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Resumen

Se analizaron 69 muestras positivas para el virus papiloma hu-
mano (VPH) tipos -6, -16 y -18, y 24 muestras con citologia
cervical normal negativas para el VPH como grupo control. El
analisis de la amplificacién génica del proto-oncogén HER-2/
neu se realizé utilizando la técnica de coamplificacién con locus
de referencia. Se encontré una asociacién entre la amplifica-
cién del gen HER-2/neu y el grupo viral de “bajo riesgo” (VPH-
6) (p < 0.005). Dentro de este grupo, se observé una asocia-
cién entre la amplificacién del proto-oncogén y el status
citopatoldgico CIN | (p < 0.01). Debido a que la mayoria de
las muestras CIN | analizadas presentaron un patrén coilocitico,
la amplificacién de HER-2/neu pareceria estar relacionada con
este tipo de alteracién celular. Por otra parte, seria importan-
te estudiar la amplificacion génica y la expresion de HER-2/
neu en los diferentes estadios de las neoplasias intraepiteliales
cervicales a fin de poder evaluar su papel en la progresion del
cancer cervical

Introduccion

EI cancer de cuello uterino es la segunda enfer-
medad maligna mas frecuente y con elevada
mortalidad en la poblacién mundial de mujeres.'>?

E-mail: cgolijow@fcv.medvet.unlp.edu.ar

Summary

Sixty-nine non-cancerous cytological samples from exocervical
specimens positives for HPV type-6, -16 and -18, and 24 non-
infected samples as controls were analyzed for HER-2/neu
gene amplification. The genomic differential polymerase chain
reaction with the single copy reference gene was employed
for gene amplification detection. An association between HER-
2/neu gene amplification and “low-risk” HPV group (type-6)
was found (p < 0.005). Within this group, HER2/neu
amplification was associated to the CIN | grade (p < 0.01).
Since, in the samples analyzed most of the CIN | stage was
characterized by a koilocitotic pattern, HER-2/neu amplification
could be related to this kind of cellular alteration. It would be
important the study of HER-2/neu gene amplification and also
gene expression in different CIN stages, in order to determine
its role and significance in cervical carcinogenesis.

Como ha sido demostrado, las neoplasias cervica-
les son el resultado de la interaccién entre facto-
res fisicos, quimicos y microbianos. Entre estos
ultimos el virus papiloma humano (VPH) juega un
rol primordial, aunque no suficiente por si solo,
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para causar la tumorigénesis.'* Segun la probabili-
dad de transformacién celular, el VPH puede
clasificarse en tipos virales de “alto riesgo” (VPH-
16, -18), o de “bajo riesgo” (VPH-6y -11).

Para que la transformacién celular pueda ocu-
rrir deben suceder cambios a nivel fisiolégico,
inmunolégico y principalmente deben acumularse
multiples alteraciones genéticas en el hospedador.
Entre ellas, la activacién de oncogenes y la pérdida
o inactivacién de segmentos cromosémicos y/o
genes supresores de tumor son eventos determi-
nantes y por lo tanto altamente asociados a los
tumores humanos.®

El proto-oncogén HER-2/neu (también conoci-
do como c-erbB-2) es el segundo miembro de la
familia de receptores de factores de crecimiento
epidermales. Este gen codifica un receptor tirosin
quinasa de transmembrana implicado en la trans-
duccién de sehales que conducen a la prolifera-
cién celular.® La sobreexpresion de la oncoprotei-
na por amplificacién génica conduce a la autoacti-
vacién de los dominios de la tirosinquinasa, con
una consecuente proliferacion no regulada.’

La amplificacién y sobreexpresién de este gen
han sido descritas en una variedad de tumores
humanos.®'' Sin embargo, pocos estudios han sido
realizados sobre muestras cervicales con citologia
no cancerosa tipificadas para VPH.'%'3

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
relacién entre la amplificacién del proto-oncogén
HER-2/neu en muestras cervicales no cancerosas
positivas para ADN-VPH y en muestras cervicales
normales negativas para ADN-VPH como grupo
control.

