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Editorial

Es necesario incrementar
y organizar la investigacion nacional en cancer

Dr. Victor Valdespino

ste suplemento de la Gaceta Mexicana de Oncologia

esta dedicado a difundir los trabajos de investiga-

ci6n premiados en el XXV Congreso Nacional
de Oncologia en Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, celebrado
en octubre de 2007. Asimismo, estd dedicado a comentar
algunos indicadores situacionales diagnosticos de la In-
vestigacion en Oncologia en México y proponer a partir
de ellos, una estrategia integradora a cargo de la Sociedad
Mexicana de Oncologia que permita incrementar y or-
ganizar la investigacion nacional en cincer.

El cuerpo del suplemento estd conformado por el
articulo del trabajo ganador del Premio Nacional “Dr.
Guillermo Montano Islas” 2007, y por el articulo del
trabajo ganador del Premio Nacional de Investigacion
en el drea de Oncologia Pedidtrica, junto con dos articulos
de revision de temas de actualidad en la investigacion
transnacional en cancer. Los otros dos trabajos premiados
en el XXV Congreso Nacional, el del drea de Cirugia On-
coldgica y el otorgado a médicos residentes, no fueron
publicados en este suplemento porque los manuscritos
no fueron enviados. Similar condicién sucedié con ma-
nuscritos invitados de otros investigadores biomédicos
en cancer.

En relaciéon con la investigacién médica en cincer,
la iniciativa de la Sociedad Mexicana de Oncologia de
organizar las convocatorias del Premio Nacional “Dr.
Guillermo Montaio Islas” y mds recientemente de los
Premios Nacionales de Investigacion en las diferentes
areas, aunado a la evaluacién objetiva de los trabajos de
investigacion participantes por parte de evaluadores de-
signados por el Consejo Mexicano de Oncologia, han

estimulado a la comunidad de oncologos a realizar in-
vestigaciones biomédicas basicas y clinicas. Aunque esta
iniciativa es trascendente a favor del desarrollo de la In-
vestigacidon Nacional en Cancer, s6lo corresponde a los
primeros pasos encaminados a su mejoramiento y logro
de un nivel competitivo en ella.

Otra iniciativa importante y reciente de la Sociedad
Mexicana de Oncologia, ha sido tomar a su cargo la Ga-
ceta Mexicana de Oncologia, la cual funciona como 6rgano
de difusion cientifica. Su adecuada administracién per-
mite la oportunidad equitativa de todos los socios y los
no socios interesados, en publicar articulos cientificos.
Aunque la Gaceta Mexicana de Oncologia ha logrado en
corto tiempo su registro en las bases nacionales biblio-
grificas PERIODICA-UNAM, IMBIOMED, AR-
TEMISA, LILACS, es conveniente que todos los socios
sumemos esfuerzos para que en corto plazo esta revista
logre su registro en bases internacionales.

Opinar sobre la situaciéon que guarda la investigacion
biomédica y clinica del cincer en México, implica rea-
lizar un andlisis cuanti-cualitativo de los productos ge-
nerados por esta actividad. Una buasqueda de los articulos
publicados de cincer o relacionados al cancer de auto-
res nacionales en la base bibliogrifica MEDLINE (la
estrategia de busqueda fue mexican cancer 2007 o cancer
mexican 2007), identific6d 82 referencias de articulos pu-
blicados en revistas nacionales ¢ internacionales indizadas
entre los anos 1998 al 2007 (predominaron los articu-
los publicados en revistas nacionales). En esta serie, no
se identificaron articulos publicados en revistas de ele-
vado impacto bibliométrico. Sin embargo, aunque el
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numero de articulos publicados por autores nacionales
no corresponde a la cantidad real, refleja a un acerca-
miento/aproximacion de la escasa produccién global de
los investigadores biomédicos y clinicos nacionales en
cancer.

No existe en México un registro nacional de arti-
culos publicados en revistas indizadas al respecto. Asi
empleamos otra estrategia, con la finalidad obtener otra
imagen de aproximacion de la Investigacion en Oncolo-
gfa en México. Esta consisti6 en enlistar algunos indica-
dores situacionales de investigacion en cancer de paises
con reconocimiento internacional y compararlos con
los correspondientes nacionales. A partir de ello, iden-
tificamos mualtiples grandes diferencias: En México no
contamos con Centros Interdisciplinarios de investiga-
cién biomédica/clinica, no hemos generado productos
valiosos de investigacién (articulos con numerosas cita-
ciones), no hemos patentado algiin producto biotecno-
l6gico en el drea de cancer, no contamos con industrias
farmacéuticas nacionales en apoyo a la investigacién y no
formamos grupos cooperativos de investigacion con las
industrias biotecnoldgicas/farmacéuticas transnacionales,
no contamos con programas académicos para formar in-
vestigadores en cancer, no hemos editado una revista es-
pecializada indizada en bases bibliograficas internacionales,
no somos competitivos internacionalmente ni conta-
mos con lideres cientificos en las diferentes dreas de in-
vestigacion.

SOMOS DEPENDIENTES
DE LA INVESTIGACION EN CANCER QUE SE REALIZA
EN OTROS PAISES DEL MUNDO

Asi, la investigacidon biomédica/clinica mexicana en la
Oncologia esta retrasada varias décadas particularmente
porque, en parte, no estamos coordinados en este tipo
de actividades. Las diferentes Instituciones de Educacion
Superior y del Sector Salud no han disenado ni ejecuta-
do las politicas necesarias para lograr una investigaciéon
competitiva en las enfermedades cancerosas, y esto se
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deba probablemente porque no cuentan con los grupos
interdisciplinarios colaborativos al interior de sus orga-
nizaciones. La Sociedad Mexicana de Oncologia A.C.,
si cuenta con un numeroso grupo de oncdlogos inter-
disciplinarios investigadores y con el interés particular
de incrementar y organizar la investigacion del cancer
como uno de sus objetivos primordiales. En diciembre
de 2007, uno de nosotros le propuso al Presidente de
la Sociedad Mexicana de Oncologia (2008-2009), Dr.
Pedro Escudero de los Rios, la iniciativa de conformar
un Comité Cientifico de Investigacion Oncoldgica
(biomédica bdsicay clinica), independiente alos 17 Co-
mités Cientificos establecidos previamente. Las funciones
de este Comité serfan el de apoyar a los oncdlogos in-
vestigadores en el disefio y ejecucién de protocolos bio-
médicos y clinicos de investigacidon competitivos a nivel
internacional. El financiamiento requerido para esta fun-
cién podria obtenerse predominantemente a partir de
un fondo econémico otorgado por la Industria Farma-
céutica Oncoldgica en México y por los fondos de la
Sociedad Mexicana de Oncologia A.C. Este Comité
Cientifico de Investigacién Oncoldgica, podria con-
formarse por los oncdlogos cuyos trabajos de investiga-
¢i16n han sido reconocidos con el Premio Nacional “Dr.
Guillermo Montano Islas” en los dltimos anos, junto
con investigadores biomédicos en cancer invitados de
Instituciones de Educaciéon Superior. El Comité Cien-
tifico de Investigaciéon Oncoldgica coordinaria y admi-
nistraria el otorgamiento de financiamiento a los grupos
de investigadores que presentaran protocolos competi-
tivos de investigacidn a nivel internacional.

