasia epitelial.

Cuando se separaron los adenomas estudiados de acuerdo al grado de displasia, el 29%

de los adenomas de bajo grado presentaron ADN del VPH, el 12% de los de moderado
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grado y el 16% de alto grado. Nuevamente se observd una prevalencia mayor en el grupo
de menor riesgo oncogénico, aunque las diferencias no fueron significativas. Respecto a
los tipos virales en este grupo son comparables con los obtenidos en los casos de cancer
colorrectal, con excepcion de dos muestras positivas que no pudieron ser genotipificadas

por los tipos virales de control disponibles.

A diferencia de este estudio, otros autores reportan una correlacion positiva entre la
severidad de las lesiones y la presencia del VPH (Kirgan et al®., 1990, Cheng et al.”,
1995; Picconi et al., 2001). Otros autores, en cambio, no detectaron ADN del VPH en
adenomas del colon mediante hibridacion in situ y PCR anidada (Koulos et al., 1991;
Yavuzer et al., 2010). Otros estudios que han investigado la presecia de ADN del VPH en
grupos de adenomas colorrectales reportaron prevalencias de 5,6% en pacientes de Italia
(Militello et al., 2009) a més del 50% en Polonia (Mtynarczyk et al., 2009).

4.7 Asociacidon con otras caracteristicas anatomopatoldgicas.

La presencia del Papilomavirus no estuvo correlacionada con ciertas caracteristicas
histopatologicas examinadas en este trabajo: el tamafio del tumor, estadio colorrectal,
ubicacién anatémica y grado de diferenciacion. De acuerdo a estos datos, la presencia del
ADN del VPH parece distribuirse azarosamente respecto a factores de importancia
pronéstica. La mayoria de los estudios que detectaron ADN del VPH en adenocarcinomas
colorrectales llegaron a conclusiones similares (McGregor et al., 1993; Cheng et al®.,
1995; Manalo et al., 2004; Giuliani et al., 2008; Deschoolmeester et al., 2010). La Unica
asociacion estadisticamente significativa que reportaron Giuliani y col. (2008),
examinando 66 adenocarcinomas colorrectales, fue que ante la deteccion conjunta del
VPH con los virus BKV, JCV, o SV40, raramente los poliomavirus se presentan
concomitantemente en las mismas muestras. Interesantemente, los autores identificaron
una mayor prevalencia del VPH en mujeres (39,4%) que en hombres (23,7%), pero la
diferencia no fue significativa. En otro estudio, las caracteristicas histopatolégicas de un

grupo extenso de adenocarcinomas colorrectales (n=232) no pudieron ser correlacionadas
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con la presencia del VPH, aungue reportaron una tendencia significativa del virus a
aparecer en pacientes de menor edad (Deschoolmeester et al., 2010). Esta observacion
fue realizada anteriormente por Militello y col. (2009), cuando reportaron una baja
prevalencia de adenocarcinomas colorrectales positivos en el grupo menor de 36 afos,

pero ninguno en aquellos carcinomas de pacientes entre 75 y 90 afios.

Similar a la tendencia reportada por Giuliani y col. (2008), en este trabajo se observo que
la mayoria de los carcinomas positivos para el Papilomavirus provenian de muestras de
mujeres. Los diferencia fue estadisticamente significativa (OR=2,9; p<0,05). Sin embargo,
estos resultados no se vieron reflejados en el grupo de adenomas o controles. Tomadas
todas las muestras en conjunto, las prevalencia de infeccion fue levemente mayor en

mujeres que en hombres (OR=1,13).

En otro andlisis, no parecidé haber un gradiente de infeccién incremental del VPH de un
extremo a otro del colon, sino que los porcentajes de deteccion se mantuvieron variables
en diferentes sitios. Sin embargo, cabe destacar que tanto en controles, adenomas y
carcinomas, los porcentajes mas altos de deteccion siempre correspondieron a la regiéon

rectal. Esta observacion es acorde a un posible ingreso del virus por la zona anal.

4.8 Entrada del virus

Yu y col. (2002) observaron mayores detecciones de VPH en regiones distales del colon y
propusieron que las infecciones productivas del canal anal o perineo podrian ser fuentes
de diseminacién viral para regiones rectales. También las Unicas muestras de
adenocarcinomas colorrectales con ADN VPH 16 que obtuvieron Millitello y col. (2009) en
las dos cohortes bajo estudio provenian del cancer sigmoideo y rectal. Otro estudio que
avala esta observacion fue llevado a cabo en EEUU y report6 un gradiente de distribucién
distal-proximal del VPH (Weinberger et al., 2004). Dejando de lado los trabajos sobre
carcinomas escamosos colorrectales, todavia no se ha asociado la actividad sexual de un

individuo en relacion con la presencia de VPH en el colon. Un estudio proveniente de
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EEUU reportd una distribucion homogénea del Papilomavirus a lo largo del colon,

situacion més caracteristica de una diseminacién hematogena (McGregor et al., 1993).

Como el virus ingresa a regiones internas del cuerpo es aun desconocido. Los carcinomas
rectales VPH positivos que han sido presentados por este y otros estudios podrian
explicarse por la cercania que tiene esta regidon a la zona de transicibn ano-rectal.
Infecciones del cérvix, perineo o anales serian fuentes probables de entrada del virus al
recto o a zonas distales del colon, pero otros sitios como el ciego o colon ascendente son
de més dificil acceso. Se ha propuesto que la zona ano-genital sea fuente de infeccion

productiva y el virus entre retrogradamente al tracto gastrointestinal (Yu et al., 2002).

La naturaleza retrospectiva de ese estudio, sumado a los inconvenientes que se
presentaron en el Hospital publico donde se obtenian las muestras, impidié que se pueda
recolectar informacion adicional sobre condiciones preexistentes asociadas a la infeccién
por VPH. Esto permitiria correlacionar los resultados de las muestras colorrectales con la
concomitancia de verrugas anogenitales, presencia de lesiones intraepiteliales, u otros
datos que indiquen infecciones ano-genitales. De acuerdo a estudios anteriores realizados
en nuestro laboratorio, la prevalencia de VPH en hisopados cervicales de mujeres de la
poblacion general de La Plata es relativamente alta (45%) (Abba et al., 2003). Sin
embargo, no hay estudios regionales de prevalencia de VPH en el canal anal y perineo de
la poblacion general asintomatica, y los trabajos a nivel global son escasos. Si esta
disponible gran cantidad de literatura sobre la prevalencia del VPH en los grupos de
riesgo. En hombres que tienen sexo con hombres, individuos con HIV vy/o
inmunosuprimidos las frecuencias de VPH en el canal anal son muy elevadas (van der
Snoek et al., 2003). Estudios epidemiol6gicos recientes analizaron la presencia del VPH
de mdltiples sitios anogenitales en hombres heterosexuales asintomaticos. Las
prevalencias reportadas por Giuliano y col. (2007) y Nielson y col. (2007) son muy
similares para dos poblaciones de EEUU, superiores al 57% cuando se valora la
positividad en cualquier sitio anogenital, abarcando una gran cantidad de tipos virales. Las
prevalencias de las infecciones asintomaticas del canal anal y perineo rondaron el 17 % a

23%, individualmente. En qué proporcién ocurren conjuntamente, o por separados, no fue
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reportado. Otro estudio epidemioldgico conducido en Canada en hombres heterosexuales

asintomaticos arrojo prevalencias similares (Nyitray, 2008).

Otra posibilidad, mas remota, es la transmisiébn hematégena del virus, que podria explicar
Su presencia en canceres de pulmén, mama, tejido prostatico o colorrectal. Se sabe que
el virus del Papiloma humano no produce viremia, es decir, no se transmite como agente
aislado a través de la sangre. Sin embargo, estudios tempranos sugirieron la dispersion
del virus dentro de células metastasicas de pacientes con cancer cervical (Pao et al.,
1991; Tseng et al., 1999; Dong et al., 2002). Adema4s, se ha demostrado que el ADN del
VPH puede detectarse en las células mononucleadas de la sangre periférica (PBMC) de
individuos con condilomas y en sus parejas asintomaticas, pero no en controles normales
gue no estan en contacto con individuos sintomaticos o pacientes con verrugas de piel

simples (Karas y Poreba, 1998).

Un trabajo reciente y mucho mas extenso fue realizado en un banco de sangre de
Queensland, Australia, donde se examinaron las fracciones de sangre de mas de 180
hombres sanos en busqueda de tipos alfa y gamma del VPH. Los resultados fueron
positivos para 15 individuos, portando la mitad de ellos secuencias que correspondian a
tipos de VPH cutaneos comunmente encontrados en infecciones asintomaticas de la piel,
y el resto correspondian a tipos virales de alto riesgo. De acuerdo a ensayos hechos con
fracciones celulares de donantes de sangre, los datos apuntaron a que el VPH puede ser
transportado por la sangre en células mononucleadas de la sangre periférica (PBMC)
mediante la union a la superficie celular por una proteina de superficie desconocida, pero
los viriones se perderian si las células son tratadas con tripsina (Chen et al., 2009). En
otro estudio tipo encuesta realizado por el Instituto Nacional del Cancer de Estados
Unidos, se estudiaron 57 pacientes pediatricos HIV positivos. Diez de 57 individuos fueron
positivos para ADN del VPH 16 en las células periféricas de sangre. Como ninguno habia
iniciado la actividad sexual, se hipotetiz6 que la transfusion de sangre puede ser un
vehiculo de transporte de PBMC con VPH. De manera interesante, de 19 dadores de
sangre sanos asintomaticos, el 15% eran positivos para ADN de VPH 16 en PBMC, y uno

era positivo en varias muestras a lo largo del tiempo (Bodaghi et al®., 2005).
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Si la zona anorrectal es la entrada del virus al lumen colénico podria esperarse un
gradiente o una diferencia en la prevalencia del VPH entre tumores colorrectales distales
y proximales. Aunque no se encontro dicho gradiente en el presente estudio, las
prevalencias mas altas correspondieron a muestras rectales. Un dato interesante fue que
se detectd6 mas ADN del VPH 16 en colon proximal y VPH 18 en colon distal. Aunque la
diferencia no fue significativa, podria tratarse de una susceptibilidad variable del tejido
colorrectal a los tipos del VPH. En este sentido, las regiones proximales y distales del
colon y recto son embriolégicamente y funcionalmente diferentes. El colon proximal
proviene del intestino medio y el colon distal del intestino posterior, estan expuestos a la

materia fecal en diferentes duraciones y en distintos grados de procesamiento.

