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> RESUMEN

Objetivo: Determinar el numero de copias del virus del
papiloma humano (HPV-16 y HPV-18) durante el tra-
tamiento del cancer cervicouterino (CaCu) en estadios
avanzados en pacientes tratadas con radioterapia/qui-
mioterapia (RT/QT) o radioterapia (RT) en el Hospital
Central Militar.

Material y métodos: Se obtuvieron muestras de tejido
cervical en pacientes con CaCu después de dos fases de
tratamiento (F1: RT externa y RT/QT con cisplatino;
F2: braquiterapia) entre noviembre de 2006 y febrero de
2007 y se determiné el ndmero de copias absolutas del
HPV-16 y HPV-18.

Resultados: HPV-16 y HPV-18 fueron los genotipos
mis frecuentes. Ambos tratamientos del CaCu (RT/QT
y RT) redujeron la carga viral al final del estudio.
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> ABSTRACT

Objective: Quantify the number of copies of human papillo-
mavirus (HPV-16, -18) during the treatment of cervical cancer
(CC) in advanced stage in treated-women with radiotherapy
(RT) or radiotherapy/chemotherapy (R'T/Q'T) in the Hospital
Central Militar (HCM).

Material and methods: Was obtained cervical tissue samples
in women with CC after of two treatment phases (F1: external
RT and RT/QT with cisplatino, F2: brachyterapy) during
november-february 2007. Was determined the absolutes num-
ber of copies for HPV-16 or -18.

Results: The HPV genotypes more frequent were 16 and 18. Both
CaCu treatments (R'T/Q'T and R'T) diminished the viral load.
Conclusions: Was observed the HPV-16 predominance
(HPV-18 in second place) in women with CC, without co-
existence of two different types. The viral load (HPV-16 and
-18) decreased evidently in CC treatment (RT/QT" and RT).
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Conclusiones: Se encontré el predominio de HPV-16,
seguido de HPV-18, en las pacientes con CaCu, sin co-
existencia de dos tipos distintos. La carga viral (HPV-16
y HPV-18) disminuy6 en forma evidente al finalizar el
tratamiento (RT/QT y RT) de las pacientes con CaCu.

Palabras clave: cincer cervicouterino, HPV-16, HPV-
18, PCR en tiempo real, tipificacién de HPV, México.
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> INTRODUCCION

La infeccién por el virus del papiloma humano (HPV,
por sus siglas en inglés) en paises en vias de desarrollo
tiene un predominio en las mujeres jovenes con una
frecuencia del 24% entre las pacientes de 25 a 44 anos,
una incidencia de 90 por cada 100,000 habitantes y una
tendencia a incrementarse en ese grupo de edad en un
28% por afo. Esta representa la principal infeccién por
transmision sexual, con una tasa de incidencia general de
44.9 por cada 100,000 habitantes."?

En México, cada dos horas muere una mujer por
cancer cervicouterino (CaCu). La tasa de mortalidad es
de 16 mujeres por cada 100,000 habitantes.! Se regis-
tran 3452 casos nuevos por fuente de notificacion, de los
cuales 108 corresponden a la Secretaria de la Defensa Na-
cional (SEDENA); la mayoria de los casos se diagnostica
en estadios localmente avanzados (IB2-IVA) de acuerdo
con la Federaciéon Internacional de Ginecologia y Obs-
tetricia (FIGO). El CaCu es uno de los tipos de cancer
mds comun en mujeres (6% de todas las neoplasias ma-
lignas en mujeres). Ocupa el segundo lugar s6lo después
del cincer de mama en tasa de mortalidad.

Los procedimientos de diagnostico molecular se uti-
lizan cada vez mds en la valoracion de las pacientes con
diferentes tipos de cancer, incluidos los ginecoldgicos,
y en un futuro podrian guiar el tratamiento. Cuando
éstos son sensibles y especificos, pueden ser de gran uti-
lidad para el manejo de los pacientes con cdncer; una de
las perspectivas mds promisorias es la determinacion
de marcadores moleculares para predecir de manera tem-
prana las recaidas. Puede mencionarse un ejemplo de
estos procedimientos moleculares. Benitez-Bribiesca y
colaboradores, en pacientes con diagnostico de CaCu,
observaron un incremento de la proteasa catepsina B, la
cual se correlacioné directamente con la etapa clinica de

la neoplasia; sin embargo, ésta no es especifica del CaCu
dado que la sintetiza la mayoria de los tumores malignos.®
En la actualidad, no existe un marcador molecular para el
diagnéstico de CaCu que sea sensible, especifico y utili-
zable en el manejo y seguimiento de las pacientes.