Es una gran oportunidad y responsabilidad para la
comunidad de oncdlogos mexicanos y particularmente
para la nueva administracion de la Sociedad Mexicana de
Oncologia A.C., incrementar y organizar la investigacion
nacional en cdncer, y trabajar para lograr la competitivi-
dad y reconocimiento cientifico a nivel internacional en
esta area. Nuestros logros deberdn trascender en benefi-
cio de la Sociedad Mexicana.



Articulo original

Uso de la eritropoyetina para el tratamiento
de la anemia en pacientes con cancer cervical:

riesgos y beneficios

Erythropoietin use to treat

cervical cancer-associated anaemia: risk and benefits

Rocha-Zavaleta L y Lopez Pérez TV.*

> RESUMEN

La anemia se presenta con frecuencia en pacientes con
cancer cervical, reduciendo significativamente la calidad
de vida y la respuesta a quimiorradioterapia. La eritro-
poyetina es un factor que se estd empleando para tratar
la anemia en pacientes oncologicos. La presente es una
revision de las pruebas realizadas en humanos y en lineas
celulares para estudiar los efectos de la administracién
de la misma. Los resultados publicados, indican que su
administracion incrementa los niveles de hemoglobina y
mejora la respuesta a quimio-radioterapia, pero aumenta
ligeramente el riesgo de eventos tromboembdlicos. Los
datos de estudios in vifro apuntan a la posibilidad de que
la eritropoyetina induzca la proliferacion, sobrevivenciay
migracion de células de tumores cervicales. Sin embargo,
estos estudios son ain controversiales, por lo que se ne-
cesita mayor evidencia experimental para determinar el
verdadero potencial de la eritropoyetina.

Palabras clave: eritropoyetina, cincer cervical, anemia.

> SUMMARY

Anaemiafrequentlyoccursinpatientswithcervical cancer. Ana-
emia impacts significantly on quality of life and reduces the
response to chemo-radiotherapy. Erythropoietin is an agent
which is used to treat cancer-associated anaemia. This review
discusses data _from clinical trials and in vitro studies on the
effect of erytrhopoietin administration. Published results show
that administration of erythropoietin increases the level of he-
moglobin and improves the response to chemo-radiotherapy,
but also induces a slight increment of thrombotic events. In
vitro studies suggest that erythropoietin might induce proli-
feration, survival and migration of cells derived from cervical
tumors. However, these studies are still controversial, thus
more specific experimental data are needed to determine the
risk-benefit of erythropoietin as a treatment for cancer-related
anaemia.

Key words: erythropoietin, cervical cancer, anaemia.

* Departamento de Biologia Molecular y Biotecnologia. Instituto
de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de
México.

Correspondencia: Dra. Leticia Rocha-Zavaleta. Instituto de Investiga-
ciones Biomédicas. Departamento de Biologia Molecular y Biotec-

nologia, UNAM. Circuito Escolar s/n, Ciudad Universitaria, México
D.E., C.P. 04510. México. Tel.: (55) 56 22 92 18, fax.: (55) 56 22 92 12.
Correo electrénico: Irochaz@correo.biomedicas.unam.mx
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> INTRODUCCION

La anemia se presenta con frecuencia en pacientes con
cancer.! Una alternativa para su tratamiento es la admi-
nistracién de eritropoyetina recombinante humana. El
objetivo de la presente revision es presentar las evidencias
experimentales que muestran los efectos, tanto benéficos
como adversos, del uso de la eritropoyetina para el trata-
miento de la anemia asociada al cincer cervical.

> ANEMIA Y CANCER CERVICAL

En pacientes con cancer cervical, la frecuencia de anemia
estd correlacionada directamente con la etapa clinica del
tumor, presentindose en un promedio de 25% de pa-
cientes en etapa I, 33% en etapa Il y hasta 40% de pacien-
tes en etapa II1.2 En un estudio realizado en el Instituto
Nacional de Cancerologia se detecté que 37% de pacien-
tes con cancer cervical se presenta con niveles menores a
12 g/dL de hemoglobina.’

La anemia tiene consecuencias severas en la calidad
de vida de las pacientes,* e incide negativamente en el
control local de la enfermedad y la sobrevida.>” Tradi-
cionalmente, la anemia ha sido tratada mediante trans-
fusiones sanguineas. Sin embargo, las transfusiones
presentan riesgos importantes,® por lo que ha sido nece-
sario desarrollar nuevas alternativas para el tratamiento de
la anemia. Una de estas alternativas es la eritropoyetina
recombinante humana.’

> ERITROPOYETINA

La eritropoyetina (Epo) es una hormona que controla la
produccién de eritrocitos'” regulando la proliferacion,
diferenciacién y sobrevivencia de los progenitores eri-
troides a través de la interaccién con su receptor de mem-
brana (EpoR).!"" La Epo recombinante humana, también
conocida como epoetina @, es utilizada para incrementar
los niveles de hemoglobina y reducir el uso de transfusio-
nes sanguineas en pacientes con anemia severa.'>

Mis de un centenar de estudios relacionados con la
administracion de Epo en pacientes oncologicos anémi-
cos, han sido realizados en los ultimos 10 afos. En conjun-
to estos estudios han mostrado evidencias de un impacto
positivo sobre los niveles de hemoglobina y hematocri-
to, lo cual ayuda a reducir la hipoxia local en los tumo-
res,'® produciendo una mejor respuesta a la radioterapia
y a quimiofirmacos, sobre todo aquellos cuya funcién es
dependiente de oxigeno, como la ciclofostamida, carbo-
platino y doxorubicina.'® Asimismo, se ha observado que
los requerimientos de transfusiones sanguineas se reducen
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significativamente con la terapia eritropoyética, y la ca-
lidad de vida de los pacientes experimenta un aumento
significativo. Desafortunadamente, atin no hay suficien-
tes datos para determinar el efecto del tratamiento con
Epo en la sobrevida de los pacientes oncologicos. A pesar
de los beneficios reportados, el tratamiento con Epo tam-
bién presenta efectos adversos, ya que se ha detectado un
ligero incremento del riesgo de eventos tromboembdli-
cos ¢ hipertension en pacientes que reciben Epo.!”