Material y métodos

Muestras analizadas

Se analizaron 93 muestras de citologia exfoliativa
cervical provenientes de una base de datos anéni-
ma (cuadro I). La recoleccién del material bioldgi-
co se realizé mediante espatula de Ayre estéril
sumergida luego en 5 mL de solucién de PBS (phos-

Cuadro l. Distribucién de las muestras de citologia
exfoliativa cervical segun las variables analizadas.

Variables Numero de muestras (n = 93)
Tipos de VPH

VPH de bajo riesgo 35

VPH de alto riesgo 34

VPH-negativas 24
Citologia

Normal 32

Condiloma 23

CIN | 32

CIN I 3

CIN Il 3
Edades

< 24 afos 24

25-30 afios 16

>3l afos 29

Sin datos 24

VPH=Virus Papiloma Humano

phate buffered saline) con 0.05% de merthiolate y
conservadas a 4°C para su posterior procesamien-
to dentro de las siguientes 24 horas.

Extraccion de ADN

Las muestras fueron centrifugadas a 14,000 rpm
durante ocho minutos, resuspendidas y lavadas con
| mL de PBS. El pellet celular fue incubado duran-
te tres horas a 56°C en 300 nlL de buffer de ex-
traccién (50 mM Tris-HCI pH 8.5; | mM EDTA;
1% Tritén x100 y 0.5% Tween 20) y |15 niL de
proteinasa K (solucién stock 10 mg/mL). Efectua-
da la extraccién se inactivé la proteinasa K por
ebullicion durante 15 minutos. Se utilizaron 2.5 L
del lisado para la amplificacién.

Deteccion del genoma viral por PCR

Para la deteccién del genoma viral se realizé la re-
accion en cadena de la polimerasa anidada (“nested
PCR”)."*!> Los cebadores MY09 y MY | fueron
utilizados como cebadores externos y los GP5 y
GP6 como cebadores internos. La tipificacién del
ADN-HPYV fue realizada empleando el método pre-
viamente descrito.'®
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Deteccion de la amplificacion en HER-2/neu
El andlisis de la amplificacién génica del proto-onco-
gén HER-2/neu se realizé utilizando la técnica de
coamplificacién con locus de referencia.'” Como gen
control de copia Unica se empled el locus timidinqui-
nasa que se halla en el mismo cromosoma.'® La rela-
cién entre el gen en estudio y el gen de referencia ha
probado ser un método eficiente para determinar la
amplificacién génica de forma semicuantitativa.'’

La reaccion de amplificacion fue realizada utili-
zando 2.5 nL del lisado, 1.8 mM Cl,Mg, 250 M de
cada uno de los dNTPs, 25 pmol de cada cebador!'’
(cuadro Il) y 1.25 U de Taq DNA polimerasa en bu-
ffer de PCR (20 mM Tris-HCI, pH 8.4; 50 mM KClI),
en un volumen final de 50 ni. Los ciclos de amplifi-
cacion se realizaron como sigue: un ciclo a 94°C
durante cuatro minutos y 26 ciclos de un minuto a
94°C, un minuto a 56°C y un minuto a 72° C.

La deteccién de los productos de amplificacién
se realizd por corrida electroforética en gel de
poliacrilamida al 6% y se empleé Sybr Green-
DNA como tincién. El andlisis de relacién de in-
tensidad de bandas entre HER-2/neu y timidin
quinasa (neu/tk) se efectué por digitalizacion de
imagenes con el programa Kodak Digital Science®
I D Image Analysis. Todas las muestras se analiza-
ron como minimo por duplicado para confirmar
los valores obtenidos.