Otra diferencia en las regiones proximal y distal es la distribucion de polisacéridos.
Cuando el material en digestion viaja por el colon es cubierto con mucus alcalino,
mientras que en el colon descendente predominan los mucopolisacaridos neutros y en el
recto las mucinas acidas (Shamsuddin et al., 1982). Aparte, la proporcién de células
caliciformes es mucho mayor en la region distal que la proximal, lo que puede ser una
barrera de defensa ante los mayores estimulos fisicos o quimicos de la regiéon recto-
sigmoidea (Arai y Kino, 1989). El recto también presenta una alta concentracion de
células enddcrinas, y el colon proximal esta mas adaptado a la absorcion de agua y
actividades de transporte electrolitico (Shamsuddin et al., 1982). Ya fue mencionado que
la diferencia en el pH en regiones proximales y distales puede influenciar la

susceptibilidad a los factores externos (Macfarlane y Macfarlane, 1997; Tannock, 2002).

Los productos fermentativos bacterianos también difieren de acuerdo al sitio anatémico: el
colon proximal es abundante en 4cidos grasos de cadena corta y etanol, mientras que los
productos de la fermentacion de proteinas predominan en el colon distal (Li y Lai, 2009).
También se ha encontrado que la distribucién de alteraciones genéticas e histologicas de
canceres colorrectales varia de acuerdo a la ubicacién. Sin embargo, no hay diferencias
tajantes entre tumores distales y proximales que permitan considerarlos como entidades
diferentes (llyas et al., 1999; Li y Lai, 2009).
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Otra explicaciéon sobre la entrada del virus y su deteccioén en la mucosa colorrectal puede
ser méas simple y relacionada a las técnicas exploratorias. Antes de obtener las muestras
0 procedimientos quirdrgicos se deben realizar colonoscopias o0 polipectomias
endoscopicas, las cuales pueden trasladar material infectado o lesiones del canal anal o
perianal en el momento de la toma de la muestra, o bien provocar infecciones
temporarias. Esta recomendacion fue publicada por la revista AIDS Patient Care (2003),
gue sostuvo que la misma via podria ser una fuente de diseminacion de HCV y VPH en

pacientes con SIDA.

Otra observacion fue realizada por el eminente profesor zur Hausen en su libro Infections
Causing Human Cancers, donde comenta que salvo algunos pocos estudios convincentes
gue detectaron ADN de VPH oncogénico en mucosa colorrectal y en muy bajo nimero de
copias, gran cantidad de trabajos no lo detectan y la evidencia del Papilomavirus en el
colon estd muy lejos de ser concluyente (zur Hausen, 2006). Reconoce, por otra parte,
que el tracto gastrointestinal seria un lugar frecuente de transito de particulas virales de

Papilomavirus, principalmente por ingestion de material contaminado (zur Hausen, 2000).

4.9 Integracién del VPH

Si el cancer colorrectal, o un subgrupo de éste, estuviese relacionado a la infeccion viral,
se esperaria que el genoma viral esté insertado en los cromosomas del huésped. La
integracion de secuencias del VPH en el genoma de carcinomas genitales se ha asociado
a inestabilidad cromosdmica, rearreglos génicos y carcinogénesis (Wilke et al., 1996;
Solinas-Toldo et al., 1997; Heselmeyer et al., 1997; Klaes et al., 1999; zur Hausen, 2002;
Pett et al., 2004; Herrick et al., 2005). En este sentido, se ha demostrado que durante el
proceso de transformacién maligna genital, el genoma viral se integra en el ADN celular
perdiéndose por deleciéon algunas porciones de su genoma, tales como los marcos de
lectura L1, L2, E1 y E2, mientras que los oncogenes E6 y E7 siempre se conservan
(Lorincz et al., 1992; Lazo, 1999).
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En este trabajo se ha examinado el estado fisico del genoma viral mediante la
amplificacion tipo especifica de E2. El andlisis reveld que el 56% de los tumores positivos
para VPH 16 y el 25% de los tumores positivos para VPH 18 poseen evidencia de
genoma viral integrado. Este es el segundo trabajo en carcinomas colorrectales que
examina el estado fisico del genoma viral en carcinomas colorrectales. Una investigacion
realizada en Estados Unidos reportd una proporcion de VPH16 integrada mucho mas alta.
Sin embrago, los autores no amplificaron secuencias de las muestras VPH 18 (Bodaghi et
al., 2005).

Con respecto a la metodologia, se ha evaluado la presencia/ ausencia de E2 porque se
ha demostrado que este es el sitio preferencial de interrupcién del virus, segin ha sido
reportado (Kalantari et al., 1998). La regiéon que fue amplificada para el gen E2 del VPH
16 codifica para la regién bisagra de la proteina (hinge), que es vital para su funcion
(Gauthier et al.,, 1991). Otros sitios que se interrumpen en la integracion del genoma
corresponden a los genes E1 y L1, aunque en menor frecuencia (Kalantari et al., 1998;
Lukaszuk et al., 2003). En el caso del VPH 18, la delecion de fragmentos parecen ser mas
notable, con pérdidas conjunta de fragmentos E2 y E1 en gran parte de los carcinomas
genitales (Badaracco et al., 2002). Aunque no se ha encontrado un sitio preferencial
cromosémico de unién, se ha demostrado una relacién entre la integracién del VPH y la
posicién de los sitios fragiles comunes (CFS) a nivel citogenético (Wilke et al., 1996), y
posteriormente a nivel molecular (Thorland et al., 2000). Se ha propuesto que es probable
gue la integracién por el VPH no solamente esté asociada a la induccién de rearreglos
cromosomicos, sino que alternativamente las células con inestabilidad cromosémica

puedan ser mas susceptibles a la integracién viral.

Para este trabajo se ha elegido una metodologia que amplifica E2 mediante una PCR
anidada. Este es un método sensible y confiable para detectar secuencias de ADN que se
encuentran presentes en muy bajo numero de copias, como es el caso del Papilomavirus
humano en el cancer colorrectal. Sin embargo, es necesario comentar las limitaciones de
esta técnica: primero no se discriminan entre formas puramente episomales y mixtas; y

segundo, los fendbmenos de integracion viral sin pérdida de la continuidad del gen E2
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pueden subestimar la prevalencia de integracion, al igual que un muy bajo nimero de

copias virales o falsos negativos.

Los resultados obtenidos en esta tesis sobre los eventos de integracion son coherentes
con los de la carga viral. Una posible explicacion estaria dada por la dificultad que tiene el
VPH en realizar una infeccién productiva en el epitelio columnar. Aquellos virus que
ingresen a la mucosa o a las células tumorales mediante microtraumas seran eliminados
0 permaneceran en la célula por una pronta integracion de su genoma viral. En
carcinomas del tracto genital superior que han sido positivos para la deteccién del ADN
del Papilomavirus (cancer de ovario y endometrio), se ha demostrado que la integraciéon
viral completa es frecuente tanto para el VPH16 y 18 (Badaracco et al., 2002). Los
carcinomas de cérvix, por otro lado, presentan formas mixtas (integrado mas episomal)
del VPH 16 y completamente integradas del VPH 18 (Cullen et al., 1991; Das et al., 1992;
Daniel et al., 1997; Park et al., 1997; Graham et al., 2000). Se ha propuesto el estado de
integraciéon del VPH 16 como marcador prondstico en canceres cervicales, pero la
presencia de formas episomales en estadios avanzados confirman que la integracién no
siempre esta involucrada en la malignidad. En los adenocarcinomas cervicales, que
representan el 20% de los carcinomas del cérvix uterino, la integracion del VPH 16, y en
especial la del VPH 18, se piensa que actia como un iniciador potente de la

carcinogénesis (Cooper et al., 1992; Park et al., 1997; Cheung et al., 2009).

4.10 Carcinomas de células escamosas del recto y otros

Un caso diferente lo representan los carcinomas de células escamosas del recto y colon.
En este trabajo no se incluyeron tumores con caracteristicas escamosas o
adenoescamosas, dada la muy baja prevalencia que presentan. Un estudio reciente
publicado en Estados Unidos report6 tres casos de carcinoma escamosos rectales donde
se detecta la presencia ubicua de VPH 16 mediante andlisis de inmunohistoquimica de
pl6, inmunohistoquimica de VPH, hibridacién in situ y reaccidn en cadena de la

polimerasa. También reportaron los cambios citol6gicos propios de lesiones asociadas al
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VPH (Kong et al., 2007). Otra investigacion llevada a cabo en Hungria detect6 ADN del
VPH 16 en tumores colorrectales sincronicos y ndédulos linfaticos infiltrados de una
paciente de 94 afos, analizados mediante PCR y Southern Blot (Bognar et al., 2007). Mas
recientemente, ha sido reportado en Japén un hombre HIV positivo con carcinoma
primario de células escamosas de recto, al que se le detect6 ADN del VPH a partir de
biopsias no fijadas (Matsuda et al., 2009).

No de manera infrecuente puede detectarse mucosa escamosa en el recto, generalmente
de 2 a 4 cm como una expresion continua de la linea dentada. Menos frecuentemente,
puede extenderse hasta los 10 cm y de manera irregular, y también puede variar con el
tiempo. En la literatura, se han reportado un poco mas que 50 casos de carcinomas de
células escamosas colorrectales, la mayoria de ellos de la region rectal (origen diferente
al epitelio anal), y otros repartidos en diferentes regiones del colon. Salvo unos pocos
casos, no fueron examinados para la presencia del ADN del Papilomavirus. Una de las
primeras investigaciones sobre el tema la realizé el grupo liderado por el Dr. Frizelle, de
Nueva Zelanda, en el que examinaron 20 carcinomas colorrectales con caracteristicas
escamosas (carcinoma de células escamosa, carcinoma adenoescamoso Yy
adenocarcinoma con metaplasia escamosa) mediante inmunohistoquimica para la
capside viral del VPH, pero no encontraron evidencia de infeccion. Sin embargo, los
autores comentaron que la técnica que utilizaron tenia una gran especificidad pero baja
sensibilidad (Audeau et al., 2002). Otro ensayo negativo para el ADN del Papilomavirus
fue conducido en cinco carcinomas adenoescamosos mediante hibridacion in situ para los
tipos VPH 6/11 y 16/18 (Dong et al., 2009).

