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Marcadores para el cribado del cancer cervical
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RESUMEN

Los organismos producen sustancias, generalmente proteinas, cuya concentracion y nivel de deteccion varia entre
células sanas, células enfermas o afecciones benignas, los cuales son usados como marcadores de una patologia
dada, incluyendo el cancer. Justamente, la importancia o valor de un marcador dado va a depender de la precision
de su uso a nivel clinico y de investigacion, para el diagnostico, prondstico y estadificacion de la enfermedad, a tal
punto que su deteccion puede ser fundamental para el establecimiento de una terapia o tratamiento a un paciente.
A continuacion, se presenta una revision actualizada de los distintos marcadores utilizados en el cribado del cancer
uterino, incluyendo proteinas, ARN y cambios en secuencias de ADN, exponiendo sus ventajas y limitaciones.
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SUMMARY

Organisms produce substances, usually proteins, whose concentration and detection level varies between healthy
cells, diseased cells or benign conditions, which are used as markers of a given pathology, including cancer. Precisely,
the importance or value of a given marker will depend on the accuracy of their clinical and research use for the
diagnosis, prognosis and staging of the disease. Thus, a marker detection may be central to the establishment of a
therapy or treatment to a patient. Below a review is presented with an updated version of the various markers used
in screening for uterine cancer, including proteins, RNA and DNA sequences changes, exposing their advantages

and limitations.

Keywords: uterine cancer, screening markers

INTRODUCCION

El cancer cervical se ubica dentro de las primeras
cuatro malignidades que afectan a mujeres en todo el
mundo y es la segunda causa de muerte oncolédgica en
muchos paises de escasos recursos (1). En Venezuela,
segun estadisticas del Ministerio del Poder Popular para
la Salud (MPPS), en el afio 2011 se produjeron 1331
muertes por esta malignidad, la mayoria en mujeres entre
25-44 anos (2). La principal herramienta en salud publica
para el cribado de esta patologia es la citologia vaginal
o prueba de Papanicolaou que permite la obtencion de
células del cuello uterino para su observaciéon con un
microscopio y asi detectar los cambios precursores del
cancer, por lo que ha contribuido a la reduccion de la
incidencia y mortalidad por esta enfermedad.

En los ultimos afios se ha probado la citologia en medio
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liquido, la cual presenta algunas ventajas respecto a la
citologia convencional, como una menor probabilidad
de repetir la prueba de Papanicolaou y la capacidad para
realizar pruebas para ADN de virus de papiloma humano
(VPH) con el mismo material. Sin embargo, es mas
costosa y sensible en la deteccion de cambios celulares
no asociados a cancer, lo que trac como consecuencia la
realizacion de evaluaciones innecesarias para descartar
malignidad o lesiones asociadas. Aunque la prueba de
Papanicolaou ha tenido mas éxito que ninguna otra
prueba de deteccion en la prevencion del cancer, tiene
limitaciones que se ponen de manifiesto en la ocurrencia
de aproximadamente 500 000 nuevos casos de cancer
cervical anualmente en el mundo. Estas incluyen la
toma inadecuada de muestras, el error humano, la
adhesion insatisfactoria de mujeres a los programas de
cribado y la poca reproducibilidad de los resultados (3).
A esto se unen poca sensibilidad y bajo valor predictivo
negativo en comparacion con los de procedimientos
moleculares, evidenciados a partir de aproximadamente
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40 % de resultados negativos falsos y en al menos 40 %
de nuevos casos de cancer invasivo diagnosticados en
mujeres con un Papanicolaou negativo recientemente

(4).

Debido a esto, se ha buscado alternativas para mejorar
el cribado del cancer cervical, resaltando el uso de
técnicas de biologia molecular para la deteccion del
VPH (agente causal de la patologia), las cuales tienen
alta reproducibilidad, sensibilidad y valor predictivo
negativo, asi como de biomarcadores que contribuyen
en la identificacion de Papanicolaou verdaderos
positivos y en la resolucion de resultados dudosos o de
significado incierto. Precisamente, debido al aporte de
las pruebas moleculares en la deteccion viral, diversos
investigadores han sefialado la deteccion de ADN de
VPH de alto riesgo oncogénico como marcador de
prediccidn para desarrollo de cancer cervical (5, 6).

Otro factor que debe tomarse en cuenta en relacion a
la cobertura e impacto de los programas de cribado es
la reciente introduccioén de vacunas preventivas para el
VPH, las cuales pudieran tener una influencia sustancial
en la prevalencia de la enfermedad y en la demanda
de pruebas con valores predictivos altos para detectar
posibles fallas en la vacunacion y captar lesiones
inducidas por tipos virales que no estan incluidos en las
vacunas (7, 8).