Analisis estadistico
La asociacion entre la amplificacién del proto-
oncogén, el tipo de VPH, el estado citopatolégico

de las muestras y la edad de las pacientes fueron
analizados empleando la prueba de Kruskal-Wallis y
el analisis de comparaciones multiples de Tukey. Se
consideraron diferencias estadisticamente significa-
tivas valores de p < 0.05. Los datos fueron analiza-
dos utilizando el programa Statgraphics 3.0 Plus.

Resultados

Se analizaron 69 muestras positivas para el ADN-
VPH y 24 muestras con citologia cervical normal
(PAP I) negativas para el ADN-VPH (grupo control).
Se consideraron como muestras amplificadas para
HER-2/neu, aquellas con una relacién neu/tk
superior a dos desviaciones estandar con respecto
a la media calculada para las muestras control
(media = 1.25 y desviacion estandar = 0.33). De
las muestras positivas para VPH |1.6% (8 de 69)
presentaron valores superiores a dos, indicando
eventos de amplificacién génica (figura ). No se
detecté amplificacion génica de HER-2/neu en las
muestras negativas para VPH.

Las muestras fueron clasificadas en tres grupos:
ausencia de VPH (grupo control), presencia de
VPH-6 (grupo de bajo riesgo) y presencia de VPH-
16/18 (grupo de alto riesgo). Se registré un incre-
mento significativo en la relacién neu/tk (p < 0.005)
cuando se comparé el grupo de bajo riesgo (cons-
tituido en su totalidad por VPH-6) con los grupos
control y de alto riesgo (figura 2). Cuando se com-
paré el grupo control con el de alto riesgo para
dicha relacién no se encontraron diferencias esta-

Cuadro Il. Secuencia de los cebadores para la coamplificacion de HER-2/neu y el gen de la timidinquinasa.
Gen Secuencia Fragmento
HER-2/neu
Cebador | 5"-CACCTGTGAGGCTTCGAAGCTGCAG-3" 217 pb
Cebador 2 5"-TATCCAGGAGGTGCAGGGCTAC-3’
Timidin quinasa
Cebador | 5"-CTCTGGGAACAACTCTGGGATGAGG-3" 136 pb
Cebador 2 5"-ACTCAGGTGGTCCCAGGAAGTGTGG-3"
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Figura |. Corrida electroforética de los productos de
coamplificacién. La relacién neu / tk fue establecida con base
en los perfiles de intensidad neta de banda. Calle |: muestra
normal, calle 2: muestra amplificada para HER-2/neu.

disticamente significativas (p > 0.05) (figura 2), lo
cual sugeriria una asociacién entre la amplificacién
de HER-2/neu y el tipo viral 6.

El VPH-6 es frecuentemente asociado a los
estados histopatoloégicos clasificados como Con-
dilomay Neoplasia Intraepitelial Cervical de gra-
do | (CIN I). Dada la posible asociacion entre las
muestras de bajo riesgo y la amplificacién de
HER-2/neu, se agruparon las muestras positivas
para VPH-6 de acuerdo a los criterios Condilo-
ma o CIN I. Los valores obtenidos de la relacion
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Figura 2. Intervalos de confianza de 99.5% para la prueba de
Tukey de las relaciones neu/tk para los grupos: control ( VPH
negativo), bajo riesgo y alto riesgo. Denotan diferencias signifi-
cativas entre el grupo de bajo riesgo en comparacién con los
grupos control y de alto riesgo.

T X
x*
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Figura 3. Intervalos de confianza de 99% para la prueba de
Tukey de las relaciones neu/tk para los grupos: Control (PAP I,
VPH-negativo), Condiloma y CIN |. Denotando diferencias sig-
nificativas al comparar los grupos control y CIN | (p < 0.01).

neu/tk fueron comparados para estos subgru-
pos y para el grupo control (citologia normal).
Se observé un incremento significativo (p <
0.01) en dicha relacién cuando se compararon
las muestras CIN | con las muestras con citolo-
gia normal, lo cual sugeriria una asociacién en-
tre la amplificacién del proto-oncogén y las
muestras clasificadas como CIN | (figura 3).