Hsiu Ting Tsai y colaboradores realizaron un es-
tudio de casos y controles en etapas precancerosas del
cérvix y encontraron que una carga viral elevada de HPV-
16 puede ser un indicador de la progresién a una lesion
intraepitelial de alto grado (LIEAG) a cincer.* Otras in-
vestigaciones mencionan que la relacion entre la carga
viral del HPV y la gravedad de las lesiones histologicas en
¢l CaCu es controversial; por ¢jemplo, en el estudio de
Sherman y colaboradores (2002) se identificé un nimero
de copias virales bajas en el grupo de LIEAG en compa-
racién con el grupo que tenia lesion intraepitelial de bajo
grado (LIEBG), pero se necesita evidencia cientifica para
corroborar esta informacién. Se concluyé que la infeccién
por HPV de alto riesgo, sin tomar en cuenta la del HPV-
16, se relaciona a menudo con el desarrollo de lesiones
intraepiteliales en el cérvix uterino. El mayor nimero
de copias virales vinculado con la LIEBG en comparacién
con la LIEAG debe ser objeto de investigacion.®

En otros estudios, como los de Lombard (1998) y
Burger (1996), el objetivo fue la tipificacion del HPV in-
tratumoral; estos especialistas demostraron la frecuencia
de HPV en un periodo de cinco anos; en el 100% de
los pacientes se presentd el genotipo de HPV de riesgo
intermedio, HPV-16 en el 58% y HPV-18 en el 38% .
En este estudio, la mortalidad fue 2.4 veces mayor para
los pacientes con tumores relacionados con HPV-18
respecto de los pacientes con HPV-16 y 4.4 veces mds
para individuos con tumores vinculados con otro tipo de
HPV.%7

En el estudio realizado por Wichai y colaborado-
res (2001), en el que se cuantificd el nimero de copias
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virales deHPV en plasma y tejido tumoral cervical de
pacientes con diagndstico de CaCu, se sugirid que la
presencia de ADN del HPV en el plasma de las pacien-
tes puede utilizarse como un marcador molecular de
enfermedad; estos autores reconocieron que el mismo
tipo de HPV que descubrieron en plasma lo localizaron
en tejido tumoral cervical. En las pacientes con estadio
III, que tenian metastasis al inicio de la cuantificacién,
hallaron un mayor nimero de copias virales en compa-
racioén con las que no tenian tal anomalia; las pacientes
positivas para HPV en plasma tuvieron una mayor ten-
dencia a la enfermedad recurrente, ya que cuatro de
cada nueve continuaron con CaCu después de un afio
de seguimiento. Este estudio indica que el nimero de
copias virales del HPV en plasma es especifica, pero no
sensible, como marcador molecular del diagnédstico de
CaCu; asimismo, se observd que puede existir un nexo
entre el numero de copias virales de HPV con el grado
de metastasis o bien una relacién con la enfermedad lo-
cal avanzada, ya que en estadios tempranos del CaCu
se observd que el plasma estd libre de ADN del HPV.®

En un estudio mexicano realizado por el Instituto
Nacional de Cancerologia (INCAN) en 1999 se busco
también ADN de HPV en plasma de 34 pacientes con
diagnéstico de CaCu; se observo que el 70% de los pacien-
tes (24) era positivo a HPV, lo cual represent6 70% de la
sensibilidad de la prueba, con una especificidad del 100%
ya que en las 24 pacientes sin cancer la prucba fue negativa;
los genotipos encontrados fueron: 17 de las 34 pacientes
presentaron HPV-16 (50%), mientras que ocho mostra-
ron HPV-18 (20%) y nueve correspondieron a otros tipos
virales.” Se sabe que el ADN de HPV circulante no es
consecuencia de destruccidn celular (necrosis o apoptosis),
dado que este ADN estarfa degradado y por lo tanto no
podria amplificarse. Por tltimo, llegaron a la conclusién de
que la deteccion en plasma del ADN de HPV es especifica
de aquellos pacientes con cancer invasor y que esta prucba
se podria tomar como un marcador de enfermedad resi-
dual minima o como un marcador molecular temprano de
recaldas. Tales resultados preliminares pueden ser de gran
interés, puesto que la determinacién mediante amplifica-
ci6én por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del
HPV en las pacientes con CaCu representarfa un marcador
sensible y altamente especifico; empero, seria necesario va-
lorar el comportamiento de la carga viral del HPV durante
el tratamiento de la paciente y después la relacion con la
respuesta a corto y largo plazos al finalizar el tratamiento.
La determinacién por PCR del HPV en plasma de las
pacientes con cancer de cérvix podria ser un marcador mo-
lecular de enfermedad residual y con ello el clinico podria
sustentar sus decisiones terapéuticas.
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Los resultados anteriores muestran cada vez mayor
evidencia de que el nimero de copias virales es determi-
nante en el prondstico de la paciente y se ha sugerido que
la presencia de neoplasia cervical puede relacionarse con
el nimero de copias virales. Hart y colaboradores lleva-
ron a cabo un estudio prospectivo para relacionar la lesion
intraepitelial, el tipo de virus y la carga viral y hallaron que
el nimero de copias virales se vinculaba con la gravedad
de la enfermedad y viceversa.'’