Con base en estas consideraciones, se realizo la presente
revision para describir el uso, ventajas y desventajas de
distintos marcadores usados en el cribado del cancer
cervical.

Biomarcadores para el cribado del cancer cervical

Desde hace dos décadas diversos estudios se han
enfocado en la identificacion de biomarcadores para
desarrollar programas de cribado del cancer cervical
mas eficientes y costo-efectivos, especialmente en
aquellos paises con mayor porcentaje de esta patologia.
Mucho se ha hablado de las ventajas de la deteccion
del ADN de VPH, para lo que se utilizan métodos
altamente sensibles, pero su especificidad es relativa al
no permitir identificar la infeccion activa de la latente
o aquellas lesiones de bajo grado o significado incierto
que progresaran a lesiones de alto grado o cancer. En
tal sentido, son necesarios marcadores que posibiliten
detectar eficazmente los casos con riesgo a desarrollar
cancer en un punto que permita la curacion exitosa antes

Vol. 76, N° 4, diciembre 2016

del surgimiento de cancer invasivo (9).

Tomando en cuenta que el riesgo de progresion a
cancer invasivo crece con el grado de la lesion y que
esta malignidad es altamente prevenible ya que pueden
transcurrirde 5a 10 afios paraqueunalesion precancerosa
evolucione a tumor, estos marcadores deberian permitir
el diagnostico en etapas muy tempranas.

Biomarcadores de la desregulacion del ciclo celular
por la accion transformadora del VPH y biomarcadores
asociados al grado de la lesion

Considerando que el agente etioldgico del cancer
cervical es el VPH, muchos biomarcadores han surgido
a partir del efecto de los virus de alto riesgo oncogénico
en las células hospedadoras, cuyos genes E6 y E7 (asi
como sus productos), responsables de la actividad
transformante del virus, tienen mayor afinidad por los
genes supresores de tumor P53 y pRb (retinoblastoma)
que los virus de bajo riesgo oncogénico, por lo que
al infectar el epitelio e integrarse al genoma celular,
expresan las proteinas E6 y E7 que inhiben la funcion
de P53 (detener el ciclo celular en respuesta al dafio del
ADN, induciendo su reparacién o la apoptosis cuando
esto no es posible) y Rb (restringir la proliferacion
celular mediante la inhibicion del factor transcripcional
E2F en la fase G1 del ciclo), respectivamente. Entonces,
la falta de P53 y la inhibicion de Rb desencadenan
la proliferacion celular descontrolada (10). Al usar la
expresion de la proteina P53 como marcador del cancer
cervical debe tomarse en cuenta que los resultados en
estudios realizados por distintos investigadores son
controversiales. En general, se ha sefalado que no se
expresa en el epitelio cervical normal y no siempre se
observa inmunomarcaje en fases avanzadas del cancer;
sin embargo, segun algunos autores, la expresion de la
proteina es mayor al avanzar el grado de la lesion (11,
12).

Por otra parte, la regulacion del ciclo celular resulta
esencial tanto en los procesos de proliferacion y
crecimiento celular como en la division posterior a
los dafios producidos en el ADN. Esta regulacion es
realizada a través de complejos proteicos formados por
ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas (CDKs, de
las siglas en inglés) cuyo funcionamiento se relaciona
a procesos de fosforilacion. Las ciclinas son proteinas
sintetizadas durante la interfase y destruidas al final de
la mitosis de cada ciclo. Actian como reguladoras de la
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actividad enzimatica de las CDKs y su concentracion
varia a lo largo de las diferentes fases del ciclo celular.
Se agrupan en dos familias; la familia Cip/kip (incluye
a las proteinas p21, p27 y p57, con sus respectivos
genes, que interactiian e inhiben la actividad quinasa
de los complejos CDK2/ciclina E, CDK4/ciclina D,
CDKoé6/ciclina D, CDK2/ciclina A y CDKl/ciclina B)
y la familia INK4 (incluye a las proteinas pl15, pl6,
pl8 y p19 que forman complejos con la ciclina D, e
inhiben especificamente a CDK4 y CDK6, implicadas
en el control de la fase G1). Estas enzimas, y la manera
en que interaccionan, han cobrado gran interés en las
ultimas dos décadas como blancos terapéuticos, no solo
por su papel en la regulacion del ciclo celular, sino por
su accion en la transcripcion genética y en la estabilidad
genoémica (13, 14).