En el caso particular del cdncer cervical los estudios
del efecto de la Epo en pacientes anémicas son escasos. En
1994 Dusenbery y cols., evaluaron la eficiencia de la Epo
para revertir la anemia en pacientes con cancer cervical
que eran tratadas con radiacion y cisplatino. En este estu-
dio, se determind que la Epo era bien toleraday elevaba el
nivel de hemoglobina.'® En un estudio fase II, que inclu-
y6 53 pacientes de 26 instituciones diferentes, se estudid
el efecto de la administracién de Epo y hierro oral en pa-
cientes con tumores cervicales en etapas [IB-IVA tratadas
con radiacion pélvica y cisplatino, seguido de braquitera-
pia intracavitaria. Los autores observaron que la adminis-
tracién de Epo y hierro oral incrementan gradualmente
los niveles de hemoglobina en mujeres anémicas duran-
te su tratamiento con quimiorradioterapia. Sin embargo,
también detectaron una incidencia mayor de trombosis
venosa profunda en estas pacientes.'” Resultados simila-
res fueron obtenidos en un estudio retrospectivo en el
que se incluyeron 147 pacientes con tumores en etapas
IB-IVA tratadas con quimiorradioterapia, en las que
se observo una incidencia incrementada de trombosis
venosa sintomdtica cuando recibieron Epo.*
temente, se llevo a cabo un estudio clinico fase III para
evaluar el efecto de mantener los niveles de hemoglobina
> 12 g/dL mediante la administracién de Epo en pacien-
tes anémicas con cancer cervical tratadas con cisplatino
y radiacién. Desafortunadamente, este estudio se dio
por terminado prematuramente por el riesgo de even-
tos tromboembdlicos, por lo que no pudo ser definido
el impacto potencial de la Epo en la sobrevivencia total
y sobrevida libre de enfermedad de las pacientes.?’ Los
datos reportados indican una prevalencia de trombosis en
2.7-7.7% de pacientes en tratamiento con quimio y/o ra-
dioterapia, mientras que la frecuencia aumenta a 13-229%
en mujeres que ademads reciben Epo.

Recien-

> EXPRESION DE EPOR EN CANCER CERVICAL
Y SUS CONSECUENCIAS

Resultados como los descritos han despertado un gran
interés en el estudio de los mecanismos celulares y mo-
leculares activados por la Epo en las células de tumores



Uso de la eritropoyetina para el tratamiento de la anemia en pacientes con cancer cervical: riesgos y beneficios @®

Rocha Zavaleta y Lopez Pérez

Tabla 1.

Expresion de Epo y EpoR en diferentes tipos de tumores humanos.
Tipo de tumor EpoR Epo Referencia
Céncer de Mama + + 22-24
Glioma + - 38
Cancer cervical + + 38
Carcinoma de ovario + - 25
Carcinoma renal + + 26
Neuroblastoma + - 27
Céncer de prostata + - 28
Glioblastoma + + 29
Céncer gastrico + + 29
Coriocarcinoma de estémago + + 29
Carcinoma de pulmén + + 29
Cancer pancredtico + + 29
Carcinoma de cabeza y cuello + + 30
Tumor hepético + + 31

EpoR: Receptor para eritropoyetina.

Epo: Eritropoyetina.

+: Indica la expresion positiva de Epo o EpoR.

-: Indica que la expresion de Epo o EpoR no ha sido detectada.

cervicales. Hoy se sabe que las células de los tumores
humanos expresan el EpoR#%! (tabla 1), y que las cé-
lulas derivadas de tumores cervicales ademds producen
eritropoyetina,®>* lo cual sugiere la existencia de un
sistema autdcrino de estimulacién y abre la posibili-
dad de que sean capaces de responder a la presencia de
Epo exdgena. La union de la Epo a su receptor en la
membrana induce la activacién de cascadas de senali-
zacién que estimulan la proliferacioén, sobrevivencia y
migracion celular (figura 1). Por tanto, es importante
estudiar si estos efectos se producen también en célu-
las tumorales que expresan el EpoR. Algunos estudios
han reportado incrementos en la proliferacion de lineas
celulares derivadas de tumores de prostata,”® rindén® y
glindula mamaria.?* Sin embargo, otros estudios mues-
tran resultados contrarios, incluso utilizando las mismas
lineas celulares derivadas de cancer de mama y rinén.?-%
Hasta el momento no se ha estudiado el efecto que la
Epo podria ejercer en células derivadas de cancer cer-
vical.

La administracién de Epo en pacientes anémicas
parece tener un impacto en la regulacion de la hipoxia
tumoral, mejorando la respuesta a quimio y radiotera-
pia. Sin embargo, Belenkov (2004), observo que la adi-
ci6n de 30 U/mL de Epo al medio de cultivo de células
derivadas de cancer cervical induce resistencia al trata-
miento con radiacién y cisplatino.®® En un estudio inde-
pendiente, se reportd que la combinacién de cisplatino

Figura 1.

Vias de sefializacion activadas por la eritropoyetina. La unién de la eritropoyetina
(EPO) a su receptor (EpoR) en la membrana celular, activa diferentes vias de se-
falizacion que inducen diferentes procesos fisioldgicos. Las vias de JAK2-STATS
y SHC-Ras-MAPK han sido involucradas en la induccion de proliferacion. La via
src-PI3K-AKT puede inducir la migracion celular, mientras que si activa al factor
transcripcional NF-kB puede inhibir la apoptosis o muerte celular.
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y Epo incrementa la sobrevivencia de células derivadas
de un tumor cervical.*?

Por otro lado, se ha observado que la Epo puede
actuar como un quimioatrayente de células de tumo-
res cervicales. Usando sistemas de migracion in vitro,
Hamadmad y Hohl (2008), demostraron que la Epo in-
crementa el potencial migratorio de las células tumorales
en una forma dependiente de la concentracion y el tiem-
po.” Estas observaciones podrian tener implicaciones en
la capacidad metastdsica de las células tumorales.