No existen en la literatura trabajos previos en los que
se demuestre el comportamiento de la carga viral del HPV
durante el tratamiento del CaCu con radioterapia (RT)
o radioterapia/quimioterapia (RT/QT) concomitantes;
asimismo, no se conoce el efecto que tienen el genotipo
del HPV y el nimero de copias virales residuales sobre la
respuesta al finalizar el tratamiento de las pacientes con
CaCu, ni tampoco si esto podria ser un factor predicti-
vo o un marcador de enfermedad residual minima y un
indicador de recaidas para guiar una decision terapéutica.
En consecuencia, el objetivo de este estudio fue deter-
minar el nimero de copias absolutas del HPV (-16 y
-18) durante el tratamiento de las pacientes con CaCu
en estadios IIIA y I1IB (enfermedad localmente avanzada)
tratadas con RT/QT o RT en el Hospital Central Militar
(HCM). Para ello se determind lo siguiente: a) presencia
de HPV-16 o HPV-18 en pacientes con CaCu en esta-
dios IIIA y IIIB, segun la FIGO; b) niimero de copias del
HPV-16 o HPV-18 al inicio y término de los tratamien-
tos de RT/QT vy braquiterapia; y ¢) anilisis de los datos
basado en el estadio histopatologico, genotipo de HPV 'y
comportamiento del nimero de copias en relacion con la
fase de tratamiento.

> MATERIAL Y METODOS

Participantes y tratamientos. Se obtuvieron, previa auto-
rizacién por consentimiento informado de las pacientes,
69 muestras (biopsias). Se realizé un estudio clinico ob-
servacional descriptivo prospectivo en pacientes con
diagnéstico de CaCu, derechohabientes del HCM que
acudieron al servicio de radioterapia durante el perio-
do comprendido entre noviembre de 2006 y febrero de
2007 y que reunieron los siguientes criterios: firma del
consentimiento informado por parte de las pacientes,
aceptacion voluntaria para participar en el estudio y pa-
cientes derechohabientes del HCM con CaCu en etapas
clinicas IIIA y IIIB.

Se obtuvo historial clinico completo y se efectud una
exploracion general y ginecoldgica de 23 pacientes. Se
estadificaron de acuerdo con la clasificacién de la FIGO.
Se tomd una biopsia para confirmar la estirpe histo-
logica. Se solicitaron estudios basicos y de extension,
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biometria hematica, quimica sanguinea, examen general
de orina, pruebas de funcionamiento hepatico, telerra-
diografia de tdrax, ultrasonografia hepaitica y urograma
excretor en caso de requerirlo. Se registr6 a cada paciente
y se inicid el esquema de tratamiento.

En la primera fase de tratamiento (F1), todas las pacien-
tes recibieron 20 sesiones de RT externa con acelerador
lineal 10 MEV con técnica isocéntrica, dos campos pélvi-
cos paralelos y opuestos, anterior y posterior; la dosis total
fue de 4500 cGy en 20 fracciones, tratamiento diario de
225 ¢Gy, con la paciente colocada en dectbito supino. Las
pacientes se valoraron en el servicio de oncologia médica 'y
fueron objeto de RT/QT concomitante: tres ciclos de QT
con 50 mg de cisplatino diluidos en 500 cm?® de solucion
salina isotonica. En la segunda fase de tratamiento (F2),
luego de un descanso de dos semanas y de acuerdo con las
condiciones locorregionales de contar con canal cervical
permeable, se inicid braquiterapia de alta tasa de dosis de ra-
diacidén con iridio 192. Se efectud la exploracion general de
la paciente y se procedi6 al examen ginecorrectal completo.
Se identifico el cérvix uterino y el canal endocervical y se
tomo la segunda biopsia para cuantificaciéon del namero de
copias del HPV. Se efectud una histerometria y se realizé la
planeacién para valorar la dosis de radiacion maxima a recto
y vejiga. La dosis total de radiacion con iridio 192 hacia los
puntos A de Manchester fue de 2400 cGy fraccionados en
cuatro sesiones, cada una semanal. Al finalizar las sesiones
de braquiterapia se tomo la tercera muestra, las biopsias se
mantuvieron bajo congelaciéon a -83 °C (Revco® Legaci
ULT2186 3-35 Dupont SVVA Refrigerants) hasta su pos-
terior procesamiento.