En este grupo resalta pl6INK4a, fosfoproteina que
participa en la regulacion del ciclo celular al inhibir las
CDKs. Estas quinasas, a su vez, regulan el efecto de
la proteina supresora de tumores pRb sobre el factor
de transcripcion E2F que estimula ciertos genes en la
fase S del ciclo celular. Esta fosfoproteina sintetizada
en la fase mitotica es el biomarcador mas ampliamente
evaluado en relacion al cancer cervical y corresponde
a un elemento de la via pl16-ciclinaD-CDK4/6\RB. La
expresion de p16y la actividad de pRb son inversamente
proporcionales, por lo que pl6 se detecta cuando el
supresor esta alterado (mutado o inactivo) y se reduce
o desaparece cuando el supresor tiene actividad
normal. En més detalle, cuando la proteina E7 de VPH
interacciona con la proteina pRb, interfiere en el control
de la transicion G1/S del ciclo, el cual se desregula
a partir de la liberacion del factor E2F (15, 16). Sin
embargo, se ha observado positividad en la expresion
de pl6 en células normales, lo que implica el uso de
criterios morfologicos para la mejor interpretacion de
los resultados; por ello, se ha recomendado la deteccion
simultanea de p16 (como marcador de antiproliferacion)
y Ki67 (como marcador de proliferacion). Asi, se
ha utilizado en ensayos de inmunotincion citologica
junto con el marcador Ki67, para la identificacion y
confirmacion de verdaderos positivos en la citologia
vaginal, mejorando la eficacia del cribado cervical
mediante dicha prueba (17).

Estemarcadorpuede sermedido porinmunohistoquimica
y por ELISA, ademas de técnicas moleculares (16). En
tal sentido, Masoudi y col. (18), en 2006, utilizaron
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la técnica de microarreglos para evaluar su expresion
en muestras de cancer cervical y encontraron que esta
disminuia y se perdia en los casos de menor sobrevida,
sin estar relacionada con la magnitud de la invasion ni
con las metastasis ganglionares. Asi, pudiera representar
un excelente marcador de progresion neoplasica,
facilmente detectable, que mejora la especificidad
diagnostica al permitir detectar lesiones de bajo grado
que progresaran en complejidad.

Porsuparte, Ki67 esun marcadornuclearde proliferacion
celular ampliamente utilizado en el pronostico de
distintas malignidades. Con base en lo expuesto, se
ha propuesto la tincion dual de p16INKa/Ki67 en las
citologias vaginales, tanto para el cribado como para
la resolucion de citologias atipicas o de significado
incierto; los resultados de varios estudios muestran que
esta tincion tiene una sensibilidad comparable, pero
una especificidad mayor, a la deteccion del ADN viral,
sugiriendo que puede contribuir en la identificacién mas
certera de los casos que progresarian a cancer invasor

(19).

Otro marcador utilizado para evaluar el epitelio
escamoso cervical, es el antigeno para citokeratina
17 (CK17) que, especificamente, permite diferenciar
metaplasia escamosa inmadura y neoplasia intraepitelial
cervical (NIC) de alto grado (NIC3). Su expresion
disminuye hasta desaparecer a medida que el epitelio
metaplasico madura. Se ha sefialado que, mediante
inmunohistoquimica, puede ser positivo en algunas
lesiones intraepiteliales y en metaplasia escamosa
inmadura, pero no permite diferenciar entre lesiones
con o sin displasia por lo que su valor como marcador
requiere que se le use en combinacion con otro, siendo
recomendado p16 (20).

Cabe mencionar que la expresion de pl6 en NIC ha
sido comparada con las de p27 y p21 sin que puedan
hallarse diferencias significativas, pero los resultados
son controversiales, por lo que se resalta la necesidad
de realizar mas evaluaciones al respecto (21).

El ciclo celular también se ve afectado por la ocurrencia
de mutaciones en protooncogenes, lo cual da lugar a
genes anormales o a la activacion de genes llamados
oncogenes responsables de la transformacion de una
célula normal en una maligna. Ha sido muy estudiada
la activacion del protooncogén Myc (o ¢-MYC), el
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cual codifica una proteina del nucleo celular que se
une al ADN vy facilita su transcripcion, regulando asi
la actividad de otros genes. Su activacion lo transforma
en un oncogén que acttia sobre la proliferacion celular,
especificamente sobre el crecimiento y la division de las
células en el paso de la fase GO/G1 a S. El oncogén Myc
se encuentra frecuentemente sobreexpresado en cancer
cervical y varios estudios han descrito su activacion
en estadios premalignos, sugiriendo que su deteccion
puede ser usada para evaluar lesiones displasicas; sin
embargo, con VPH tipo 16 se ha encontrado que esta
correlacion entre expresion del gen Myc y progresion
de la lesion cervical es débil (22). Ello implica
limitaciones en cuanto al uso de este gen como marcador
del cancer cervical, o bien su uso en combinacién con
otro marcador. Para diferenciar lesiones cervicales de
distinta magnitud, algunos investigadores también han
seflalado al antigeno de membrana MN (detectado
mediante inmunohistoquimica en varias neoplasias)
como biomarcador complementario ya que su expresion
es casi nula en el tejido cervical normal e incrementa a
medida que avanza el grado de la lesion (23).