Se ha publicado que cerca de la mitad de los carcinomas de células escamosas
colorrectales informados han surgido luego de varios afios de enfermedades inflamatorias
del colon. En uno de estos casos se realiz6 un seguimiento por dos décadas a una
paciente con colitis ulcerosa que portaba evidencia compatible con una infeccién de VPH.
Al negarse al tratamiento quirargico, la lesion procedié a carcinoma de células escamosas
rectal (Cheng et al., 2007). Los autores de ese estudio concluyeron que la inflamacién

cronica del sistema gastrointestinal podria llevar a zonas ulcerosas o dafiadas que
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permitan el ingreso del VPH al epitelio y promocién de metaplasia escamosa,
eventualmente promoviendo carcinogénesis. Una hip6tesis similar fue propuesta
independientemente por Kong y col. (2007), quienes a su vez demostraron expresion de
pl
transfeccién de ADN de Papilomavirus de alto riesgo puede inducir metaplasia escamosa

6"“** concomitante con la infeccién del VPH. Experimentos in vitro comprobaron que la

en células de adenocarcinoma col6nico (Kinjo et al., 2003). Sin embargo, no existe

evidencia directa que indique que esto suceda in vivo.

4.11 Alteraciones genéticas en el cancer colorrectal

Los virus carcinogénicos son conocidos por su accién en la activacion de proto-
oncogenes y supresion de genes supresores de tumores. Un estudio reciente encontrd
gue entre 56 adenocarcinomas colorrectales VPH positivos, solamente el 3,6% tenian
mutaciones de p53. Este hallazgo contrasta con el hecho de que aproximadamente el
50% de los carcinomas colorrectales contienen mutaciones en este gen supresor de
tumores. Con el objeto de determinar si un subconjunto de tumores esta asociado con el
VPH, se examinaron alteraciones genéticas comunes del cancer colorrectal. Varios
autores han sugerido una colaboracion entre ras y los oncogenes E6/E7 para inducir
transformacién completa a partir de células normales vy la activacién de c-myc (Mouron et
al., 2000; Dokianakis et al., 1999; Buyru et al., 2006). Adicionalmente, se determin6 el
estado de inestabilidad de microsatélites y también se examinaron las prevalencias de
dos polimorfismos que han sido asociados a un mayor riesgo de inicio del céancer

colorrectal (Kruger et al., 2007), y a las infecciones virales independientemente.
4.11.1 Inestabilidad de Microsatélites

La discriminacion entre las clases de carcinomas colorrectales con y sin inestabilidad de
microsatélites es necesaria, ya que se ha demostrado que la etiologia de éstos podria ser
diferente. Se ha establecido, mediante estudios de ligamiento familiar, que los sindromes
no polipdsicos familiares (HNPCC) son ocasionados por mutaciones en la linea germinal
de algunos de los genes de reparacion (hMSH2, hMLH1, hPMS1 y hPMS2), de los cuales
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la mayoria responden a mutaciones en los genes hMSH2 y hMLH1 (Herman et al., 1998).
Como fue mencionado en la introduccion, se demostro que el carcinoma HNPCC presenta
inestabilidad de microsatélites (MSI) porque las secuencias repetitivas son mas
susceptibles a acumular errores de replicacibn cuando el sistema de reparacion es
deficiente. Sin embargo, también se ha postulado que las mutaciones en la linea germinal
de los genes de reparacion no son la causa principal de las adenocarcinomas en sentido
estricto, sino que probablemente son aceleradores de los procesos malignos (llyas et al.,
1999). El incremento en la tasa de mutaciones permite la entrada de errores de
replicacion aleatorios, ocasionando la inestabilidad de microsatélites y la mutacion

aleatoria de genes, entre ellos oncogenes y genes supresores de tumores.

Las caracteristicas cromosémicas de los tumores HNPCC son diferentes a la mayoria de
los carcinomas colorrectales esporadicos. Sin embargo, existe un pequefio porcentaje de
formas esporadicas (5-15%) que presenta el fenotipo de inestabilidad de microsatélites, el
cual es caracteristico de los tumores HNPCC (Cunningham et al., 1998). En este trabajo
el 9% de los tumores colorrectales presentaron inestabilidad de microsatélites para los
marcadores analizados, frecuencia que cae dentro del rango esperado para los

carcinomas colorrectales esporadicos.

Es recomendable utilizar el panel de los cinco marcadores de Bethesda para la
determinacion de inestabilidad de microsatélites (Boland et al., 1998). Sin embargo, ante
la falta de tejido normal para la mayoria de los carcinomas, se utilizaron dos marcadores
cuasi-monomorficos que presentan alta capacidad de prediccion (Planck et al., 2003). El
marcador BAT 26 es reconocido por ser el marcador de inestabilidad mas predictivo, con
una especificidad entre el 93-100% (Hoang et al., 1997; Dietmaier et al., 1997; Brennetot
et al., 2005). Examinado junto a BAT 40 conforman dos marcadores muy especificos de
inestabilidad de alto grado (Dietmaier et al., 1997). Su fiabilidad radica en que los cambios
de los alelos son mas faciles de reconocer a partir de estas secuencias, y por otra parte,
las repeticiones mononucleotidicas son las mas afectadas por los errores de replicacion.
Lamentablemente tuvo que descartarse a BAT34C4, otro marcador mononucleotidico y

ademas monomorfico en la poblacion, porque su efectividad de amplificacion fue muy
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baja. Para las muestras pareadas se amplificaron los marcadores adicionales D2S123 y
D17S250, que no mostraron diferencias en los cinco carcinomas con muestras normales,
al igual que BAT26 y BAT40.

Se ha reportado gue los tumores colorrectales esporadicos que poseen inestabilidad de
microsatélites presentan diferencias clinico-patolégicas con los carcinomas sin MSI. Entre
las caracteristicas distintivas se destacan: Mayor prevalencia de MSI en tumores del colon
derecho, metafases frecuentemente diploides, histologia mucosa secretante vy
pobremente diferenciada. Los tumores MSI+ también se caracterizan por tener infiltrados
linfociticos comparables a los de la colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn. En cuanto a la
clasificacion TNM son en general tumores grandes, por ejemplo en T3, pero menos
agresivos, ya que tienen menos involucramiento de los nddulos linfaticos (NO) vy

recurrencia reducida de metastasis (M0) (Soreide et al., 2006).

Aungue el nimero de tumores con inestabilidad fue muy bajo, los resultados estan en
concordancia con las caracteristicas publicadas. Hubo mas mujeres con tumores MSI que
hombres, y también fueron mas prevalentes en estadios tempranos del cancer colorrectal.
En este sentido, la mitad de todos los casos con MSI se reportaron en el estadio | (Tabla
3.19). En contraposicion, no hubo tendencia a un fenotipo menos diferenciado o a la

ubicacién més proximal en carcinomas MSI.

Referente a la relacion existente entre el fenotipo MSI y la activacién de los oncogenes, se
sabe que las mutaciones del gen k-ras ocurren en alrededor del 20% de las carcinomas
colorrectales con inestabilidad de microsatélites (Domingo et al., 2004; Oliveira et al.,
2003; Oliveira et al., 2004) y cerca del 35% de los carcinomas estables (MSS) (Oliveira et
al., 2004; Oliveira et al., 2007). Estos datos son acordes a los obtenidos en el presente
trabajo, donde se detectd una prevalencia de mutaciones de k-ras en el 12,5% (1/8) de los
tumores MSI y 25% en los estables (MSS). En el caso de la amplificacién de c-myc, hubo
mayor prevalencia de inestabilidad de microsatélites en tumores con bajo nivel de
amplificacion (25%) que aquellos sin amplificacion (10%). Sin embargo, las muestras con
alto grado de amplificacion presentaron prevalencias similares entre los tumores MSI

(12,5%) y MSS (15%). Trabajos anteriores demostraron que las ganancias cromosémicas
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del brazo cromosdmico 89 y 8g23-24 son alteraciones genéticas comunes de carcinomas

colorrectales tanto en MSI como en MSS (Li et al., 2003; Camps et al., 2006).

Al analizar los marcadores de inestabilidad BAT26 y BAT40 por separado, se observo que
en general los tumores mutados no presentaron altos niveles de inestabilidad (excepto
para la amplificacién de c-myc en tumores con BAT26 inestable). Aungue no se conozcan
en detalle los mecanismos moleculares que subyacen la proliferacion neoplasica en los
tumores con inestabilidad de microsatélites, parece ser que la presencia conjunta de
rearreglos cromosdOmicos y el fenotipo MSI conformarian un trasfondo de alteraciones
genéticas muy deletéreo para que el cancer progrese. Sin embargo, estudios descriptivos
demuestran que el cancer colorrectal es una enfermedad heterogénea con muchos
fenotipos moleculares, y gran parte de los tumores con inestabilidad de microsatélites

también presentan patrones variados de inestabilidad cromosomica (Camps et al., 2006).

Respecto a la presencia del Papilomavirus humano, la inestabilidad de microsatélites no
estuvo asociada con la presencia del ADN del VPH. Tampoco se detectdé asociacion
cuando los marcadores fueron examinados individualmente. Estos resultados estan de
acuerdo con otros recientemente publicados por Deschoolmeester y col. (2010), quienes
reportaron una prevalencia de tumores MSI un poco menor que la de este trabajo, de
5,6% (13/232). La metodologia utilizada para estimar la inestabilidad también consistié en
la amplificacion de un set de marcadores cuasi-monométficos sin ADN control. Los
autores concluyeron que el VPH no estaba asociado al la inestabilidad de microsatélites

en el cancer colorrectal.