Extraccion y cuantificaciéon del ADN. El icido
desoxirribonucleico (ADN) total fue extraido median-
te el equipo SV Total DNA Isolation System (Promega,
Madison, WI, USA); se tomaron 150 mg de cada una de
las muestras con técnica estéril, sin contaminacion de las
DNAsas, que se homogenizaron con un politron (Omni
uH International), de acuerdo con las indicaciones del
proveedor y sin incluir el ADN total; por altimo, se guar-
daron a -20 °C para posteriores andlisis. La verificacion
de la integridad del ADN total se realiz6 por medio de
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%; se colocaron
6 ul del ADN total extraido por muestra y se observo el
DNA con luz ultravioleta (UV) con el sistema de analisis
de electroforesis EDAS 290 (EDAS 290 KODAK, New
Havn, CP). La cuantificaciéon del ADN total se realizé
por medio de fluorescencia con SYBR Green, con el
multidetector Synergy HT-1 (BIO-TEK Instruments,
Inc. Higland Park, Vermont, USA).

Estandarizacion de la técnica de PCR en tiem-
po real (Rotor Gene RG-3000). Para ¢l desarrollo de la
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PCR en tiempo real se disenaron oligonucleétidos espe-
cificos: para HPV-16, HPV-18 (regién L1 del HPV-16'y
HPV-18) y para el gen de la enzima gliceraldehido-3 fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), la cual se utiliz6 para normalizar
la carga de ADN (ntimero de células en tejido procesado).
Las secuencias se obtuvieron del GenBank™. La basque-
da de las secuencias se realizé en http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST/ para confirmar su especificidad. Los primers
se sintetizaron (Invitrogen™ Carsbad CA, USA), libres de
sales y altamente purificados y se optimizaron a una tem-
peratura de alineamiento de 50 °C. Para HPV-16 fueron
los siguientes: primer sentido (Fw), TTTGTTACTG-
TTGTTGATACTAC; primer antisentido (Rev),
GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC. Para HPV-
18 fueron: Fw, TTTGTTACTGTGGTAGATACC,
Rev, GAAAAATAAACTGCAAATCATATTC y GA-
PDH: Fw, GAGCCAAAAGGGTCATCATCTC, Rev,
CCTTCCACGATACCAAAGTTGTC.

Las condiciones para la PCR se optimizaron con
un termociclador de gradiente (gradient Px2 Thermal
Cycler Hybaid, Franklin, MA) mediante el dispositivo
SYBR Green PCR Master Mix (Applied, Biosystems
CA). Las secuencias tomadas corresponden a los registros
del GenBank™ bajo el siguiente niimero de accesiones:
HPV-16, NC_001526. HPV-18, NC_001357, GA-
PDH, NM_002046. Los productos de amplificaciéon por
PCR en tiempo real se verificaron, se visualizé su peso
molecular en pares de base (pb) por electroforesis en un
gel de agarosa al 2% con un marcador de 50 pb DNA
Ladder (10416-014, Invitrogen Life Technologies, 1600
Faraday Av. Carlsbad, California 92008 EU) y se estu-
diaron con el sistema de andlisis electroforesis EDAS 290
(KODAK, New Haven, CT). Los resultados obtenidos
de las amplificaciones, como las condiciones de tempera-
tura, concentraciones de primers, ANTP (nucleétidos) y
voliimenes, se transfirieron al protocolo de amplificacion
en tiempo real del sistema de deteccion Rotor Gene 6.0
(Corbett Life Science, Sidney City, Australia).