> DISCUSION Y CONCLUSIONES

A pesar de que el uso de Epo en pacientes con cancer
se remonta a mas de una década, ain prevalecen dudas
acerca de la conveniencia de su utilizacion. Los benefi-
cios observados en las pacientes estudiadas, incluyendo
la reversion de la anemia y el incremento en la calidad de
vida, son claros y contrastan con lo observado en estudio
con lineas celulares. En este sentido es muy importante
considerar las diferencias en los sistemas experimenta-
les. Se sabe que los niveles farmacologicos de Epo en el
suero son de aproximadamente 1 U/mL después de la ad-
ministracion subcutinea de una sola dosis de 600 U/kg,
lo cual corresponde a la dosis terapéutica maxima re-
comendada, por lo que es muy probable que las con-
centraciones reales del factor que pueden alcanzar y ser
incorporadas por las células tumorales sean mucho mas
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bajas que aquellas que se utilizan en los ensayos con li-
neas celulares in vitro.

Otro factor a considerar es el microambiente que
prevalece en una masa tumoral. Es ampliamente cono-
cido que los tumores humanos desarrollan zonas hi-
poxicas, en las cuales la oxigenacién es pobre. Algunas
células tumorales son capaces de adaptar su metabolis-
mo a esta condicién y sobrevivir. Este fenémeno estd
asociado con el desarrollo de resistencia a firmacos y
radiaciones ionizantes. La ausencia misma de oxigeno
es un factor que desfavorece el tratamiento con algunos
agentes quimioterapéuticos, cuya accién farmacologi-
ca depende de la presencia de moléculas de oxigeno.
Por lo tanto, el aumento en el aporte de oxigeno como
consecuencia del incremento del hematocrito por la
administraciéon de Epo, tendrd un efecto favorable en el
tratamiento con quimiorradioterapia. En contraste, los
experimentos realizados con células derivadas de cancer
cervical se llevan a cabo en condiciones normoéxicas, o
bien, en condiciones de hipoxia inducida sobre cultivos
en monocapas. Estos sistemas estin constituidos por un
microambiente celular altamente artificial, por lo que
poseen un valor predictivo limitado.

Finalmente, y tomando en cuenta lo anteriormente
expuesto, podemos concluir que los estudios realizados
hasta hoy proveen un panorama parcial de los posibles
efectos de la administracién de Epo en pacientes anémi-
cas con cancer cervical. Las evidencias experimentales
parecen soportar con mayor fuerza el efecto benéfico de
la Epo, sin embargo, es necesario realizar mas y mejores
experimentos in vifro que nos permitan entender en su
debida magnitud los posibles efectos adversos que este
factor eritropoyético podria tener en las células tumorales
que expresan el EpoR.
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Articulo original

La baja infiltracion de células de la respuesta
inmune en el tumor y la DNA-aneuploidia

de las clonas tumorales estan asociados a

la recurrencia tumoral en el cancer cervicouterino

en etapas tempranas

Low density tumor-infiltrating immune cells
and tumor-DNA-aneuploidy clones are associated for
recurrence in early cervical cancer

Valdespino V', Mantilla A2, Rosales Garcia V?, Valdespino Castillo P*, Ortiz R°.

> RESUMEN

Introduccién: En las pacientes tratadas de cancer cervi-
couterino (CC) y con riesgo bajo de recaida, no es infre-
cuente que presenten tasas de recurrencia tumoral altas.
El identificar marcadores prondsticos en el microam-
biente tumoral, es importante para predecir este grupo.

Material y métodos: Cuarenta y dos pacientes con CC
escamoso, tratadas convencionalmente, fueron estudia-
das retrospectivamente. Treinta muestras del grupo con
CC controlado y 12 muestras con CC recurrente en un
periodo de seguimiento de 5 anos, fueron comparados.
Las muestras de material tumoral fijado en parafina fue-
ron valoradas mediante un método histopatoldgico no
clasico, parametros de DNA-ploidia y de expresion de
Ki-67 y PCNA, empleando respectivamente tincién con
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> SUMMARY

Background and objectives: Sporadically, early cervical can-
cer (CC)-conventionally treated patients with low classical re-
lapse factors shows a high-ranking relapse. The elucidation of
other microenvironment tumor prognosis markers is therefore
important to predict them.

Methods: Forty two early stage squamous cell CC-conven-
tionally treated patients were studied retrospectively. Samples
of a CC group with controlled disease and other with recurren-
ce in the disease-free interval of 5 years (DFS) were compa-
red. Archival paraffin-embedded tissue samples were assessed
with histological grading system, DNA ploidy parameters and
Ki-67 and PCNA expression, using hematoxylin-eosin stai-
ning, flow cytometry studies, and immunohistochemical staining,
respectively.

Instituciones donde se realizé el estudio: UMAE de Oncologia, Centro
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La baja infiltracion de células de la respuesta inmune en el tumor y la DNA-aneuploidia de las clonas tumorales estan asociados
a la recurrencia tumoral en el cancer cervicouterino en etapas tempranas ®

hematoxilina-eosina, citometria de flujo ¢ inmunohisto-
quimica.

Resultados: A través de un andlisis estadistico univaria-
do, la densidad de la infiltracién de las células de la res-
puesta inmunoldgica en el tumor (ICRIT) y la tasa de
DNA-aneuploidia de las clonas del tumor demostraron
ser estadisticamente significativas como predictores de
recurrencia tumoral. La baja ICRIT (p = 0.002; Mann-
Whitney Rank Sum Test) y la DNA-aneuploidia de las
clonas tumorales (p = 0.006; Mann-Whitney Rank Sum
Test), fueron asociados a la recurrencia tumoral en el
cancer cervicouterino en etapas tempranas, y viceversa.
El grado de queratinizacién, polimorfismo nuclear, el
patrén de invasion, la proporcion de células en fase S, y
la expresion de Ki-67 y PCNA, no mostraron diferencia
estadistica entre ambos grupos.

Conclusiones: La baja ICRIT y la DNA-aneuploidia
de las clonas tumorales se correlacionaron con un pobre
pronostico clinico en las muestras de pacientes con CC.
La identificacion de estos dos marcadores de mal pro-
nostico, podrian incluirse en el estudio rutinario histo-
patologico de los especimenes de CC como parte de la
evaluacion integral de la paciente.