4.11.2 Amplificacién génica de c-myc y cancer colorrectal

El proto-oncogén c-myc es un factor de transcripcion multifacético que regula un gran
namero de genes involucrados en la progresion celular. Ademas, es un elemento crucial
en el equilibro entre la proliferacion y apoptosis, y su expresion inapropiada puede llevar
este balance a la direccion equivocada. Los mecanismos mas comunes de activacion de

c-myc son la sobre expresion y/o amplificacion génica, eventos caracteristicos de tumores
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epiteliales y asociados a fenotipos agresivos y pobremente diferenciados (Bonilla et al.,
1988; Sargent et al., 1996; Rao et al., 2000; Fearon y Gruber, 2001; Al-Kuraya et al.,
2007). Aunque se sabe que la activacion de c-myc es uno de los pasos de la
carcinogénesis colorrectal, el papel especifico de este oncogén no ha sido clarificado.
Aparentemente, mutaciones en APC y acumulacién nuclear de beta-catenina pueden
ocasionar la sobre expresion de c-myc en neoplasias colorrectales. Este descubrimiento
parece explicar la expresion aumentada de c-myc en la carcinogénesis temprana. Por otra
parte, también se ha demostrado una correlacion entre anormalidades genéticas de c-myc
a nivel del ADN y el potencial maligno. Sin embargo, los mecanismos que subyacen dicha

amplificacion génica permanecen ocultos (Rochlitz et al., 1996; Obara et al., 2001).

Un numero creciente de trabajos han sugerido que la amplificacion de c-myc o su
segmento cromosémico (8g24) es un suceso frecuente en diferentes fenotipos
moleculares del cancer colorrectal (Li et al., 2003; Camps et al., 2006). La amplificacion
de c-myc presenta diversos grados y los niveles mas bajos fueron relacionados con una
mejor respuesta al tratamiento (Heerdt et al., 1991; Augenlicht et al., 1997). Como fue
mencionado, los mecanismos que causan la amplificacion génica de c-myc son
desconocidos. Por ahora, se ha presentado evidencia que demuestra que la activacion del
oncogén es especifica de locus y esta asociada a las mutaciones en p53 (Masramon et
al., 1998; De Angelis et al.,, 1999). Estos datos son consistentes con la falta de
amplificacion de otros genes ubicados en proximidad al locus c-myc (c-mos, 8g24), como
lo demuestran las comparaciones mediante andlisis citogenéticos y de Southern Blot
(Augenlicht et al., 1997).

Las lineas celulares también han sido examinadas en blsqueda de una relacion entre el
grado de amplificacion de c-myc y la tumorigenicidad (Lavialle et al., 1988, Lavialle et al.,
1989). En ensayos con clones tumorigénicos y no tumorigénicos con mdultiples copias de
c-myc se encontré que el gen respondia promoviendo la apoptosis y proliferacion ante la
falta de suero, respectivamente. El rol dual del gen puede explicarse con la presencia de
factores secundarios desconocidos (Donzelli et al.,, 1999). Se ha sugerido que la

activacion de c-myc tiene un rol en la progresioén tumoral, en la enfermedad recidivante y
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en el proceso de metastasis. Sin embargo, su activacién ha permanecido como un factor
variable respecto de distintos parametros en las neoplasias colorrectales (Diez Alonso et
al., 2001).

En la actualidad existen un nimero apreciable de trabajos que analizan el estado de c-
myc en tumores colorrectales. En general, los valores mas altos de activacién son
detectados en las estadios mas avanzados, y poca o ninguna amplificacion en las fases
iniciales (Kozma et al., 1994; Obara et al., 2001). La prevalencia de amplificacion génica
en tumores del colon es detectada en 0-55% de los casos, dependiendo del estadio y
metodologia. Ademéas de la asociacién reportada en estadios mas avanzados de la
enfermedad, algunos estudios demostraron que la activacion de c-myc se encuentra
asociada a tumores del colon izquierdo, a un menor grado de diferenciacion histolégica y
al tamafio de la formacion (Burt, 1988; Heerdt et al., 1991; Augenlicht et al., 1997;
Brabletz et al., 2000; Pérez Mota, 2003).

De acuerdo a los resultados obtenidos, la amplificacion de c-myc es un suceso frecuente
en el colon, pudiendo detectarse en todos los estadios tumorales y en un menor
porcentaje de adenomas. Los valores de amplificacién tuvieron un rango del 20% en
adenomas al 27,1% en adenocarcinomas colorrectales. Sin embargo, todos los adenomas
positivos portaron amplificaciones de bajo grado, mientras que la mitad de los carcinomas
eran de alto grado. De acuerdo a la histologia de los adenomas, se pudo detectar
mayores prevalencias de activacion de c-myc en adenomas con alto y moderado grado de
displasia, aunque las diferencias no fueron significativas. Tampoco hubo una correlacién
con la histologia de los adenomas (velloso-tubular). En este sentido, estudios de
seguimiento indican que la ganancia de la porcibn cromosémica 8g23-teldmero esta
fuertemente asociada a la progresion de adenoma a carcinoma, independientemente del

grado de displasia (Hermsen et al., 2002).

Al igual que otros trabajos, la prevalencia de amplificacién de c-myc fue aumentando a lo
largo de los estadios de la carcinogénesis, llegando a su maximo grado en el estadio lll, y
cayendo en la fase metastasica. Del total de amplificaciones de alto grado, el 70%

correspondié al estadio Ill. Estos resultados sostienen que los carcinomas con nddulos
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linfaticos positivos presentan un alto nivel de inestabilidad cromosémica. Un trabajo
anterior habia propuesto a la amplificacion de la regiébn 8924 como un marcador
caracteristico de la invasion de nédulos linfaticos, y predictivo de metéstasis a distancia
(Ghadimi et al., 2003).

También se detectd una asociacion significativa entre la amplificacién de c-myc y los
carcinomas colorrectales pobremente diferenciados, un valor que estd de acuerdo a los
hallazgos publicados anteriormente (Heerdt et al., 1991; Kozma et al., 1994). No obstante,
no se pudo comparar el grado de mucosecrecion de los tumores con c-myc porque esa

informacién no fue registrada.

Los valores de amplificacion génica obtenidos en este trabajo son comparables a los
presentados por Augenlicht y col. (1997), quienes utilizaron sondas de c-myc y B-globina
en blots hibridados en membranas y estimaron la cantidad relativa de estas secuencias en
una cohorte de 149 pacientes con carcinoma colorrectal (Dukes B y C). El 32% de los
pacientes presentaron alguna forma de amplificacion de c-myc. Otros resultados similares
fueron reportados por Heerdt y col. (1991), quienes relacionaron esta alteraciéon con
tumores pobremente diferenciados. Otros autores detectaron prevalencias mas elevadas
de amplificacién génica (Kozma et al., 1994; Rochlitz et al., 1996; Masramon et al., 1998;
De Angelis et al.,, 1999; Knosel et al., 2002; He et al., 2003). En contraposicion,
prevalencias mas bajas de amplificacion fueron reportadas por: Obara et al.,, 2001;
Kruszewski et al., 2004; Al Kuraya et al., 2007, y en algunas series de casos de cancer
colorrectal no hubo incremento alguno en el nUmero de copias de c-myc (Erisman et al.,
1985; Smith et al., 1993; Fearon y Dang, 1999; Xie et al., 2003).

De manera interesante, los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que los
carcinomas mas pequefios presentan una tendencia hacia la amplificacion de c-myc.
Ademas, cuando se analiz6 el grado de amplificacién, los tumores menores a 4 cm
constituyeron el mayor porcentaje de amplificaciones de alto grado. Aunque el significado
de este hecho aun queda por resolverse, trabajos previos han reportado una correlacion
entre la activacion de c-myc y el tamafio de los adenomas del colon, donde se encontrd

que aquellas proliferaciones mayores a 0,8 centimetros presentaban una expresion
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aumentada de c-myc y g-catenina. Brabletz y col. (2000) hipotetizaron que estos genes
estarian relacionados con el tamafio del tumor mediante mecanismos asociados a la
vascularizacion. Los mismos autores sugirieron que habria que considerar otros factores
genéticos o histopatolégicos que acompanarian la activacion de c-myc y que estarian

relacionados a la angiogénesis.

De particular interés ha resultado la relacion de c-myc con los carcinomas asociados a la
infeccion por el VPH. Como se menciond, hasta la fecha no se identific6 un sitio
preferencial cromosémico o motivo nucleotidico de integraciéon, aunque la insercién de
ADN del VPH en sitios circundantes a MYC ha sido repetidamente observada en canceres
asociados al VPH (Couturier et al., 1991; Sastre-Garau et al., 2000). La integracién del
genoma viral en sitios cercanos del locus c-myc podria estar relacionada con la
amplificacion, rearreglos génicos o desregulacion de la expresion (Couturier et al., 1991;
Sastre-Garau et al., 2001; Herrick et al., 2005).

Evidencia experimental indica que la integracion del VPH 18 demostré ser un fenémeno
no al azar en carcinomas cervicales y lineas celulares derivadas, ocurriendo
preferencialmente dentro de la banda cromosdmica 824, cercana al locus del proto
oncogén c-myc (Durst et al., 1987; Ferber et al., 2003). Una asociacién entre la activacion
de c-myc y presencia de ADN del VPH fue demostrada para tres lineas celulares
derivadas del cancer de colon anteriormente (Cheng et al., 1991). No obstante, ningun
trabajo ha comparado esta relacion en biopsias de tumores del colon y recto. Cuando se
analizaron las muestras positivas para VPH, no se encontraron diferencias significativas
en referencia a la activacion de c-myc, tampoco con las muestras evidencia de VPH

integrado.

De acuerdo a los resultados, la amplificacion de c-myc es detectada de manera frecuente
en adenomas y carcinomas colorrectales, aunque en diferentes grados. Esta se encuentra
relacionada con la progresion tumoral, en especial a la infiltracion de los nddulos
linfaticos, y a un fenotipo pobremente diferenciado. Por otro lado, no se encontro

correlacion entre la infeccién por VPH y el incremento de copias génicas de c-myc, tanto
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en adenomas como en carcinomas. Estos datos sugieren que la activacién del oncogén

es independiente a la presencia de genomas foraneos en tejidos colorrectales.