Protocolo de PCR en tiempo real Rotor-Gene
3000. Las reacciones de la PCR en tiempo real se reali-
zaron con 10 ng de ADN total; las diluciones para el gen
control (GAPDH) y para la cuantificacién absoluta de
HPV-16 y HPV-18 se efectuaron mediante el dispositivo
SYBR Green PCR Master Mix, con la concentracion fi-
nal de los siguientes reactivos: 1X de amortiguador SYBR
Green PCR, 25 mM MgCl,, 1 U/ul de AmpErase®UNG
(Uracil-N-glucosilasa), 5 U/ul de AmpliTaq Gold DNA
polimerasa, mezclade INTP (2.5 mM de ATP, 2.5 mM de
CTP, 25 mM de GTP y 5.0 mM de dUTP), 0.4 ul
del primer forward (0.4 pM), 0.4 pl del primer reverso (0.4
uM), y 0.8 pl de agua grado molecular, 12.5 pl de volumen
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Imagen 1.

Curvas melting de amplificados de HPV-16, HPV-18 y GAPDH de controles y muestras.
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En (A), curvas melting de los controles; (G) GAPDH (83.5 °C), (16) HPV-16 (77 °C), (18) HPV-18 (77.3 °C). En (B), curvas melting de los amplificados de las muestras; (G) GAPDH (83.5 °C), (16)
HPV-16 (77 °C), (18) HPV-18 (77.3 °C). Las curvas melting se trazaron con el sistema de deteccién Rotor Gene 6.0; los datos se exportaron a una hoja de célculo. Los melting de los controles se
tomaron como referencia para verificar y genotipificar los HPV de las muestras; las graficas de los melting son representativas de las amplificaciones por triplicado de cada una de las muestras.
Como se exponen los melting de los amplificados de las muestras (B), corresponden a los melting de los amplificados de los controles (A). Las figuras en la parte superior de (A) y (B) son las
fotos tomadas con el sistema de analisis EDAS, de las electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos amplificados (G= GAPDH, 16= HPV-16, 18= HPV-18, M= marcador de 50 pb), los

cuales fueron los esperados.

final. La reaccidén se llevd a cabo inicialmente a 94 °C
por cinco minutos, seguido de 35 ciclos en la fase de PCR,
cada ciclo de 95 °C por 20 seg, 50 °C por 20 seg, 72 °C
por 20 seg, con una fase de extension de 72 °C por cinco
minutos y finalmente una fase de desnaturalizacién con un
intervalo de temperatura de 60-98 °C. Parala cuantificacion
absoluta se construyeron tres curvas estandar con controles
positivos (HPV-16, HPV-18 y GAPDH) de genomas de
los HPV y del plismido con el inserto del fragmento blan-
co del gen GAPDH (fragmento de amplificacion de los
primeros disenados para GAPDH), con nimero de copias
conocidas (100,000,000 a 1000 copias/4ml, 10,000,000 a
100 copias/4 uly 100,000,000 a 100 copias/ 4 pl, respecti-
vamente), con la ejecucion de seis diluciones seriadas con
los rangos mencionados para cada control positivo. Las
reacciones de PCR en tiempo real para la cuantificacion
de las amplificaciones (HPV-16, HPV-18 y GAPDH) se
realizaron por triplicado para cada muestra individual, para
su andlisis posterior. Se amplifico y cuantificé el fragmento
del gen control (GAPDH) mediante su curva estindar y
se determino de esa forma el nimero de células contenidas
en los tejidos procesados; este dato se empled para nor-
malizar el nimero de copias absolutas de los fragmentos
amplificados de los HPV, segtin el tipo detectado en cada
muestra (cociente = HPV-16 o HPV-18/GAPDH). Se ve-
rificé el tamano de los fragmentos amplificados por medio
de electroforesis en un gel de agarosa al 2%, tras colocar 4
ul del volumen de amplificacién y visualizar las bandas en
el gel de agarosa con luz UV, con el sistema de andlisis
de electroforesis EDAS 290 (EDAS 290 KODAK).
Andlisis delos datos. Losdatosdelos C_ (el C sede-
fini6 como el nimero de ciclos en el cual la intensidad
de fluorescencia aumenta por arriba de la fluorescencia
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basal de dicha muestra) se analizaron y convirtieron
a valores absolutos (niimero de copias) con el soffware
Rotor-Gene 6.0 (Corbett Life Science, Sidney City,
Australia); para el calculo del niimero de copias se uti-
lizaron las curvas estandar construidas y se normalizaron
con el gen control, como se describié con anterioridad.
Los productos generados durante el proceso de la PCR
se sometieron al protocolo de disociacién con intervalo
de temperatura de 60-98 °C y se analizaron con el soft-
ware Rotor Gene 6.0; los datos se exportaron y graficaron
mediante una tabla de Excel para mostrar la temperatura
de disociacién (melting) caracteristica de cada producto
amplificado. La verificacidn de la especificidad de los pri-
mers para cada genotipo se realizo tras considerar la funcién
de genotipificacion del soffivare Rotor Gene 6.0 (Corbett
Life Science, Sidney City, Australia), el cual toma como
referencia el melting de los fragmentos amplificados de
los controles positivos (HPV-16, HPV-18 y GAPDH)
y los compara con los melting de los fragmentos amplifica-
dos en cada una de las muestras analizadas.