Palabras clave: cancer cervicouterino, marcadores tu-
morales prondsticos, infiltracion de las células de la res-
puesta inmunoldgica en el tumor, DNA-aneuploidia.

Valdespino V et al.

Results: In univariate statistical analysis density tumor-in-
Sltrating immune cells (TIIC) and clonal tumor DNA-aneu-
ploidy rates showed to be statistically significant pretreatment
predictors of tumor-recurrence. Low density tumor-infiltrating
immune cells (p = 0.002; Mann-Whitney Rank Sum Test)
and DNA-aneuploidy in low rates of tumor cell populations
(p = 0.006, Mann-Whitney Rank Sum Test) were asso-
ciated with recurrence tumor, and vice versa. The degree of
keratinization, nuclear polymorphism, pattern of invasion, S-
phase determinations, and Ki-67/PCNA expression showed
no statistical difference in DFS between both CC-groups.
Conclusions: Low TIC and tumor-DNA aneuploidy co-
rrelated with poor survival in CC-samples. The identification
of these poor prognostic markers could be included in the routi-
ne histopathological variables of CC specimens as part of the
integral clinical evaluation.

Key words: cervical cancer, tumor marker prognosis, tumor-
infiltrating immune cells, DNA-aneuploidy.

> INTRODUCCION

El cancer cervicouterino (CC), es la neoplasia mas fre-
cuente en las mujeres en el mundo después del cancer
mamario, se han estimado 493,000 nuevos casos para
2005 y provocd 274,000 muertes en 2002. La mayoria de
los casos se presentan en los paises en desarrollo (83%0),
en donde el CC alcanza 15% en frecuencia y mas de
200,000 mujeres mueren por recurrencia tumoral a pe-
sar de los tratamientos oncoldgicos convencionales.! Al-
gunos factores clinicos e histopatoldgicos se asocian con
el riesgo de recaida, entre ellos, etapa clinica especifica
(de acuerdo a la Federacién Internacional de Ginecdlo-
gos y Obstetras), el volumen tumoral, la profundidad de
invasion, las metastasis ganglionares, la invasion linfiti-
ca y vascular, el tipo histopatoldgico y la diferenciacién
tumoral.> Globalmente las pacientes presentan recurren-
cia tumoral proporcional, en 10-20% en ctapas clinicas

tempranas, 33-45% en etapas intermedias y 58-80% en
etapas avanzadas.

No es infrecuente que las pacientes tratadas con CC
con riesgo bajo de recaida, presenten tasas altas de recu-
rrencia tumoral. El identificar otros marcadores pronds-
ticos en el microambiente tumoral, nos podria ayudar a
identificar a ese grupo de pacientes.

La desregulacidn génica y la inestabilidad genémica
son caracteristicas comunes de los tumores sélidos.®> Los
cambios estructurales cromosémicos, tanto de medianas
y pequenas regiones de la cromatina producen cambios
en el contenido tal del DNA nuclear, fendmeno comun-
mente conocido como aneuploidia. Algunos tumores
presentan escasas aberraciones cromosdmicas, mientras
que otros, presentan gran cantidad de ellas. E1 CC se aso-
cia a las infecciones persistentes por virus del papiloma
humano (VPH) de alto riesgo oncogénico. Las oncopro-
teinas E6 y E7 de los VPH afectan las vias de senializacion
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intracelular de la proliferacion, sobrevida y apoptosis, lo
que en parte explica su panorama de carcinogénesis y
transformacion tumoral.* La expresion de estos genes
en las células madre epiteliales puede provocar cambios
estructurales en numerosos cromosomas, con ganancias
y pérdidas de sus segmentos, o los deja aparentemente
intactos cuando el nimero de copias y pérdida de hete-
rocigosidad (PHC) de pequenas regiones se presenta en
el genoma.>”’

La aneuploidia contribuye o coincide con el desarro-
llo tumoral®? y uno de los mejores métodos para evaluar-
la es mediante la citometria de flujo (FC, cuyo analisis de
resolucidn es del orden de gigabases).!? El efecto de las
oncoproteinas virales E6 y E7, es el de facilitar integra-
ci6n del VPH al DNA cromosomal, y provocar ganancia
y pérdida de copias y PHC concurrentes, particularmen-
te en pequenas regiones cromosémicas como 3p14-22,
4pl6, 5p15, 6p21-22, 11923, 17p13.3; y amplificacion
de otras regiones como 3q24-28, lo cual altera la regu-
lacién de G2/M en el control del ciclo celular.>”!" La
alteracidn génica que regula el aparato mitético conduce
a la formacién de multiples centrosomas, lo que se aso-
cia a mitosis multipolares, junto con otras aberraciones
numéricas y estructurales.”

Globalmente, la DNA-ploidia se ha considerado
como un factor pronéstico de progresion del CC en eta-
pas avanzadas.®!"-* En los tltimos 20 anos, los indices de
DNA-ploidia y de proliferacion celular han sido estudia-
dos en CC como factores prondsticos; sin embargo, los
resultados de la determinacidn de estos indices han sido
controversiales en su asociacion a la evolucion clinica
de la enfermedad;'!-?! algunos estudios han demostrado
su asociacién con mal pronoéstico,'*!® y muchos otros no
la han demostrado.'**' De igual manera, la fraccién de
células en fase S y la expresion de marcadores de prolife-
racién (Ki67/PCNA) han mostrado correlacion incon-
sistente como factores clinicos prondsticos en CC.'0-22¢

Por otra parte, sélo 1-3% de las mujeres que cursan
con infeccidn persistente por VPH de alto riesgo, desa-
rrollarin CC.?” Los mecanismos de defensa que limitan la
infeccion viral, como la respuesta inmunoldgica natural
y adaptativa son necesarios para erradicar la infeccion, y
evitar la carcinogénesis y la progresion tumoral.® Se han
realizado muy escasos estudios que valoran la respuesta
inmunoldgica local en CC, los cuales han sugerido que
la presencia de una respuesta inflamatoria potente o una
elevada infiltracion de linfocitos son factores importantes
relacionados con pacientes libres de tumor. ' 2-32

El objetivo de este estudio es evaluar comparati-
vamente la relacion de algunas caracteristicas del mi-
croambiente tumoral, como grado de queratinizacion,
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polimorfismo nuclear, patrén de invasion, infiltracion
de células de la respuesta inmune en el tumor, la DNA-
aneuploidia de las clonas tumorales, fraccién de células
en fase Sy expresion de Ki-67 y PCNA como factores
prondsticos en pacientes con CC en etapas tempranas,
tratados convencionalmente, con seguimiento clinico de
5 anos. Este estudio aportarfa informacién adicional en
relacién con los resultados controversiales previos.