En la busqueda de nuevos indicadores, recientemente,
Garbett y col. (24) identificaron patrones de
biomarcadores mediante calorimetria  diferencial
de barrido y espectrometria de masa en sangre y
orina de pacientes con cancer cervical, asi como en
distintos grados de lesiones precursoras. Observaron
cambios especificos en los termogramas para cada
grupo de muestras e identificaron péptidos mediante
la espectrometria de masa cuya abundancia estuvo
correlacionada con el grado de la lesion, apuntando la
utilidad de estas técnicas en el cribado del cancer cervical
como herramientas complementarias diagnosticas.

Otro marcador novedoso descrito en la patologia
quirtrgica para diferenciar entre lesiones intraepiteliales
de distinto grado es la proteina D240, que ha servido
como un nuevo marcador selectivo del endotelio
linfatico y se utiliza en la identificacion de la presencia
de invasion linfatica en diversas neoplasias malignas
incluyendo el carcinoma de cuello uterino y la neoplasia
cervical; su expresion es fuerte en el epitelio cervical
normal y va disminuyendo a medida que avanza
el grado de la lesion, destacando que puede ser un
marcador ttil para distinguir neoplasias intraepiteliales
cervicales de bajo grado (NIC 1) de las de alto grado
(NIC 2 y NIC 3), cuando se combina con la evaluacion
inmunohistoquimica de p16 (25).
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Integracion del ADN de VPH y pérdida de la estabilidad
cromosoOmica de la célula infectada.

El ADN de VPH usualmente se encuentra en forma
episomal en lesiones precursoras cervicales benignas.
Al integrarse al genoma celular, el genoma viral circular
(generalmente de VPH de alto riesgo oncogénico) se
rompe o interrumpe en la region E1/E2 haciéndose
lineal, ocasionando la pérdida de la region de ruptura,
lo que a su vez determina el incremento descontrolado
de la expresion de los oncogenes virales E6 y E7,
ocurriendo la transformacion maligna. Esto se debe a
la ausencia del producto del gen E2 que es un regulador
transcripcional del promotor p97 ubicado rio arriba
de la region reguladora viral, del cual depende la
activacion de los oncogenes virales (el producto del E2
se une a p97 e inhibe su actividad promotora) (26, 27).
El genoma viral practicamente no comparte homologia
con el genoma celular por lo que se ha sefialado que la
integracion ocurre a través de procesos de recombinacion
no homologa empleados frecuentemente por las células
durante la reparacion de dafios genéticos (28). Por otra
parte, se ha observado que el porcentaje de formas
integradas o mixtas del genoma viral es bajo en lesiones
de bajo grado (NIC 1) e incrementa en lesiones de alto
grado (NIC 2 y NIC 3). De esta manera, tal integracion
parece favorecer el crecimiento de las células
hospedadoras transformadas siempre que se produzca el
rompimiento de E2 y es considerada actualmente como
un proceso que caracteriza las displasias malignas,
resaltando la potencial utilidad de la deteccion del ADN
viral de alto riesgo oncogénico y de la evaluacion de
su integracion al genoma celular mediante métodos
moleculares (por ejemplo, polimorfismo de longitud de
fragmento de restriccion (RFLP), reaccion en cadena de
polimerasa (PCR) o hibridacion), como herramientas de
diagnéstico y determinacion del riesgo de progresion de
lesiones de bajo grado a lesiones de alto grado y cancer.
Sin embargo, es importante tomar en cuenta la falta de
integracion de VPH 16 en algunos carcinomas, lo que
implica que este fendémeno no siempre es requerido
para la transformacion maligna y/o que existen otras
vias en este proceso, y que la frecuencia de integracion
varia dependiendo del tipo viral, siendo mayor para
los tipos 16, 18 y 45 que para los tipos 31 y 33 (todos
de alto riesgo oncogénico). Asi mismo, las lesiones
precancerosas asociadas a VPH 16, 18 y 45, en general,
progresan a cancer mas rapido que aquellas asociadas a
VPH 31 o0 33 (29, 30).
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Por otra parte, tomando en cuenta lo ya expuesto, se
puede deducir que en lesiones avanzadas y en céancer
debe haber una mayor expresion de los oncogenes
virales E6 y E7. En este sentido, Sathish y col. (31) no
detectaron ARNm de dichos oncogenes en muestras
de NIC 1 y NIC 2, pero si en todas las muestras que
evaluaron de NIC 3 y carcinoma invasivo de cuello,
seflalando la necesidad e importancia de realizar
mas estudios de este tipo para evaluar el uso de la
determinacion de mensajeros de los genes E6 y E7
como marcador de prondstico y progresion en el cancer
de cuello uterino y lesiones asociadas.