> RESULTADOS

PCR en tiempo real, Rotor-Gene 3000 (ampli-
ficaciones, cuantificacién absoluta y genotipos).
Se tomaron 69 biopsias (al inicio, primera y segunda fases
de tratamiento), se obtuvo ADN integro y suficiente, se
cuantificé por fluorescencia (véase Materiales y métodos)
y se realizaron las reacciones de amplificacion, cuanti-
ficacion por PCR en tiempo real y determinacién de
genotipos; las amplificaciones de los fragmentos (pb)
de HPV-16, HPV-18 y GAPDH en cada muestra fueron
los esperados (Imagen 1), con un incremento exponencial
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Tabla 1.
Comportamiento de la carga viral (HPV-16 y HPV-18) de los estadios 1B y lIIB duran-
te el tratamiento con RT o RT/QT

LeVF R -

o e O Denn | St
QT*(F1)

16 | 1B 15% 44% 52% SAT

35% 59% 74% SAT

40% 75% 85% SAT

6% 14% 19% SAT

28% 50% 65% SAT

22% 66% 74% SAT

18% 22% 37% PER

RIOT30% | 12% 40% SAT

B 25% 24% 44% SAT

RIOT379% | 63% 77% SAT

18 | 1B 7% 8% 14% PER

28% 30% 50% SAT

@2% | (11%) (202%) SAT

RT/QT36% | 55% 70% SAT

RT/QT37% | 10% 43% SAT

B 11% 5% 5% PER

9% 19% 24% PER

RT/QT49% | 3% 50% SAT

RT/QT25% | 88% 90% SAT

Fase 1y 2. RT: HPV-16, estadios Ilb (n=7), llib (n = 1); y HPV-18, estadio lIb (n=2), lllb (n
=2). RT/QT: HPV-16, estadio lb (n= 1), lllb (n=1); y HPV-18, estadio llb (1= 3), lllb (n =

2). En la columna de la fase 2 s6lo se les aplico braquiterapia a las pacientes (7= 19). SAT:
sin actividad tumoral. PER: persistencia. | CV: disminucion de la carga viral. EI nimero entre
paréntesis y en negritas indica un incremento de la carga viral.

de la fluorescencia seguido de fase de meseta. Las
muestras después de la fase de PCR en tiempo real se
sometieron al protocolo de disociaciéon de 60-95 °C,
el cual indic6 el nimero de productos y tipo de HPV
amplificado (Imagen 1) en cada tubo, ya que el software
toma como referencia los melting de los controles y los
compara con los melting de las amplificaciones desconoci-
das (Imagen 1), que en este caso fueron de las 69 mues-
tras obtenidas. Para la cuantificacion absoluta se determiné
el umbral de fluorescencia para las muestras en la fase de
amplificacion exponencial para obtener el valor de los C.
(en los tubos con el DNA de las biopsias, curvas estindar y
controles positivos); los C de cada una de las muestras se
convirtieron a valores absolutos tomando como referen-
cia las curvas estandar construidas (HPV-16, = 0.99020;
HPV-18, = 0.99098; GAPDH, =0.99788) y se procedid
al analisis de los datos segtin el estadio histopatoldgico, ge-
notipo de HPV y comportamiento del nimero de copias
de acuerdo con la fase de tratamiento.
Comportamiento del HPV-16 y HPV-18 en las
diferentes fases de tratamiento. De las 23 pacientes

Tabla 2.
Respuesta a los diferentes tratamientos de las 23 pacientes.
. Sin actividad Con actividad Total
Tratamiento -
tumoral tumoral pacientes

RT/QT/BRA 10 (100%) 0 10
RT/BRA 9 (69%) 4 (31%) 13
Total 19 (82.6%) 4 (17.4%) 23

BRA, braquiterapia (n = 23); RT, radioterapia; QT, quimioterapia.