> MATERIAL Y METODOS

Grupo de estudio

Retrospectivamente, seleccionamos los expedientes
clinicos de pacientes con CC tratados y vigilados por 5
anos en los Servicios de Ginecologia y Radioterapia de
la Unidad Médica de Alta Especialidad de Oncologia,
Centro Médico Nacional Siglo XXI, Instituto Mexica-
no del Seguro Social (UMAEQ) entre los anos 2000 y
2002. Los criterios de seleccion de los expedientes de los
pacientes con CC fueron: tipo epidermoide, bien 0 mo-
deradamente diferenciado, en etapas clinicas tempranas
(IB y IIA de la FIGO), tratadas con histerectomia radical
tipo III y linfadenectomia pélvica (etapa histopatologica
pT1b1, T2a, pNO) o radioterapia radical (dosis media 76
Gy al punto A, mediante la combinacién de radiotera-
pla externa con intracavitaria). Cuarenta y dos pacientes
fueron incluidos en el andlisis de este estudio (tabla 1),
30/42 pacientes fueron tratados con cirugia y 12/42 con
radiaciones. Las pacientes fueron agrupadas en dos gru-
pos de acuerdo a su evolucion clinica en los siguientes
cinco anos. El primer grupo con seguimiento promedio
de 59 meses (rango de 58 a 60 meses; n = 30), cursaron
con control pélvico del tumor postratamiento (CPT); el
segundo grupo con seguimiento promedio de 30 meses
(rango de 12 a 60 meses, n = 12), presentaron recurrencia
pélvica tumoral postratamiento (RPT).

Material tumoral

El material tumoral fue fijado en formaldehido y con-
servado en bloques de parafina. Los especimenes fueron
estudiados en los Departamentos de Anatomia Patologi-
ca del propio Hospital, y en la Unidad de Citometria de
Fluyjo del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
del Instituto Politécnico Nacional. Una vez que fue iden-
tificado el bloque de tejido tumoral, se realizaron nuevos
cortes que se tifiieron con hematoxilina y eosina (H&E)
para su confirmacidn, para posteriormente valorar los
parametros histopatoldgicos clasicos y no cldsicos 2! y
obtener los cortes tumorales para los estudios de la ploidia
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Tabla 1.

Infiltracion de células de la respuesta inmune en el tumor, indice de DNA de las
clonas tumorales y expresion de Ki-67 en muestras de pacientes con cancer cervi-
couterino en etapas clinicas tempranas.

Pacientes con CC tratados libres de tumor
en el seguimiento clinico de 5 afios

Paciente®  Etapa clinica® Infil. celrespinm.®  indice-DNA® % de Ki-67¢
P1 1B 2 1.06 40
P2 B 1 1 60
P3 1B 3 112 60
P4 lIA 2 117 50
P5 B 4 113 80
P6 1B 3 115 40
P7 1B 2 1 50
P8 B 2 1 60
P9 1B 2 1 70

P10 1B 3 1 80
P11 B 1 1 80
P12 1B 2 1 80
P13 1B 1 0.87 60
P14 B 2 1 50
P15 1B 2 1 35
P16 1B 3 11 50
P17 lIA 4 116 0
P18 1B 2 1 35
P19 1B 2 112 80
P20 B 1 12 0
P21 1B 2 1 50
P22 1B 2 1 80
P23 B 2 1 40
P24 1B 3 11 70
P25 1B 1 1 50
P26 B 2 1 60
P27 lIA 3 1 80
P28 1B 3 1 70
P29 B 2 0.88 50
P30 1B 2 113 40
P31 1B 2 1 80
P32 B 3 114 70
P33 1B 4 1 90
P34 1B 2 1 80
P35 B 3 1 60
P36 lIA 2 12 50
P37 1B 4 115 20
P38 B 4 113 80
P39 1B 4 114 90
P40 1B 3 1.2 70
P41 B 2 1.24 50
P42 1B 4 13 90

a Todos los especimenes fueron estudiados antes de que las pacientes fueran tratadas.

b La etapa clinica fue establecida de acuerdo a la FIGO.

¢ La determinacion de los valores fue tomado de la escala de la propuesta por Kristensen
y cols. (bibliografia 31).

@ Valores obtenidos empleando el citometro FACScalibur, y el software ModFit LT.

¢ Valores determinados por medio de inmunohistoquimica (el anticuerpo MIB-1).

Valdespino V et al.

del DNA. Los estudios histopatologicos y de citome-
tria de flujo fueron realizados respectivamente por AM y
por VRG, quienes desconocieron el estado clinico de las
pacientes al momento de realizarlo (estudio ciego).

Analisis del DNA por citometria de flujo

Se seleccionaron muestras que contenian mds del 20%
de células tumorales en los cortes histopatologicos, v se
seccionaron rebanadas de 50 micras de grosor. El tejido
tumoral fue desparafinado, hidratado, disgregado y dige-
rido con pepsina, y los nicleos obtenidos fueron tenidos
con yoduro de propidio (IP), de acuerdo al método de
Hedley y cols.?® Para eliminar el RINA vy cuantificar
el DNA se empleo ¢l Kit Cycle TEST™ PLUS DNA
Reagent (que contiene RNAasa y IP), bajo las indica-
ciones de los proveedores (Becton Dickinson USA). Los
nucleos fueron analizados a través del citometro FACS-
calibur (BD Biosciences, San José, CA), previamen-
te calibrado y ajustado con particulas QC-DNA (BD
Biosciences, San José, CA). Los ntucleos fueron analiza-
dos a bajo flujo, en promedio de 100-300 ntcleos/segun-
do. Fueron estudiados por lo menos 10,000 eventos en
el histograma, la fraccién celular de cada fase del ciclo
celular y el indice de DNA fueron evaluados, median-
te andlisis automatico y andlisis manual con el software
ModFit LT TM (BD Biosciences, San José, CA). El in-
dice de DNA fue determinado de manera habitual.!!®
Tres tipos de ploidias fueron identificados de acuerdo al
i) valor del indice de DNA, ii) por 2 o mas picos en GO-
G1 distintos, o iii) por ambos. En la figura 1 se muestran
2 histogramas representativos de muestras de pacientes
con poblaciones tumorales aneuploides.