4.11.3 Céancer colorrectal y mutaciones del codén 12y 13 de k-ras

Se ha demostrado que las mutaciones en los genes ras, y en particular k-ras, son eventos
tempranos en la carcinogénesis colorrectal (Vogelstein et al., 1988). K-ras participa de la
via de sefializacion RAS-RAF-MEK-ERK-MAP, que media el comportamiento celular en
respuesta a sefales de crecimiento (Peyssonnaux y Eychéne, 2001). La razén por que se
eligen los codones 12 y 13 para el analisis radica en que solamente las mutaciones en
estos codones (mas el codon 61) modifican k-ras a una forma permanentemente activa
(modifican la enzima y no puede liberar GTP para inactivarse) (Campbell et al., 1998). Por
otro lado, segun los datos del Catalogue of Somatic Mutations of Cancer (COSMIC), se ha
reportado que la mayoria de las mutaciones de k-ras en carcinomas colorrectales
corresponden a alteraciones presentes en el codén 12 (79%), seguido del codén 13

(18%), y una frecuencia mucho menor del codén 61 (0,71%) (Futreal et al., 2009).

Mas de 70 grupos de investigacion han examinado la importancia de las mutaciones del
gen k-ras en el cancer colorrectal. La evidencia indica que esta alteracion genética
precede a la transformacion neoplasica de adenoma tardio a carcinoma in situ (Vogelstein
et al., 1988). Sin embargo, no hay un acuerdo en como las mutaciones de k-ras se
relacionan con las caracteristicas clinicas e histo-patoldgicas. Por ejemplo, la capacidad
prondéstica que tienen las alteraciones de k-ras es objeto de debate, mientras que algunos
autores encuentran significancia, otros no lo hacen (Benhattar et al., 1993, Moerkerk et
al., 1994; Andersen et al., 1997; Andreyev et al., 2001). Aln estudios que examinan la
asociacion entre la presencia de las mutaciones de k-ras y estadios colorrectales,
histologia, sitio del tumor, edad o género, no encuentran un consenso (Finkelstein et al.,
1993; Hayakumo et al., 1995; Andreyev et al., 1997; Tortola et al., 1999; Andreyev et al.,
2001). Recientemente se ha hecho un gran estudio para determinar la relacion de k-ras

con diversas caracteristicas, y los autores reportaron que las mutaciones especificas
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glicina a valina en el codon 12 serian un indicador de una progresién agresiva, en
especial en individuos con diagnéstico Dukes C (Andreyev et al.,, 2001; Russo et al.,
2005).

La prevalencia de las mutaciones de k-ras en el grupo de adenomas fue menor a otros
estudios publicados sobre adenomas esporadicos, aunque mayor que aquella presentada
en pacientes que padecen el Sindrome de Poliposis Familiar (FAP) (Vogelstein et al.,
1988; Glarakis et al., 1998; Yuen et al., 2002; O’brien et al., 2006). Se ha reportado que
las mutaciones en k-ras se encuentran asociadas a los adenomas de mayor riesgo, como
por ejemplo poélipos de histologia vellosa o mixtos y aquellos con displasia alta o
transformacion focal a adenocarcinoma (Yuen et al., 2002). En concordancia, en el
presente trabajo la activacion de k-ras estuvo relacionada significativamente con
adenomas de alto y moderado grado de displasia, y totalmente ausente en adenomas con
displasia leve (p<0,05). No se registr6 asociacion de k-ras con la histologia de los

adenomas, su ubicacién anatémica, o presencia del ADN del VPH.

Acerca de los carcinomas colorrectales, las mutaciones de k-ras comprendieron el 24%
de los casos, una incidencia que esta acorde a la literatura publicada sobre el cancer
colorrectal (Yuen et al., 1997; Andreyev et al., 2001). No se observaron diferencias en las
frecuencias de mutaciones de acuerdo al sitio del carcinoma o a la severidad de los
tumores, donde los estadios Il y IV fueron los mas afectados. Resultados similares fueron
reportados por el grupo RASCAL, un estudio colaborativo realizado sobre el impacto de
las mutaciones de k-ras en pacientes con cancer colorrectal (Andreyev et al., 1998;
Andreyev et al.,, 2001). Examinando un gran numero de pacientes, los autores no
encontraron una correlacion entre k-ras y el sexo, el sitio del tumor o el estadio del cancer
colorrectal (rango 33-38% para todos los estadios), pero si reportaron una asociacion
fuerte entre las mutaciones de k-ras y los adenocarcinomas bien diferenciados o
moderadamente diferenciados. En el presente estudio se encontr6 una relacion opuesta
entre las mutaciones y el grado de diferenciacién, respaldando la hipétesis que sostiene a

la inactivacibn de k-ras como una caracteristica de tumores agresivos y poco
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diferenciados. Al igual que los adenomas, la relacion entre el ADN del VPH y la activacion

de k-ras arroj6 resultados negativos.

4.12 Polipos hiperpléasicos

Es interesante mencionar que el grupo de pélipos hiperplasicos también reportd
mutaciones de k-ras en 2 de 24 (8,3%) muestras y amplificacion leve de de c-myc en el
10%. Esta observacion esta de acuerdo con trabajos recientes que sostienen que las
alteraciones genéticas también suceden en pdlipos hiperplasicos tipicos y aquellos con
algun grado de displasia, ademas de los adenomas tipicos (Legget et al., 2001; Bardi y
Heim, 2003; Wynter et al. 2004). También se detect6 ADN del VPH, aunque su presencia
no estuvo relacionada con las alteraciones genéticas, y fue la mas baja de todos los
grupos estudiados. Hasta hace poco se pensaba que los pélipos hiperplasicos eran las
expresiones mas inocuas de los pélipos serratos. Sin embargo, observaciones recientes
indican que algunas variantes de los poélipos serratos podrian esconder un potencial
maligno. La principal evidencia de esta teoria es la existencia de los pélipos mixtos, una
forma intermedia que sugiere una transicion desde poélipos hiperplasicos a adenomas, 0

adenomas serratos (Longacre et al., 1990; lino et al., 1999).

Whynter y col. (2004) han propuesto dos vias alternativas de carcinogénesis colorrectal,
alternativas a la teoria de adenoma-carcinoma, y que incluyen los pélipos hiperplasicos y
similares. En la primera, se propone que un subgrupo de adenomas serratos serian los
precursores de algunos casos esporadicos de cancer colorrectal con inestabilidad de
microsatélites MSIH. Las lesiones precursoras tendrian altos grados de metilacion de islas
de CpG, inactivacion del gen hMLH1, ausencia de mutaciones en el gen k-ras y displasia
mas severa. La segunda via fue postulada como la precursora de al menos un subgrupo
de casos esporadicos de cancer colorrectal esporadico sin inestabilidad de microsatélites.
De manera similar, las lesiones precursoras de esta via son los adenomas serratos, pero

sin altos grados de metilacion y, contrariamente, con mutaciones en el gen k-ras.
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4.13 Cancer colorrectal y polimorfismo del coddn 72 del gen p53

El polimorfismo de P53 del coddén 72 es un cambio de nucleétido simple que resulta en el
reemplazo de una arginina por una prolina en la secuencia aminoacidica de la proteina
codificada. Este pequefio cambio en la secuencia posee importante consecuencias, al
menos demostradas in vitro, en propiedades quimicas y funcionales de la proteina.
Estudios tempranos revelaron que la variante prolina es menos eficiente que la arginina
en algunas actividades relevantes de p53, como por ejemplo la supresion de la

transformacioén celular y la induccion de apoptosis (Thomas et al., 1996).

Evidencia adicional fue reportada por Storey y col. (1998), quienes demostraron que la
variante alélica arginina del gen p53 (coddn 72) es mas susceptible a la degradacion por
la proteina E6 del VPH que la forma prolina, y que pacientes con la primera isoforma
poseen un riesgo incrementado de cancer cervical. Sin embargo, los trabajos
subsecuentes han resultado controversiales, algunos apoyando y otros refutando dicha
hipotesis (Jee et al., 2004; Koushik et al., 2004). Estudios experimentales han demostrado
que ambas variantes difieren en su funcionalidad, independientemente de la presencia o
ausencia de la infeccion por VPH, y que el alelo p53Arg es hasta cinco veces mas

eficiente en activar las vias pro-apoptoticas (Dumont et al., 2003).

Se han expuesto varias hipotesis para explicar este comportamiento molecular. Una es
que la variante arginina de p53 posee una mayor asociacién con las mitocondrias que la
variante prolina, y podria interactuar mas estrechamente con el inicio de la via de muerte
celular programada. Por otro lado, Marin y col. (2000) han sugerido que el polimorfismo en
el codén 72 influencia la capacidad de p53 para formar complejos estables con p73
(homélogo de p53), perdiendo la capacidad de formar de complejos de unién al ADN, y

alterando la entrada a apoptosis.

Practicamente todos los tipos de carcinomas han sido estudiados en busqueda de una
posible asociacion entre el polimorfismo del codén 72 del gen p53 y susceptibilidad a la
carcinogénesis. Debido a su conocida asociacion con el VPH, el cancer cervical fue el

mas estudiado. Un meta analisis reportd un leve aumento en el riesgo de cancer cervical
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para portadores de la variante arginina, especialmente en el grupo de adenocarcinomas
(OR = 1,5) (Jee et al., 2004). En otro meta analisis efectuado el mismo afio también se
estimo un pequefio incremento en el riesgo de cancer cervical para la variante arginina,
aunque este se perdid cuando se excluyeron aquellos estudios que no estaban en
equilibrio de Hardy Weinberg en el grupo de controles (Koushik et al., 2004). Resultados
similares fueron presentados por Klug y col. (2009). Otros meta analisis conducidos sobre
otros tipos de canceres revelaron asociacion significativa con la variante arginina de p53
en carcinomas de cabeza y cuello (Hiyama et al., 2008) y carcinomas de células
escamosas de eso6fago (Hiyama et al., 2007). En contraposicion, el polimorfismo de p53

no estuvo relacionado con los carcinomas orales (Zhuo et al., 2009).

Pocos trabajos fueron presentados hasta el momento sobre el polimorfismo del codén 72
de p53 y el cancer colorrectal, la mayoria de estos no encuentran un efecto sobre el
cancer, aunque otros resaltan un papel significativo en los casos de HNPCC y de casos
esporadicos si se ajustan los datos a variables adicionales (Murata et al., 1996; Sayhan et
al., 2001; Jones et al., 2004; Kruger et al., 2005; Talseth et al., 2006; Talseth et al., 2007;
Jia et al., 2007). En este trabajo no se pudo demostrar una relaciéon entre los genotipos y
la neoplasia colorrectal cuando se compararon controles con adenomas o carcinomas.
Aln mas, las frecuencias alélicas fueron muy similares en casos y controles. Estos
resultados estan en contraposicion con un trabajo preliminar realizado por nuestro grupo
(Pérez et al., 2006). Es probable que la diferencia entre ambos estudios resida en la
metodologia y en el tamafio muestral, mientras que en primero se utilizé amplificacion
alelo especifica, la tecnologia de pirosecuenciacion es el método recomendado para

analisis de SNPs debido a su precision y controles internos.