Tradicionalmente se usan protocolos basados en la
PCR para evidenciar la integracion a partir de la falta
de amplificacion de fragmentos de E1 y/o E2, pero sus
resultados solo son efectivos en ausencia de genoma de
VPH en forma episomal. Esto es muy importante si se
considera que en muchos canceres cervicales primarios
coexisten genomas virales integrados y episomales
en la misma célula. Por otra parte, el ADN viral suele
integrarse en secuencias repetitivas del genoma celular
que incluyen a los elementos transponibles ALU, a partir
de lo cual investigadores desarrollaron una PCR que usa
primers o iniciadores especificos para secuencias virales
y para dichas secuencias repetitivas (32). También
se ha usado la transcripcion reversa-PCR (RT-PCR)
para la amplificacion de transcritos de los oncogenes
virales que permite distinguir ARNm de VPH derivados
de genomas virales integrados y genomas virales
episomales (33) y, en la tltima década, ha resaltado la
PCR en tiempo real o PCR cuantitativa. Esta técnica,
asi como la PCR multiple, permite discriminar entre
los diferentes estados fisicos del genoma viral a partir
de la cuantificacion de la relacion E2/E6 o E2/E7: en
formas integradas puras no se observa amplificacion de
E2, en formas episomales puras la amplificacion de E2
y E6 0 E7 es equivalente o similar y en formas mixtas
la amplificacion de E2 es menor que la de E6 o E7. Por
otra parte, se ha sefialado que los resultados obtenidos
por esta técnica concuerdan con los obtenidos mediante
FISH (Fluorescence in situ hibridization) y que, como
la region viral E1/E2 puede fragmentarse en multiples
sitios durante la integracion, deberia evaluarse la
totalidad de esta region para la correcta interpretacion
de los resultados (34).

Cabe mencionar que el proceso de integracion del
genoma viral no solo afecta a ciertos genes del virus, sino
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también genes celulares interrumpidos durante dicho
proceso. Aparte de las secuencias ALU, es conocido
que un alto porcentaje de estos sitios corresponde a
regiones genomicas repetitivas, altamente susceptibles
a la ruptura (CFSs o Common Fragile Sites), las cuales
facilitan la insercion de ADN exogeno por ser poco
condensadas y transcripcionalmente activas. Sitios
muy frecuentes de integracion del genoma viral son
los cromosomas 3p, 6q, 11q y 17q, por lo que se han
relacionado con actividades supresoras de tumor y estan
siendo muy estudiados en los tltimos afios. Destaca la
region 3p21.3 donde se ubica RASSFIA, gen efector de
la familia RAS con propiedades antitumorales asociadas
a procesos apoptoticos independientes de p53 (35).

Otros genes involucrados con el desarrollo de tumores
donde ocurre integracion de fragmentos genémicos
virales son MYC, TP63 (de la familia de p53),
NR4A2, APM-1, FANCC, TNFAIP2 y hTERT, lo que
pudiera favorecer la activacion o desregulacion de
estas secuencias que, en consecuencia, beneficiaria el
desarrollo de malignidad (35, 36).

Marcadores de inestabilidad cromosomal

Se ha descrito que la integracion del genoma viral esta
asociada a inestabilidad cromosomal, pudiendo generar
grandes deleciones cromosomales y rearreglos en el
genoma celular que ocasionan una mayor susceptibilidad
para que la célula hospedera sufra transformacion
maligna. La delecidn alélica mas frecuente se observa
en el brazo corto del cromosoma 3, sefialada como un
evento precoz en la génesis tumoral cervical uterina (37,
38). Asi, la aneuploidia evidenciada a partir de nticleos
no diploides, es caracteristica para lesiones cervicales
asociadas a VPH, aun en lesiones precancerosas;
esta aneuploidia incrementa con la displasia y se ha
observado que precede a la integracion del genoma de
VPH en lesiones displasicas avanzadas, apoyando la
nocidn de que tal integracidon es consecuencia (no causa)
de inestabilidad cromosomal y transformacion (39).

Otros estudios han puesto en evidencia que la pérdida
de heterocigosidad es muy frecuente en cancer cervical
en los ya mencionados cromosomas 3p, 6q, 11qy 17q.
Particularmente, en el cromosoma 3p14.2 se ubica el gen
supresor FHIT (Fragile Histidine Triad), que es un sitio
de integracion frecuente del genoma de VPH; aunque
su actividad y relevancia en la carcinogénesis no son
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muy conocidas, esta siendo estudiado para su uso como
marcador o blanco terapéutico. Igualmente, RASSFIA,
ubicado en la region 3p21.3, gen efector de la familia
RAS; se ha observado que a partir de la integracion del
genoma viral ocurre pérdida de heterocigosidad LOH
(siglas del inglés Loss of Heterozygosity) en 3p21 y la
hipermetilacion de la region promotora de RASSFIA,
por lo que se considera que estos son mecanismos
implicados en el silenciamiento genético que favorece
el desarrollo del cancer cervical (35).