Determinacion del grado de queratinizacion,

del polimorfismo nuclear, del patréon de invasion

y de la infiltracién de células de la respuesta inmune
en el tumor

En los cortes histopatolégicos de CC tenidos con H&E,
fueron valorados los parimetros clisicos y no clasicos. Es-
tos ultimos fueron analizados de acuerdo a la escala pro-
puesta por Bryne y cols., y Kristensen y cols.,*'** en cortes
de 4 um de espesor preparadas con las técnicas rutinarias
para estudios histologicos y tefiiddas con H&E. El andlisis
se realiz6 por triplicado, en tres zonas diferentes del tu-
mor. En cada tumor se otorgd puntuacion de 1 a 4 a cada
uno de los pardmetros histopatologicos no clisicos. Bre-
vemente, la puntuacion empleada fue como sigue: grado
de queratinizacién (1 = alto, 2 = moderado, 3 = minimo,
4 = sin queratinizacién), polimorfismo nuclear (1 = esca-
s0, 2 = moderado, 3 = abundante, 4 = muy abundante),
patréon de invasion (1 = empujante, 2 = infiltracién por
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Figura 1.

Histogramas representativos del DNA de las poblaciones tumorales de las muestras de cancer cervicouterino, tefiidos con yoduro de propidio. El andlisis fue realizado en un
citometro de tipo FACScalibour. En A, histograma de control con particulas DNA QC (Becton Dickinson); B, Histograma unimodal de una muestra diploide de CC; Cy D, corres-

ponden a dos patrones diferentes de histograma de muestras aneuplioides de CC.
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cordones solidos, 3 = infiltracién por cimulos pequenos,
4 = infiltracién marcada) y de la infiltracién de células de
la respuesta inmune en el tumor (1 = marcada, 2 = mode-
rada, 3 = minima, 4 = nula) *"** La puntuacién individual
y la puntuacion sumatoria fueron determinadas.

Identificacion de los marcadores de proliferacion
Ki-67 y PCNA por inmunohistoquimica

Cortes de 4 micras del CC fijados en parafina fueron tefii-
dos usando el método de biotina-estreptavidina-peroxi-
dasa (Supersensitive immunodetection system, LP-UL,
Biogenex, San Ramon CA). Los cortes desparafinados
fueron colocados en una soluciéon 1 mM de EDTA con
pH de 8, junto con peréxido de hidrégeno al 1% por
10 minutos,® y luego en las laminillas cubiertas de amino-
propiltrietoxisileno, para posteriormente incubarlas con
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los anticuerpos monoclonales durante 30 minutos a tem-
peratura ambiente. Los anticuerpos de raton contra Ki-67
(MIB-1 clone, DAKO A/S, Glostrup, Denmark) y contra
PCNA (PCa0, Abcam Ltd, Cambridge, UK) fueron usa-
dos. Las laminillas fueron luego incubadas con la mezcla
biotina-estreptavidina-peroxidasa por 20 minutos cada
una. El tejido fue tefiido con 3,3’-tetrahidrocloruro de
diaminobenzidina preparada en amortiguador de Tris pH
de 7.6 por 5 min. Los controles positivos (tejido de amigda-
la palatina) fueron verificados. La expresion porcentual
del marcador fue valorada en 500-1000 células de CC.
Solo las tinciones intensas o moderas fueron consideradas
como positivas. La tincidn de estas proteinas en los cam-
pos microscopicos fue determinada porcentualmente en
relacion al namero total de nucleos de células epiteliales
contados. De manera convencional Ki-67 marca células
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en las fases S, G2y M, y el PCNA solamente en fase S en
los estudios inmunohistoquimicos.

Analisis estadistico

El periodo libre de enfermedad o la presentacion de recu-
rrencia tumoral a 5 afos, a partir del primer tratamiento
recibido por las pacientes con CC, fueron considera-
dos como las variables de referencia para seleccionar los dos
grupos.

Las puntuaciones individuales o la suma de ellas, de
los diferentes parametros histopatolégicos no clasicos, los
pardmetros de la DNA-ploidia y la expresion de los Ki-67
y PCNA del grupo CPT vy del grupo RPT de pacientes,
fueron comparados usando la prueba de Mann-Whitney
Rank Sum Test. Las diferencias fueron consideradas es-
tadisticamente significativas con niveles de p < 0.05. Los
datos fueron analizados en el software Sigma Stat (SPSS
Inc., Chicago, IL).

> RESULTADOS

Las caracteristicas de los dos grupos de pacientes, rela-
cionadas a su etapa clinica, y las determinaciones de in-
filtracién de células de la respuesta inmune en el tumor,
de DNA-aneuploidia de las clonas tumorales y expre-
sién de Ki-67 son presentados en la tabla 1.

DNA-aneuplodia con bajos valores de DI,
fueron encontrados en las muestras de los pacientes
que cursaron con recurrencia del CC

El andlisis de DNA nuclear empleando CF fue realizado
en 42 muestras tumorales. El coeficiente de variacion de
la curva de distribucién del DNA en el pico G -G, fue
5-8% en las muestras diploides y de 6-10% en las mues-
tras ancuploides. En 50% (21/42) de todo el conjunto
se obtuvo un histograma unimodal de G -G,, cé¢lulas
tumorales diploides, con un indice de DNA (DI) = 1;
7.1% (3/42) correspondieron a muestras de CC cerca-
nas a diploides, con DI = 0.90-1.10, y 42.8% (18/42) a
las tumores aneuploides (DI = 1.11-1.30, y <0.90); no
se encontraron tumores multiploides. Los tumores di-
ploides y los cercanos a diploides fueron integrados en un
solo grupo. Las tres muestras con DI cercano a diploide
mostraron dos picos distintos de G -G, en el histograma,
y fueron adicionados al grupo de DI-aneuploide. Por
lo que, finalmente DNA-aneuploidia fue observada en
50% de los casos (21/42) de todo el conjunto.

El DI promedio en muestras del grupo de CPT fue
de 1.041 (SD 0.08) con 33.3% de aneuploidia (10/30) y
del grupo RPT fue de 1.125 (SD 0.103) con 66.6% de
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aneuploidia (8/12) (tabla 1). Los valores de DNA-ploidia
comparando los correspondientes de los grupos RPT y
CPT fueron significativamente diferentes, las muestras
de pacientes que cursaron con recurrencia tumoral pre-
sentaron poblaciones tumorales aneuploides (p = 0.006,
Mann-Whitney Rank Sum Test; tabla 1). La figura 1
muestra histogramas de poblaciones de CC diploide y
aneuploides. No hubo diferencia al comparar el porcen-
taje de células de la fraccidén S en las poblaciones tumora-
les de ambos grupos.