que ingresaron, se encontrd carcinoma epidermoide con
predominio de células grandes no queratinizadas en 16
casos (69.5%), células grandes queratinizadas en seis ca-
s0s (26%) y células pequenas en un solo caso (4.34%). Al
inicio del tratamiento se determiné el nimero de copias
de los dos tipos virales y en s6lo cuatro de ellas no se deter-
mind la carga viral porque no tenian los tipos estudiados
y, de acuerdo con el estadio histopatologico, se estudio la
carga viral en las diferentes fases de tratamiento (Tablas 1
y 2). En general, se observé que al final de la primera fase
de tratamiento (F1), el nimero de copias virales disminu-
y6 tanto para el HPV-16 como para el HPV-18 (Tablas
1y 2). En la segunda fase de tratamiento (final de F2), se
reconocid que la cantidad de copias virales continud en
descenso para ambos tipos de HPV (Tabla 1); ademads,
se advirti6é que el estadio histopatolégico no se relaciond
con un comportamiento caracteristico sobre la cantidad
de copias virales, ya que disminuyeron durante ambas fa-
ses de tratamiento (Tabla 1). Tampoco se presentd un
comportamiento caracteristico del nimero de copias vi-
rales en relacion con el tamafio tumoral y la influencia
de la persistencia del tumor, dado que no se observé un
aumento o disminucién del nimero de copias segiin fue-
ra que ¢l tumor disminuyera o persistiera (Tabla 1). Sin
embargo, el tipo de tratamiento, en general, influyé en
la carga viral y en la actividad tumoral; se observo que las
pacientes tratadas con RT/QT mads braquiterapia no pre-
sentaron una persistencia del desarrollo tumoral y se re-
concié una mayor disminucion del nimero de copias
virales en el estadio IIIB (Tablas 2 y 3).

> DISCcusION

La PCR convencional es una de las técnicas mas sensi-
bles y adecuadas, desde el punto de vista metodoldgico,
para la deteccion y cuantificacion del HPV."'2 Por otro
lado, la hibridacién in situ permite la deteccion de HPV
en forma episomal o integrado al ADN, pero es incapaz
de determinar la carga viral; esta limitante no se obser-
va con la metodologia de la PCR en tiempo real, la cual
hace posible la deteccidén (genotipo) y cuantificacion ab-
soluta de los productos generados durante el proceso de
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Tabla 3.

Disminucion de la carga viral (%) de acuerdo con el estadio y tratamiento.
Estadio RT EX BRA Total
IIB 22.4% 40% 52%

QT 35% 26% 51%
1B 1.7% 16% 24.3%
QT 37% 51.3% 72.3%

EX, externa; BRA, braquiterapia (n = 23); RT, radioterapia; QT, quimioterapia.
El total de la disminucion en la Gltima columna se refiere a la reduccion de la carga viral entre
elinicioy la F2.

la PCR; los reactivos mds usados para esta metodologia
son: ensayos con exonucleasa 5, sondas tagman,'* son-
das beacon® y la tecnologia de SYBR Green'®. En este
estudio se empled la tecnologia del SYBR Green, que
consiste en el uso de un fluordforo, el cual se intercala
en el surco mayor de la doble cadena de ADN, y emite
determinada fluorescencia bajo ciertas condiciones.

En el presente trabajo con la metodologia de PCR
en tiempo real se identificé el genotipo de HPV en las
muestras bioldgicas y se cuantificaron en forma absoluta
las copias de HPV. Asimismo, este protocolo fue similar
al que realizaron Gravitt y colaboradores, en el cual fue
posible determinar por PCR en tiempo real cargas vira-
les indetectables con la técnica de captura de hibridos."”
En el presente estudio, con objeto de evitar el sesgo
respecto del tamano tumoral, se utilizd6 un gen control
(GAPDH), el cual se presenta como copia tinica en cada
genoma; con cllo se controld la cantidad de células con-
tenidas en cada biopsia.!”- %