Algunos investigadores estudiaron la relacion entre
el numero de copias cromosomicas y el estado fisico
del genoma viral, encontrando tetrasomias y trisomias
con las formas episomales, y aneusomias y polisomias
con las formas integradas, especialmente en NIC 3 y
carcinomas microinvasivos (40, 41). De esta manera, el
estudio de la aneuploidia en una muestra dada pudiera
incluirse en la evaluacion de integracion del ADN viral,
de interés en la determinacion de riesgo, progresion y
pronostico.

La pérdida de heterocigosidad también se ha descrito
en microsatélites marcadores del cancer cervical (como
D3S1478, D3S1578 y D3S1076), observandose que
pierden su integridad al avanzar el grado de malignidad
de la lesion en las células escamosas del cérvix,
causando la regulacion deficiente de genes involucrados
en el ciclo celular (27).

Marcadores microsatélites y micro ARN

Los microsatélites (SSR o STR por Simple Sequence
Repeat y Short Tandem Repeat) son secuencias de
ADN de pequeno tamaiio (entre 2 y 6 pares de bases)
que se repiten consecutivamente, con gran valor en la
identificacion de organismos y el diagnostico molecular
de patologias. En el cancer cervical se han identificado
varios marcadores genéticos tipo microsatélite que
intervienen en la regulacion de genes involucrados en
procesos de fosforilacion y reparacion del ciclo celular,
los cuales son estudiados mediante técnicas moleculares
como PCR, RFLP e hibridaciéon, observandose
pérdida de heterocigosidad en su secuencia que ha
sido relacionada con la progresiéon a neoplasia; los
mas destacados son D3S1260 (ubicado en 3p22,2),
D3S1300 (en 3p14,2), D11S528 (en 11q23,3) (42).

Recientemente, han ganado interés moléculas llamadas
micro ARN (miARN o miRNA), involucradas en
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el mecanismo de ARN interferente (ARNi), para
el estudio de lesiones cervicales. Corresponden a
productos transcripcionales de la ARN polimerasa
II, no codificantes, con una longitud aproximada de
21 nucleodtidos cuya expresion diferencial depende
de mecanismos de regulacion a nivel transcripcional
y postranscripcional, que intervienen en procesos de
silenciamiento genético y, en consecuencia, poseen
un gran valor terapéutico. Mediante secuenciacion
y microarreglos, se ha observado que VPH de alto
riesgo oncogénico induce la expresion aberrante de
muchos miARNs celulares y que la infeccion con VPH
18 no produce miARN viral detectable. Destaca el
incremento de las moléculas miR-25, miR-92* y miR-
378 (identificadas como oncogénicas) y la disminucion
de mi-R22, miR-27%, miR-29* y miR-100 (supresoras
de tumores) con la progresion de la lesion cervical,
en comparacion a la expresion en tejido sano; dicha
expresion estaria regulada por p53, E2F y c-Myc. Asi,
los patrones de expresion de estas moléculas pudieran
servir para distinguir entre cérvix normal, lesiones NIC
y céncer cervical (43, 44). Eventualmente, pudieran ser
usadas como herramientas terapéuticas en este cancer y
lesiones precursoras, considerando la identificacion de
moléculas con actividad supresora de tumores.

Marcadores epigenéticos

La epigenética es un fenomeno involucrado en distintos
procesos bioldgicos, como el desarrollo embrionario, la
carcinogénesis y larespuesta del sistema inmune. Abarca
el estudio de la funcion gendémica fuera del contexto del
ADN en si, por medio de la cual se produce alteraciones
estables de la expresion genética sin implicar cambios en
la secuencia de nucledtidos. Los cambios epigenéticos
estudiados mas ampliamente son la metilacion del ADN
(a través de ADN metiltransferasas), la acetilacion de
histonas y, mas recientemente, el fenomeno de ARN
interferente ya mencionado, involucrado en procesos
de silenciamiento transcripcional a través de pequenas
moléculas de ARN de doble cadena (45).