Otra posible fuente de variacion es el uso de los adenocarcinomas en lugar de muestras
de sangre, por la posibilidad de pérdida alélica en la tumorigénesis y subsecuente sobre
estimacion de los individuos homocigotas. En casi todos los casos se obtuvo méas de una
muestra por individuo, que fueron remitidas inicialmente junto a los tumores. De todas
formas, la metodologia usada para la deteccién de p53 se bas6 en un procedimiento de

genotipificacion muy sensible, donde bajas copias de un alelo no serian afectadas por la
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presencia de gran cantidad de copias del otro. Con respecto a este tema, parece ser que
las mutaciones vy re-arreglos de p53 constituyen eventos raros en carcinomas colonicos

asociados a la infeccién por VPH (Buyru et al., 2003).

Las frecuencias alélicas del codon 72 del gen p53 varian segun las regiones geograficas,
siendo la variante arginina la mas frecuente, con un rango de 0,6 a 0,85 (América del Sur,
EEUU, Europa) (Beckman et al.,, 1994; Josefsson et al., 1998; Helland et al., 1998;
Hildesheim et al., 1998; Dybikowska et al., 2000; Ojeda et al., 2003). Aunque los
resultados de este trabajo no revelaron diferencias significativas en las frecuencias
genotipicas de p53 de las muestras normales en comparacion con los adenocarcinomas,
se demostrd una leve tendencia en los adenomas de colon hacia el genotipo heterocigota
de p53 Arg/Pro. De manera similar, tampoco se pudo encontrar diferencias significativas

en un estudio de casos y controles llevado a cabo en Iran (Mojtahedi et al., 2010).

En otros estudios, Sayhan y col. (Turquia) reportaron que la frecuencia génica de p53Arg
estuvo alrededor de 0,6 en el grupo de pacientes con carcinoma de colon, sin hallar
diferencias significativas con el grupo control (Sayhan et al., 2001). En Jap6n, Murata y
col. (1996) no encontraron diferencias entre la poblacion normal y 115 adenocarcinomas
colorrectales (p53Arg=0,6). Resultados similares fueron presentados en Alemania por el
consorcio nacional de HNPCC cuando analizaron una cohorte de carcinomas
colorrectales esporadicos, aunque las frecuencias génicas fueron mas cercanas a este
trabajo (p53Arg=0,77) (Krlger et al., 2005). En Estados Unidos, por otra parte, se reportd
una alta frecuencia génica (0,85) para la variante arginina en pacientes con cancer

colorrectal que provenian de familias con HNPCC (Jones et al., 2004).

En un estudio conducido en China, Jia y col. (2007) estudiaron un panel de polimorfismos
de p53 en un gran numero de casos de cancer colorrectal, pero no encontraron
diferencias significativas cuando analizaron el polimorfismo del codén 72. Sin embargo,
cuando ajustaron los datos por factores relacionados a los habitos de vida encontraron
que la variante prolina estaba asociada al cancer colorrectal, especialmente en los
consumidores de alcohol. En otro estudio, se reportd una asociacion significativa para el

genotipo Arg/Pro y Pro/Pro en pacientes con carcinoma colorrectal, y de manera
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interesante esta aumentd cuando fue considerado el consumo de alcohol (Zhuo et al.,
2007). La asociacion entre el alelo prolina de p53 y el riesgo de cancer ya habia sido
documentada anteriormente. En meta analisis realizados recientemente se propuso a la
variante prolina como un alelo de susceptibilidad de baja penetrancia para el desarrollo de
cancer de pulmoén (Li et al., 2009), y de ciertos tipos histolégicos de cancer gastrico en la

poblacién asiatica (Zhou et al., 2007).

En Alemania, Kriiger y col®., (2005) disefiaron un estudio de corte transversal donde
compararon los genotipos de p53 en tres grupos: a)- Pacientes con diagnostico de
carcinoma esporadico colorrectal sin inestabilidad de microsatélites, b)- Pacientes con
cancer colorrectal hereditario, y ¢)- un grupo control. No se hallaron diferencias
significativas entre estos grupos, aunque si se encontré una relaciéon entre la variante p53
Arg/Arg y la edad de inicio del cancer colorrectal hereditario en los pacientes HNPCC que
presentaban alteraciones en los genes de reparacion MLH1 y MSH2. Para explicar estas
observaciones, los autores especularon que los genotipos p53Arg/Arg modulan la
agresividad del fenotipo de las neoplasias que surgen a partir de las mutaciones de la
linea germinal en los genes de reparacion de ADN. Esta observacion ha sido
anteriormente sugerida en grupos de cancer colorrectal familiar (Jones et al., 2004),
aunque el numero de individuos donde inicialmente se planteé la hipétesis fue

relativamente bajo (n=47).

Con el objeto de comprobar si dicha observacion se reproduce en un grupo de pacientes
con cancer colorrectal esporadico, se ha realizado un estudio de comparacion de curvas
de supervivencia Kaplan-Meier entre los genotipos de p53 y la edad al diagndstico del
cancer colorrectal. Al igual que los trabajos de Kriiger y colaboradores, no hubieron
diferencias significativas en la edad de aparicion del cancer colorrectal esporadico. El
inicio o diagndstico tuvo una media de 65 afios para p53Pro/Pro, 63 afios para p53Arg/Pro
y 58 afios para p53Arg/Arg. Estos datos se encuentran en el mismo rango que los
publicados hasta la fecha para el codén 72 de p53 y el cancer colorrectal (Kriiger et al®.,
2005). Una diferencia apreciable es que la variante heterocigota fue asociada a la edad de

inicio de HNPCC, mientras que aqui se observd que la variante con promedio de menor
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edad era p53Arg/Arg. Sin embargo, estudios mas recientes indican que la relacién entre el
polimorfismo de p53 y la edad de inicio del cancer colorrectal es mas compleja que lo

expuesto primeramente (Talseth et al., 2006).

Los resultados indican que los portadores de la variante arginina de p53 no presentan un
riesgo incrementado para el desarrollo del cancer colorrectal. A su vez, el inicio del cancer
colorrectal esporadico no parece tener una relacion con el genotipo de p53. La posibilidad
de que este polimorfismo esté asociado al cancer colorrectal en individuos que presentan

inestabilidad de microsatélites no pudo realizarse por el bajo numero de tumores MSI+.

Adicionalmente, se ha investigado si existe un incremento en el riesgo de infeccion por
VPH de acuerdo al perfil genotipico. No hubo diferencias significativas en la distribucién
de genotipos de p53 de acuerdo a la infeccién por VPH. El analisis de los tipos virales por
separado tampoco present6 asociacion significativa. Estos datos estan de acuerdo a los
revelados por Sayhan y col (2001) en Turquia, quienes no encontraron asociacion entre el
polimorfismo de p53 y la infeccion por VPH en un grupo de pacientes con cancer

colorrectales.

Es claro que se necesitan mas estudios para establecer el papel del polimorfismo del
coddn 72 sobre el cancer colorrectal esporadico. Sin embargo, los resultados no indican
un aumento en el riesgo oncogénico. Como fue expuesto por Jia y col. (2007), el efecto
del polimorfismo podria estar enmascarado o actuar en conjunto con otros factores de

riesgo, como por ejemplo la dieta, consumo de alcohol o el cigarrillo.

4. 14 Céancer colorrectal y polimorfismo del codén 462 del gen RNASEL

La proteina RNase L, codificada por RNASEL, es una endorribonucleasa expresada
ubicuamente que actla en la via 2-5A regulada por interferén (Zhou et al., 1993). Se trata
de un intermediario de actividades antivirales y pro-apoptéticas, cuya actividad mas
caracteristica que se conoce es el clivaje de del ARN ribosomal 28S y 18S (Silverman et

al., 2002). Varias lineas demostraron que RNase L posee un rol importante en la
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induccién y regulacion de la apoptosis en respuesta a infecciones virales y diversos
estimulos externos. Ademas, se ha propuesto a RNASEL como un gen supresor de
tumores (Diaz-Guerra et al., 1997; Castelli et al., 1997; Silverman et al., 2003).

El polimorfismo del codon 462 de RNASEL, en particular, ha despertado gran interés por
su frecuente asociacién con el cancer de préstata familiar y esporadico (Madsen et al.,
2008). Evidencia proveniente de experimentos in vitro ha demostrado que la variante Gin
posee una actividad enzimatica tres veces menor que la variante arginina, y menos
eficiencia en la induccion de apoptosis en ensayos con lineas celulares, permitiendo a las
células escapar de una potente via apoptotica (Xiang et al., 2003). Por su papel como gen
supresor de tumores, varios autores han postulado que Rnase L podria estar asociado a
otras enfermedades malignas, ademas del cancer de prostata. En este sentido, los niveles
de la proteina RNase L se encuentran sobre expresados en tumores colorrectales, lo que

parece ser un evento temprano en la carcinogénesis colorrectal (Wang et al., 1995).

Hasta la fecha, pocos estudios han sido publicados con la variante Arg462GlIn fuera del
cancer de préstata. En una gran serie de casos controles, no se encontré asociacion entre
el Arg462GIn y ocurrencia de cancer de mama (2004). En contraposicion, un ensayo
llevado a cabo en Alemania sobre pacientes con carcinomas pancreaticos esporadicos y
familiares revelé asociacién significativa entre la prevalencia de Arg462GIn en controles
(56%) y casos esporadicos, pero no en formas de cancer con predisposicion familiar
(Bartsch et al., 2005). En dos estudios realizados sobre el cancer colorrectal, no se ha
encontrado asociacion entre el polimorfismo 462 de RNASEL y familias con HNPCC. Sin
embargo, todavia no se ha publicado ningun trabajo sobre el polimorfismo de RNASEL en

cancer colorrectal esporadico.