No se encontraron diferencias significativas al
comparar las citologias y los grupos de edades
cuando fueron empleados como Unicos criterios
de clasificacién (p > 0.05).

Discusion

La amplificacién génica es un importante aconteci-
miento en la induccién y progresién tumoral. El
proto-oncogén HER-2/neu se encuentra amplifi-
cado y sobreexpresado en una variedad de
carcinomas humanos, incluyendo el cancer de
mama, ovario, vejiga y células escamosas del
cérvix.2'101920 Se ha sugerido que la amplificacién
y/o sobreexpresién de HER-2/neu es un indicador
de mal pronéstico en los carcinomas de mama,
ovario y gastrico.®®'8!?Su relevancia clinica y su sig-
nificado pronéstico no han sido establecidos aln
definitivamente.

En la actualidad se dispone de escasa informa-
cién en lo que respecta a la mutacién y amplifica-
cién génica en muestras no cancerosas positivas
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para VPH. Estos cambios genéticos son muy im-
portantes en la transicién de las células al fenotipo
neoplasico. En el cancer cervical la presencia de
VPH es un factor crucial pero no suficiente en la
promocién de la transformacién celular. Por ello,
el estudio de los factores genéticos del hospedador
es el inico camino para identificar los pacientes de
alto riesgo.

Para la evolucién gradual del estado premaligno
al maligno deben ocurrir multiples cambios
genéticos. Especificamente, ha sido bien establecida
la relacién entre el VPH y los genes supresores de
tumores, tales como p53 o Rb.2"?2 Sin embargo,
son necesarios otros cambios genéticos para la
progresiéon tumoral. En estudios previos, en
muestras no cancerosas ha sido demostrada la
asociacién entre la infeccién con VPH de alto riesgo
y la mutacién en el codén 12 del proto-oncogén
K-ras,?® indicando que este oncogén podria
cooperar en la transformacién maligna.

En este estudio se encontré una asociacién en-
tre la amplificacién del proto-oncogén HER-2/neu
y el estado citopatolégico CIN |, lo cual podria re-
flejar un cambio genético mas, necesario para la
evolucién a cierto grado de displasia, aunque no
suficiente para la total transformacién neoplasica.

De las muestras analizadas correspondientes al
subgrupo citolégico CIN | e infectadas con VPH-6
94% (16 de |7) se caracterizé por un patrén celu-
lar coilocitico, sugiriendo una asociacién entre el
evento de amplificacién génica y este tipo de alte-
racién celular. Debido a que un elevado porcenta-
je de las células con este grado de displasia puede
revertir a un epitelio citolégicamente normal,® la
amplificacion de HER-2/neu aparentemente seria
insuficiente, por si sola, para causar la transforma-
cién tumoral.

Aunque los resultados obtenidos demuestran
que las alteraciones genéticas, incluyendo la am-
plificacion génica, pueden ser estudiadas en esta-
dios tempranos de la progresién de la enferme-
dad, algunas limitaciones deben ser consideradas.
Primero, al provenir las muestras del exocérvix la

relaciéon células normales a mutantes es elevada,
dificultando la observacién de los eventos de am-
plificacién. En segundo lugar, al ser necesarias mul-
tiples alteraciones genéticas para conducir a la
transformacién celular, deberian evaluarse simul-
taneamente mas de un proto-oncogén, ademas de
genes supresores de tumores, para determinar el
riesgo de la progresion de dicha enfermedad.

Finalmente, seria importante evaluar la expre-
sién génica de HER-2/neu en los diferentes grupos
de riesgo (segln el tipo de VPH) y del estado
citopatoldgico, con el objetivo de estimar con ma-
yor precision su rol biolégico y su significado pro-
néstico en la carcinogénesis cervical.
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