Particularmente, la metilacion del ADN se refiere a la
incorporacion de grupos metilo en residuos de citosina
y es un mecanismo que afecta la conformacion de la
cromatina, pudiendo estimular o reprimir la expresion
genética (46, 47). Asi, la metilacion de sitios CpG
(citosina separada de guanina por un fosfato), dentro del
promotor de un gen, puede llevar a su silenciamiento, lo
cual se observa en genes supresores de tumor durante
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diversos procesos oncogénicos, incluyendo el cancer
cervical y lesiones precancerosas asociadas; por su
parte, la hipometilacion del ADN pudiera favorecer la
integracion del genoma viral en el hospedador y esta
asociada a la inestabilidad de este material genético y
a la activacion y sobreexpresion de protooncogenes y
oncogenes. Este fenomeno también ha sido estudiado
en cancer de pene, identificindose marcadores de
progresion de malignidad y metastasis (48).

Algunos investigadores han observado variacion en
los patrones de metilacion dependiendo del tipo de
VPH y qué genomas de VPH tipo 16 metilados in vitro
son transcripcionalmente incompetentes después de
la transfeccion en cultivos celulares, lo que plantea la
posibilidad de uso de este mecanismo en procedimientos
terapéuticos; esta metilacion se evidencia en células
indiferenciadas, en tanto que en células diferenciadas el
ADN viral esta demetilado (46).

Elnivel de metilacion del ADN puede verse afectado por
el nivel de folato en las células a partir de la provision
de grupos metilo por la enzima 5-metiltetrahidrofolato,
observandose que el nivel de folato y la metilacion
aberrante del ADN muestran un cambio progresivo a
través de los estadios de la patologia cervical, desde
c¢lulas normales hasta cancer, lo que sefiala al uso de
patrones de hiper e hipometilacién como biomarcadores
predictivos del riesgo de cancer cervical. En este sentido,
se ha descrito asociacion de un bajo nivel de folato con la
infeccion con VPH de alto riesgo, lesiones NIC y cancer
cervical invasivo, asi como mayor hipometilacion global
del ADN en mujeres con cancer invasivo e incremento
de metilacion de los genes supresores de tumor CDHI,
DAPK y HI1CI de manera gradual con el grado de la
lesion neoplésica, lo que resalta el potencial de dichos
genes como biomarcadores de progresion o riesgo de
cancer cervical.

También se ha identificado el patron de metilacion
de los genes JAM3, TERT, EPB41L3 y CI130RF18,
asociado a la infeccion con VPH de alto riesgo y al
riesgo de progresion de lesiones de bajo grado a cancer,
en muestras de lavados cervico-vaginales, reportandose
concordancia de estos resultados con los de deteccion
de ADN de VPH de alto riesgo por biologia molecular
y de neoplasia cervical por citomorfologia en las
mismas pacientes. Estos patrones de hipermetilacion e
hipometilacion, asi como el estado de folato pueden ser
evaluados mediante kits o estuches comerciales.
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Por otra parte, existe evidencia de que la metilacion
del ADN de VPH pudiera ser igualmente importante
a la metilacion del ADN celular en el desarrollo de
carcinogénesis cervical, pudiendo aportar nuevos
biomarcadores para el cribado y pronostico de esta
patologia; este mecanismo seria utilizado por el virus
para alcanzar la infeccion persistente y evadir la defensa
inmunitaria del hospedador mediante el silenciamiento
de algunos genes propios, especialmente en la region
L1 (49 - 54).

La metilacién también afecta genes involucrados en la
apoptosis, incluyendo receptores decoy (sefiuelo), los
cuales reconocen y se unen a factores de crecimiento o
citoquinas especificas, induciendo su silenciamiento al
bloquear o inhibir la unién con su receptor habitual. En
un estudio de muestras cervicales de pacientes con cancer
cervical, se observd un patrén de metilacion anormal
de los receptores decoy TNFRSF10C, TNFRSF10D,
DcR1 y DcR2 (miembros de la superfamilia de
receptores del factor de necrosis tumoral) que conduce
a su silenciamiento, sugiriendo que las células de
esta malignidad obtienen ventajas de crecimiento por
la inhibicion de la expresion de los receptores como
consecuencia de la metilacion (55, 56).

Marcadores de estrés celular

Las proteinas de choque térmico (HSP por Heat Shock
Proteins), como su nombre lo indica, son inducidas
por estrés térmico, aunque también pueden reaccionar
frente a estrés fisico y quimico en un amplio rango de
especies. Se les considera chaperones moleculares,
proteinas que tienen la propiedad comun de modificar
la estructura y las interacciones de otras proteinas.
Estan sobreexpresadas en un amplio rango de canceres
humanos y se encuentran implicadas en la proliferacion,
diferenciacion, invasion, metdstasis, muerte y
reconocimiento de las células tumorales por parte del
sistema inmune. La transcripcién de estas proteinas
requiere la activacion del factor 1 de transcripcion
de proteinas de choque, el cual estd sobreexpresado
en cancer y juega un papel importante en la invasion
y metéstasis. Aunque no tiene mucho peso en el
diagndstico, su sobreexpresion es indicativa de un mal
prondstico en términos de sobrevivencia y respuesta a la
terapia en distintas malignidades (57, 58).