El Consorcio Aleman de HNPCC reportd una tendencia significativa en la edad de
diagnostico de acuerdo a los genotipos de RNASEL. Similar a lo que ocurre en el
polimorfismo del codén 72 de p53, los portadores del alelo salvaje RnArg/Arg de RNASEL
desarrollaron HNPCC a un edad mas tardia que los otros genotipos (Kriiger et al®., 2005;

Kriger et al., 2007). Se ha postulado que este alelo mediaria la destruccién del tumor mas
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efectivamente que lo hace la variante polimérfica glutamina. Por lo tanto, mas eventos de

iniciacion de tumores serian necesarios en los portadores del alelo salvaje.

En este trabajo no se han encontrado diferencias significativas en las frecuencias de los
genotipos entre pacientes y controles, sugiriendo que el polimorfismo de 462 del gen
RNASEL no posee algan rol en la iniciacion de los tumores esporadicos. El calculo de las
edades promedio de diagnostico mediante curvas de Kaplan-Meier tampoco arrojo
diferencias significativas. En este sentido, el genotipo que presenté una menor edad de
diagnéstico fue RnArg/Arg, en oposicibn a lo publicado para los casos de cancer

colorrectal hereditario no polipésico (Krlger et al., 2005; Kruiger et al 2007).

El rol de RNASEL en el cancer colorrectal todavia es desconocido, y es posible que
existan via importantes que no han sido estudiadas. En la presente tesis se ha trabajado
sobre pacientes con casos de cancer colorrectal esporadico. Una pregunta intrigante es:
cporqué el polimorfismo de Arg462GIn se encuentra asociado a casos de cancer
colorrectal familiar pero no esporadico?. Se ha postulado que las mutaciones germinales
de los genes MSH2 y MLH1, comunes en HNPCC, estarian interviniendo en los eventos
iniciadores de la carcinogénesis interactuando con RNASEL. Sin embargo, es necesaria
mas informacion experimental sobre las funciones del gen, por ejemplo, no se conoce
como RNASEL actua sobre el sistema inmune para contribuir al rechazo de tumores, o las

vias inflamatorias en general (Silverman et al., 2002).

La actividad anti-viral ha llevado a estudiar a los polimorfismo de RNASEL en relacion con
carcinomas asociados a la infecciébn por diversos virus, como el virus del Papiloma
humano (Pandey et al., 2004). Recientemente se ha publicado una fuerte asociacion entre
la actividad truncada de RNase L y la infecciébn por gamma retrovirus. En ese estudio, el
ADN complementario de pacientes con cancer de pristata de diferentes genotipos para
RNASEL fue hibridado con un arreglo de oligonucle6tidos conteniendo las secuencias
mas conservadas de todos los virus. El 40% de los pacientes homocigotas que portaban
la variante 462Glutamina hibridaron secuencias pertenecientes al virus de la leucemia
murina xenotréfica (XMLV), en comparacion con solamente el 1,5% de los heterocigotos u

homocigotas (Urisman et al., 2006).
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A pesar de la relacién sospechada entre la funcién de RNase L e infecciones virales,
solamente un estudio se ha realizado entre este polimorfismo y carcinomas asociados a
VPH. Madsen y colaboradores (2008) han explorado varios polimorfismos de RNASEL en
carcinomas de cabeza y cuello, de cuello uterino y de mama. En ninguno de los casos se
encontré asociacion con el polimorfismo Arg462Gin, pero si para otro polimorfismo de
RNASEL, ubicado en rs3738579, cuya distribucién fue asociada al cancer de cuello
uterino. En esta tesis se compard la distribucion de los genotipos de Arg462GIn de
RNASEL respecto a los tumores positivos y negativos para el ADN del VPH. Los
resultados sostienen que el riesgo de infeccién por VPH en los carcinomas colorrectales

no se encuentra asociado al polimorfismo del codon 462 de RNASEL.

Finalmente, se realiz6 un estudio sobre las interacciones inter-alélicas entre los
polimorfismos de los genes p53 y RNASEL con el objeto de comprobar si ciertas
combinaciones de genotipos proveian mayor riesgo para el cancer colorrectal, para esto
se utilizé el andlisis de reduccién de la multidimensionalidad (MDR) de las variables, que
es un ensayo complementario a la regresién logistica, disefiado especialmente para
detectar interacciones y epistasis génicas. De acuerdo a los datos de distribucion génica,
ninguna de las combinaciones de ambos genotipos tuvo algun tipo de efecto en el cancer
colorrectal. Sin embargo, para comprobar la hipétesis de interaccién entre ambos genes y
los de reparacioén, seria interesante realizar un estudio sobre un gran nimero de tumores

esporadicos con inestabilidad de microsatélites.

4.15 Valoracion del VPH en el carcinoma colorrectal

La valoraciéon de la causalidad de un agente microbiano en el desarrollo del cancer
presenta una serie de obstaculos. Las razones derivan de diversas causas, entre ellas las
mas importantes son: i) la mayoria de las infecciones son comunes en la poblacién, o
ubicuas, (Epstein-Barr, Virus de la Hepatitis, Papilomavirus), pero solamente un
porcentaje pequefio de los individuos infectados desarrollan la forma respectiva de

cancer; ii) ningin carcinoma humano surge como un consecuencia aguda de una
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infeccién, sino que el tiempo entre la infeccion primaria y el desarrollo del cancer se
encuentra en el orden de las décadas; iii) salvo raras excepciones, no hay sintesis de
agentes infecciosos dentro de los carcinomas; iv) los carcinégenos quimicos o fisicos
actian usualmente como mutagenos, intervienen en la seleccibn de mutaciones y
frecuentemente poseen efectos sinérgicos con el agente infeccioso carcinogénico (zur
Hausen, 2009). Hill (1965) ha sugerido que el criterio para valorar causalidad se base en
los siguientes principios: Fuerza de la asociacion, evidencia de dosis respuesta,
consistencia, especificidad, relacion temporal, plausibilidad biolégica de la asociacion y

evidencia experimental.
Fuerza

El término fuerza se refiere a la magnitud de los riesgos relativos. La base tedrica es que
a mayores riesgos los factores de confusion ofrecerian menores sesgos y la asociacion es
presumiblemente mas evidente. Sin embargo, en teoria una asociacién débil puede ser a
su vez causal. En este trabajo no hubo asociacion significativa de la infeccion por VPH vy
el cancer colorrectal, y el OR fue igual a la unidad cuando fue ajustado por edad (OR=1,6;
ORgpap=1,07). Los trabajos que detectaron ADN del VPH en tumores colorrectales
reportaron riesgos relativos que varian de 2 a 9. Sin embargo, los estudios que otorgan
los mayores riesgos fueron realizados en poblaciones pequefas, y la mayoria se trata de

series de casos y no de casos controles.
Consistencia

Este criterio se refiere a las observaciones repetidas de una asociacion, en diferentes
poblaciones y bajo distintas circunstancias. Al contrario de los resultados presentados en
este y otros estudios de tipo caso-control, la presencia del VPH en tejidos colorrectales es
controversial, asi como hay algunos grupos que no detectaron ADN del VPH en series
numerosas de carcinomas colorrectales. La diferencia probable entre la disparidad en las
prevalencias reportadas en diferentes poblaciones fue discutida anteriormente. Un caso

similar puede describirse para otros tipos de cancer de etiologia discutida.
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Especificidad

El criterio “una exposicion - una enfermedad” debe expandirse en el caso del VPH ya que
probablemente actlie un modelo mas complejo que involucra multiples tipos del virus en
varios sitios de cancer, cuyas frecuencias sugieren una desviacion significativa del modelo

de puro azar (Bosch et al., 2002).
Temporalidad

No estd evaluado el seguimiento de pacientes VPH positivos en adenocarcinomas
colorrectales. Una respuesta a los interrogantes puede estar dada por el estudio de la
persistencia de la positividad del VPH en la mucosa colénica. Debido al disefio de este
estudio (casos-controles), no fue posible realizar una relacién entre la positividad del ADN
del VPH respecto al tiempo. El dificil acceso que se tiene a éste 6rgano, asi como el tipo
de tratamiento que se les otorga a estos pacientes hace que este tipo de estudios sean

dificiles de llevar a cabo.
Coherencia y Analogia

El cancer colorrectal ocurre en células epiteliales, pero los factores de riesgo para la
infeccion por VPH en este epitelio no se conocen. El virus ocasiona cancer en
adenocarcinomas del cérvix y anales, por consiguiente podria ser potencialmente
oncogénico. Sin embargo, la evidencia reportada sobre los carcinomas glandulares de
regiones contiguas a los sitios asociados al VPH, como el endometrio uterino, no indica

una asociacion.

Ensayos previos han demostrado que se puede inducir metaplasia escamosa en
adenocarcinomas colénicos luego de la transfeccion de ADN de VPH 16 en lineas
celulares DLD-1 (Kinjo et al., 2003), y también detectar actividad transcripcional de E7 en
mucosa normal rectal y carcihomas escamosos, aungue no en un grupo de
adenocarcinomas (Sotlar et al.,, 2001); informacion adicional sobre la actividad de
oncogenes EG6/E7 de VPH de alto riesgo en la carcinogénesis colorrectal ha sido

publicada recientemente (Ricciardi et al.,, 2009). Sin embargo, los ensayos fueron
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realizados in vitro y no hay evidencia de que suceda in vivo. Un marcador de actividad
funcional de las infecciones del Papilomavirus es la expresion de los oncogenes, que
puede ser detectado cominmente por inmunohistoquimica. La sobreexpresién de p16™<*
ha sido identificada como un marcador de infecciones que son relevantes biolégicamente
en carcinomas cervicales y de cabeza y cuello (Sano et al., 1998; Wittekindt et al., 2005).
Sin embargo, su uso en adenocarcinomas colorrectales positivos podria resultar en
confusion, principalmente porque este gen se halla frecuentemente hipermetilado en
carcinomas colorrectales esporadicos (Ishiguro et al., 2006). En un trabajo presentado en
Bélgica, los autores compararon tincion de p16™“* en adenocarcinomas VPH positivos y
negativos, sin encontrar relacién alguna (Deschoolmester et al., 2010). Para evitar este
inconveniente, hemos intentado detectar la expresion de E7 en adenocarcinomas
colorrectales mediante inmunohistoquimica en nuestro laboratorio, pero los resultados
fueron indeterminados debido a la unién inespecifica de los anticuerpos a productos de

las células tumorales.