En la bibliografia se menciona que una proporcion
significativa de infeccion por HPV se atribuye a cuatro
tipos virales: 6, 11, 16 y 18. Los tipos HPV-16 y HPV-
18 son los causantes de casi el 70% de todos los casos
de cancer cervical. El tipo histolégico tumoral en todas
las pacientes correspondid al grupo de carcinoma epi-
dermoide; dicho resultado concuerda con lo reportado
en la literatura acerca de la prevalencia de este tipo de
carcinoma en ¢l CaCu. %% En un estudio que condu-
jeron Duenas y colaboradores, con una poblacién de 34
pacientes y con la técnica de PCR en tiempo real, se en-
contré positiva a HPV la totalidad de las pacientes con
diagnostico de CaCu (el estudio se realizd con tejido
tumoral cervical). Este resultado fue similar al notifica-
do en el trabajo presente. En el mismo estudio se indico
que 50% de las pacientes fue positivo para HPV-16, 23%
para HPV-18 y 27% para otros tipos.” En otro trabajo,
Pulido y colaboradores encontraron un 61.9% de positi-
vidad para HPV-16.%° Lai y colaboradores cuantificaron
bajo ciertas limitaciones el nimero de copias de HPV
mediante la técnica de captura de hibridos al inicio del
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tratamiento con RT en una poblacién de 114 pacientes
y registraron un 28.1% de pacientes negativas para HPV
de alto riesgo, 71.9% positivo para HPV de alto riesgo y de
estas tltimas el 69.5% fue positivo para HPV-16.%7 En el
presente estudio se observé que los tipos predominan-
tes en el CaCu fueron el HPV-16 (43.4%), el HPV-18
(39.1%) y otros genotipos (17.396). Todo ello demuestra
que los genotipos mis comunes fueron el 16 y 18, tal y
como lo constatan también las publicaciones internacio-
nales. Peitsaro y colaboradores determinaron el nimero
de copias virales de muestras de tejido cervical en 24 mu-
jeres con neoplasias intraepiteliales de grados uno a tres
mediante PCR en tiempo real y notificaron un nimero
de copias virales totalmente heterogéneas con rangos de
1474 a 4,687,719 copias virales.”® En el estudio presen-
te, los resultados de cargas virales fueron heterogéneas
para un mismo estadio y es probable que no se encuen-
tre relacion; los estudios de Duenas, Moberg y Lukaszuk
identificaron resultados similares, lo que hace suponer
que el namero de copias virales es independiente del es-
tadio.” 2% 30

Tanto en este trabajo como en los realizados por
Laiy Yoko Harima se estudi6 la posible vinculacién en-
tre la carga del HPV y la respuesta de la RT, pero no
se determiné el comportamiento de la carga viral du-
rante el tratamiento;”*! ademds, se observd que en las
pacientes que persistieron con la enfermedad (17.4 9%0)
al finalizar el tratamiento Gnico de RT (F1), disminu-
y6 el valor global del nimero de copias virales a menos
de 40%, aunque se observd una persistencia del volu-
men tumoral. La explicacion de este comportamiento
puede encontrarse en factores intrinsecos del paciente,
que no permiten establecer un nexo con el estadio de
la enfermedad. Otra explicacién puede ser la que pro-
pusieron Herrera y colaboradores, quienes sefialan que
el HPV es un inductor de mutaciones en el epitelio
cervical; sin embargo, éste no es el tnico factor que in-
fluye en el proceso de carcinogénesis, dado que también
son necesarios los factores promotores de la proliferacion
policlonal y la progresion tumoral;* esta explicacion se
sustenta en la teorfa de la regresiéon propuesta por Hil-
desheim y colaboradores y Ho y colaboradores, segtin la
cual s6lo el 25% de las infecciones primarias por HPV
progresa a malignidad, con reduccion del nimero de
copias virales. De acuerdo con este teoria, durante el
curso clinico de la enfermedad ya estin presentes célu-
las en progresion hacia el fenotipo maligno, al margen
de que el tratamiento inactive al virus. Por lo tanto,
aunque el numero de copias virales disminuya duran-
te el tratamiento, la enfermedad puede progresar por el
dafio previo inducido.?**



Efectos de la radioterapia, quimioterapia y braquiterapia en la carga de HPV-16 @®
y HPV-18 determinados por PCR en tiempo real en el cancer cervicouterino

En el 82.6% de las pacientes estudiadas aqui se ob-
servé una reduccion del nimero de copias virales en el
CaCu después del tratamiento con RT o RT/QT, lo que
apoya los beneficios terapéuticos del uso concomitante
de la RT/QT y concuerda con el trabajo de Fakhry y co-
laboradores (2008), quienes demostraron que existe una
relacidon entre el estado tumoral del carcinoma de células
escamosas de orofaringe positivo para HPV-16, 33 y 35
y la respuesta terapéutica, con un incremento registrado
del 95% de la supervivencia de los pacientes tratados con
quimioterapia.*® De acuerdo con los resultados obteni-
dos de este estudio, serfa conveniente evaluar la respuesta
de las pacientes con CaCu a largo plazo y considerar la
evolucién clinica, la vinculacion en el numero de copias
virales/estadio de la enfermedad y la relacion costo-be-
neficio para que la carga viral sea un factor pronédstico
determinante, dato que cada vez estd mas fundamentado
en las publicaciones y se lo considera ya un factor pro-

noéstico determinante en la sobrevida global y la sobrevida
libre del CaCu.?*
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