En las lesiones precedentes al cancer cervical se ha
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detectado la sobreexpresion de las proteinas de choque
térmico HSP40, HSP60, HSP70 y gp96, cuyo nivel
incrementa con el grado de la lesion. Actualmente, se
estudia el uso de las proteinas HSP70 y gp96 para la
elaboracion de vacunas terapéuticas del cancer cervical
(59); en el afio 2000, Liu y col. (60) ensamblaron y
evaluaron una vacuna basada en ADN del péptido de
E7 de VPH tipo 16 fusionado con ADN correspondiente
a HSP70 como adyuvante, resaltando, con base en los
resultados, la seguridad de la vacuna y su potencial
uso en la terapia de esta malignidad. Igualmente, el
antigeno de la anhidrasa carbonica 9 (CA9), proteina
transmembrana activada por la baja tension de oxigeno,
se expresa en todas las lesiones intraepiteliales previas
al cancer y, ademas, se ha detectado en lesiones de
significado incierto que progresan a lesion intraepitelial,
lo que la sefiala como biomarcador de seleccion en este
tipo de lesiones y como biomarcador diagnodstico de
displasia y neoplasia cervical (61, 62).

Lamininas y cancer cervical

Las lamininas constituyen una familia de
macromoléculas que desempenan un importante papel
en el desarrollo y diferenciacion celular. Son capaces
tanto de estimular la adhesion y migracion celular
como de influir en la expresion génica. Esta influencia
en el comportamiento celular depende en gran medida
de su unién con una proteina de la membrana celular
conocida como receptor de laminina (RL). El receptor
de superficie para la laminina facilitaria la adhesion de
las células a la membrana basal como paso previo a la
invasion (63).

Como resultado de alteraciones en la estructura de la
membrana basal en procesos tumorales el RL sufriria
modificaciones tanto en su numero como en el grado
de ocupacion en diferentes carcinomas humanos. Asi,
la expresion de RL se ha relacionado con la capacidad
de invasion y metéstasis de diferentes tumores (63,
64). Particularmente en el cancer cervical, se ha
observado sobreexpresion de la laminina 5 y que
anticuerpos dirigidos contra la cadena y2 de esta
proteina de la matriz extracelular pueden identificar
lesiones cervicales con capacidad invasiva sirviendo,
en consecuencia, como marcador sensible de invasion
temprana (65, 66, 67). Similarmente, otros estudios
han puesto en evidencia que, fibroblastos asociados a
tumores cervicales sintetizan elevadas cantidades de
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laminina 1, favoreciendo la invasion de células sanas, la
remodelacion del estroma intersticial y la disminucion
y reemplazo de fibronectina y colageno por una matriz
rica en laminina (64).

CONCLUSION

El uso de biomarcadores complementa y mejora
la interpretacion de las citologias, resaltando su
utilidad para definir aquellos resultados de significado
incierto; ademas, aporta informacion sobre el estado
y caracteristicas de la enfermedad, influyendo en el
diagnostico, seleccion de tratamiento, pronostico y
seguimiento clinico. Su efecto o papel en la génesis
tumoral se observa a distintos niveles, incluyendo
regulacion, proliferacion, sintesis de acidos nucleicos y
expresion genética. Pueden utilizarse individualmente,
pero en algunos casos es recomendable usarlos en
combinacién con otro para afinar su aporte en la
evaluacion del proceso patologico, dependiendo también
de la disponibilidad y las necesidades del médico o del
investigador. Muchos de estos marcadores no solo tienen
utilidad diagndstica, sino también potencial terapéutico
frente al cancer uterino, de gran interés para aquellos
casos donde las vacunas profilacticas son ineficientes.
Se considera que la caracteristica mas importante de
un buen marcador de seleccion es que permita detectar
la patologia en etapas tempranas, de alli que distintos
estudios sobre el papel de la inestabilidad cromosomal
en el cancer uterino resalten la inclusion de técnicas de
citogenética molecular para el diagnodstico temprano
y la determinacion de la predisposicion genética en
esta patologia. También se ha resaltado la deteccion
del ADN viral y la determinacion del estado de dicho
ADN mediante técnicas moleculares como marcador
de prediccion de cancer uterino. Sobre esta base, el
estudio, conocimiento e implementacion de marcadores
es fundamental en el abordaje del paciente con esta
enfermedad asi como en la identificacion de individuos
proclives a padecerla. Su uso adecuado contribuiria a
la optimizacioén de recursos para combatirla y reduciria
sus efectos a nivel de poblacion.
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