Salvando las diferencias, se puede hacer una analogia entre la deteccion del VPH en
carcinomas rectales y adenocarcinomas del Gtero. Aunque se sabe que el VPH es sitio y
tejido especifico, puede detectarse en adenocarcinomas uterinos en un rango del 4% a
mas del 50% (Semczuk et al., 2000; Giatromanolaki et al., 2007). Los tipos virales VPH 16
y 18 pueden residir en este tipo de epitelio, del tipo simple o pseudo-estratificado, ciliado,
y en estructuras glandulares sin provocar los cambios celulares caracteristicos de la
infeccion por VPH. AUun mas, se ha demostrado que las lesiones glandulares del
endocervix (adenocarcinoma in situ o invasivo) pueden portar VPH 16 y 18 sin tener la
evidencia morfolégica de multinucleacion o atipia coilocitica, que es tipica de este virus
(Paquette et al., 1993; Ferguson et al., 1998; Pirog et al., 2000).

Varios autores sospechan que el VPH podria originarse en el tracto genital inferior y ser
meros pasajeros dentro del endometrio, aunque no se descartan zonas focales con
diferenciacién escamosa que los repliguen (Kealy et al., 1990; Giatromanolaki et al.,
2007). De manera similar a los resultados de este trabajo, la presencia del VPH en

neoplasias del endometrio no se relaciona con caracteristicas clinico-patoldégicas como la
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edad y otros factores (Semczuk et al., 2000; Zbroch et al., 2002). Ademas, parece que
hay condiciones ambientales o geogréaficas que influencian la frecuencia de la deteccion
del ADN del VPH en estos carcinomas (Semczuk et al., 2000), hecho que es sumamente

curioso.

Desde otro punto de vista, si el VPH tuviera algtn papel en el inicio del cancer colorrectal
habria que esperar también una relacion entre la incidencia del cancer colon secundario
después del cancer cervical. Hay unos pocos trabajos que tratan de la relacién entre
ambos tipos de canceres. Un gran estudio de cohorte, con 21.222 pacientes no encontrd
un riesgo elevado de cancer de colon luego de cancer cervical, pero si luego de cancer de
ovario y endometrio si se toman en consideracion ciertas edades de diagndstico
(Weinberg et al.,, 1999). Resultados similares fueron encontrados en un estudio de
seguimiento de 101.734 pacientes estadounidenses con carcinomas ginecolégicos (Rex,
2000), y en otro estudio con 1.101 pacientes que sufrian de cancer cervical (Srinivasan et
al., 2007).

En otro trabajo realizado en Noruega, los radios de incidencia estandarizada (SIR) de
canceres adquiridos luego del carcinoma cervical fueron de 1,22 (1C=1,16-1,3) para el
cancer de colon y de 1,84 (IC 1,72-1,98) para el cancer anorrectal. Sin embargo, al dividir
la cohorte de acuerdo al tratamiento recibido, se encontr6 que el riesgo incrementado
para el cancer de colon se obtenia solamente en las mujeres que habian recibido
radioterapia (SIR=1,28), y no en otro tipo de tratamientos (SIR=0,99) (Chaturvedi et al.,
2007). Estos datos revelan que el inicio del carcinoma del colon estuvo relacionado con la

radioterapia y no compatrtiria una etiologia comun con el cancer cervical.

En el mismo estudio, el cancer anorrectal mantuvo el riesgo incrementado
independientemente del tratamiento utilizado. Lamentablemente, los trabajos sobre este
tema no dividen entre carcinomas de ano y recto, y por lo tanto se desconoce cual es la
contribucién individual otorgada por cada sitio (Chaturvedi et al., 2007). En un trabajo mas
reciente, se encontr6 que el cancer de colon presenté un radio de incidencia

estandarizada de 1,2 luego del cancer cervical de células escamosas y de 1,5 luego del
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adenocarcinoma cervical, pero sin diferenciar entre mujeres tratadas con radioterapia y

sin tratamiento (Chaturverdi et al., 2009).
Gradiente biol6gico

No evaluado

Datos experimentales

No evaluado, pero los resultados del impacto de la vacunacion contra VPH estaran

disponibles para todos los tipos de canceres.

4.16 Comentarios finales y conclusiones

-La presencia del ADN del VPH en una proporciéon de muestras normales y carcinomas
del colon fue demostrado en este trabajo, y se ha presentado evidencia indirecta sobre la

posibilidad de integracion en al menos una parte de los tumores colorrectales positivos.

-La presencia en todos los grupos analizados indica que la deteccién del virus es
frecuente en la mucosa rectal, y elevada en comparacion con otros sitios, pero de acuerdo
a las diferencias no se encuentra asociada al cancer colorrectal. Otra evidencia en contra
de la asociacién es que la prevalencia mas baja de VPH fue detectada en los adenomas

vellosos, que son los estadios pre malignos del carcinoma colorrectal.

-Antes de realizar comparaciones con otros sitios, hay que tener en cuenta que en la
mayoria de los casos se tuvo la necesidad de realizar PCR anidada en bajas condiciones
de estringencia, como también de analizar varias biopsias por paciente, lo que indica que
el Papilomavirus se encuentra en muy bajas copias en estos sitios. Estos datos
apuntarian mas a la presencia del virus en unas pocas células del tumor, y no a

infecciones productivas.

-Es probable que las particulas del Papilomavirus sean pasajeros del tracto

gastrointestinal, probablemente originados en el canal anal o perineo, o por ingestion de
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material contaminado. Una posibilidad que fue sugerida anteriormente es que el arrastre
de material infectado en el momento de la colonoscopia/endoscopia pudo haber
contaminado la toma de muestras (AIDS Patient Care, 2003), o generado infecciones
temporarias, persistiendo por una rapida integracion viral. Sin embargo, se ha demostrado
recientemente que la replicacion del virus pude ocurrir en zonas de metaplasia escamosa
focal o hiperproliferativas del colon y recto; y por otra parte, no es tan infrecuente la
extension de la zona de transicion anorrectal a regiones mas internas del recto, que es un
sitio normalmente infectado por VPH en la poblacién general. Tampoco hay que descartar
gue al menos una parte de la variacién entre estudios se deba a contaminacion en el
proceso de amplificaciéon, aunque se tomaron medidas rigurosas y amplificaron varias

secuencias del genoma, la PCR anidada es una técnica extremadamente sensible.

- Es intrigante la inconsistencia sobre la presencia del ADN del VPH en carcinomas
colorrectales, la que otorga un papel muy cuestionable del Papilomavirus en el colon.
Ademas de las amplias variaciones técnicas inter-estudios mencionadas, creemos que su
presencia se encuentra estrechamente ligada a las condiciones micro-ambientales
colénicas que son propias de las poblaciones (variaciones genéticas), de los factores
dietarios o de habitos de vida (variaciones socio-geograficas), y a una interaccion entre

ellas.

-Si el VPH se encuentra involucrado en la carcinogénesis de al menos un grupo de
carcinomas, se deberia detectar una correlaciébn entre el VPH y las alteraciones
genéticas. Sin embargo, de todas las caracteristicas patol6gicas analizadas, no se
encontré asociacion. Los resultados fueron negativos para edad, ubicacién del tumor,
tamafio, diferenciacion, estadio colorrectal, grados de amplificacién de c-myc, mutaciones
de k-ras, inestabilidad de microsatélites, y polimorfismos de p53/RNASEL. Anteriormente
habia sido demostrado que no posee relacion con la expresion del marcador p16™ <,
pero si con las mutaciones de p53. Resultados similares fueron reportados por otros

grupos gue analizaron VPH en el colon.

-Las Unicas cualidades que parecen tener algin grado de relacién con la deteccién del

ADN del VPH en muestras colorrectales son una menor edad y ser mujer, ambas
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caracteristicas estrechamente relacionadas a infecciones por VPH en otros sitios

anogenitales.

-Los datos de este trabajo, sumados a la revision de la bibliografia, indican que el cancer
colorrectal no tiene una sola causa necesaria y suficiente. A su vez, la distribucién de las
alteraciones genéticas de acuerdo al grado de inestabilidad de microsatélites vy
caracteristicas histopatolégicas apuntan a que el cancer colorrectal es una enfermedad
muy heterogénea, aungue pueda tener un fenotipo similar, probablemente suria de

numerosas vias genéticas.

- La busqueda de un agente infeccioso involucrado en la carcinogénesis colorrectal ha
sido particularmente elusiva. Probablemente la respuesta se encuentra en el equilibrio
generado por la intrincada comunidad de bacterias comensales y sus productos
fermentativos. En un articulo reciente se propone que se tendria que prestar atencion a
miembros nuevos de la familia del poliomavirus que tengan como huéspedes naturales a
bovinos y que puedan transmitirse a través de los alimentos (zur Hausen, 2009). Sin
embargo, los resultados de los 6 diferentes genotipos del poliomavirus conocidos hasta
ahora han dado resultados controversiales en el cancer colorrectal, con rangos de
deteccion de 0-95% (Laghi et al., 1999; Ricciardello et al., 2003; Boland et al., 2004; zur
Hausen, 2008; Militello et al., 2009).

4.17 Perspectivas futuras

-Establecer conclusivamente la presencia del VPH en mucosa normal y carcinomas

colorrectales, y realizar un seguimiento a los individuos positivos.

-Determinar si existe algn aumento en la seroprevalencia de los pacientes con muestras

infectadas.

-Correlacionar la presencia del VPH con condiciones asociadas al VPH extracoldnicas,
como verrugas o infecciones anogenitales y otros factores de riesgo que puedan estar

condicionando la presencia del VPH en el tracto colorrectal.
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-Asociar la presencia del VPH a mas alteraciones genéticas comunes de las vias del

cancer colorrectal, en especial mutaciones del gen APC.

-Realizar estudios de expresion viral en los tumores VPH positivos en diferentes estadios

de la carcinogénesis colorrectal.

-En conclusion, para determinar el papel del VPH en la mucosa del colon seran
necesarios estudios mas amplios, de seguimiento de las lesiones positivas, ademas de la
identificacion conjunta de factores de riesgo conocidos y otros marcadores de actividad

biolégica de los que, hasta el momento, se sabe poco.
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