Menor infiltracion de células de la respuesta
inmune en el tumor, fue encontrada en muestras
de pacientes con CC recurrente al tratamiento

Encontramos que la densidad de infiltracién de células
de la respuesta inmune en el tumor (respuesta inmuno-
logica del paciente) fue significativamente menor en los
pacientes con RPT (valor promedio de 3.08 con SD de
0.86), comparada con el grupo con CPT (promedio
de 2.20, con SD de 0.80), con p = 0.002 (Mann-Whitney
Rank Sum Test) (tabla 1). Estos resultados fueron ob-
tenidos cuando los valores promedio fueron organizados
en una tabla de 2 x 2, correspondiente a pacientes con
CPT y con RPT vs. nula/minima y moderada/marcada
densidad de infiltracién de células de la respuesta inmune
en el tumor.

Los valores promedios comparativos entre los gru-
pos con CC demostrd que el polimorfismo nuclear y
el patrén de invasion fueron parecidos, y que aunque
el correspondiente al grado de queratinizacidén demos-
tr6 diferencia, ésta no fue estadisticamente significativa
(p = 0.054). Los valores promedios del grado de quera-
tinizacion, polimorfismo nuclear y patron de invasion
entre los grupos CPT y RPT fueron respectivamente
3.8,2.83 y 2.4, con una sumatoria de los cuatro parame-
tros de 11.33; y de 3.36, 3.09, y 2.36, con una sumatoria
de 11.9. No se encontraron diferencias significativas de
estas determinaciones comparando ambos grupos. Los
cuatro diferentes patrones de infiltracién de células de la
respuesta inmune en los cortes histologicos del CC, se
muestran en la figura 2.

La expresion de Ki-67 y PCNA no fue
significativamente diferente entre los dos grupos

Se sabe que la expresion de Ki-67 se encuentra marca-
damente incrementada en las lesiones precursoras ¢ in-
vasoras de CC comparada con el epitelio cervical nor-
mal.”® En las muestras de nuestro estudio no se encontra-
ron diferencias significativas en la de expresion de estos
marcadores de proliferacién celular entre ambos grupos.
Ki-67 fue mayormente expresado en muestras del grupo
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Figura 2.

Los 4 patrones fotomicrograficos representativos de la infiltracion de células de la respuesta inmune en el tumor en los cortes histologicos de CC de nuestros casos, de acuerdo
a Bryne y cols. En A, nula infiltracién de células de la respuesta inmune (ICRI); B, con leve ICRI; C, con moderada ICRI; y D, con marcada ICRI.

de RTP (66.8%) contra el grupo de CTP (55.7%) con
p=0.63. Los valores de expresion de PCNA vy la fraccién
de células en fase S fueron de 80.3 y 10.32% en el grupo
CTP, y de 76.4 y 8.9% en el grupo RTP.

> DiscusiON

En este estudio, se encontraron que dos variables del mi-
croambiente de CC, la DNA-ploidia de las clonas tumo-
rales y la densidad de infiltracion de células de la respuesta
inmune en el tumor se asociaron con el pronoéstico clinico
en pacientes con CC en etapas clinicas iniciales, tratadas
convencionalmente. Aunque los valores porcentuales del
grado de queratinizacién y de la expresion del Ki-67 fue-
ron diferentes en los grupos comparativos, la aplicacién del
analisis estadistico no demostr6 diferencia significativa.
En los dltimos anos, el nimero de marcadores tumo-
rales identificados con impacto de utilidad en la clinica
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es sumamente pequenio. Diferentes razones podrian ex-
plicar que el valor de un mismo marcador en mdaltiples
estudios, no sea consistente y esto conduzcan a diferentes
conclusiones. Es muy probable, que variaciones técnicas
en procedimientos metodoldgicos similares o parecidos
tanto como el uso de tecnologias especificas con diferen-
te poder de resolucidn para analizar un evento biologico
(p-¢j. valoracion del DNA con metodologias con resolu-
ci6én de kilo-, mega- y gigabases) pueda causar las discre-
pancias. Aunque los diferentes aspectos metodologicos
deben ser reportados cuidadosamente, algunos articu-
los publicados carecen de suficiente informacion. En
una interesante revision, McShane y cols.,* reflexionan
sobre esta condicion y proponen recomendaciones me-
todologicas para fortalecer la reproducibilidad de los ha-
llazgos encontrados en estos tipos de estudios.

Elanalisis univariado (UA) del DNA celular median-
te FC detecta los cambios genémicos masivos, conocidos
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como aneuploidia. Debido a la simplicidad y reproduci-
bilidad del UA empleando FC para cuantificar del conte-
nido de DNA en los tejidos conservados en parafina (facil
acceso), este método continta siendo el més frecuente-
mente utilizado en estudios clinicos.””** Ocasionalmen-
te, otros estudios que procesan tejido tumoral fresco y/o
que realizan determinaciones multiparamétricas en la se-
leccion de poblaciones celulares tumorales, han obtenido
resultados parcialmente mejorados (1096).%

La determinacién de aneuploidia en los casos de CC
(principalmente de tipo epidermoide), ha demostrado
una correlacién inconsistente como indicador clinico
prondstico. En una revision reciente de ploidias en can-
ceres ginecologicos, Fox* al analizar 23 estudios de series
de muestras de CC, concluyd que aunque globalmente
los CC invasores muestran DNA-aneuploidia (con cifras
bajas de DI-aneuploide), pocos estudios (5/23) demos-
traron que las pacientes con carcinomas de cuello uterino
con poblaciones aneuploides cursaron con peor pronds-
tico, comparados con su contraparte.'*'># La mayoria de
los estudios detectaron diferencias estadisticamente no
significativas de esta asociacion. 16214

En un estudio anecdético de una sola paciente con
CC etapa FIGO 11, el DI inicial del tejido tumoral co-
rrespondié a 1, y 7 meses mas tarde el andlisis en tejido
de metastasis demostré cambios notables de progresion
hacia la aneuploidia con DI = 1.6.% Kashyap y Bhambha-
ni,* también mostraron que la aneuploidia se incrementa
con el grado de desdiferenciacién tumoral en CC.

Diferentes caracteristicas biologicas del CC y de su
analisis metodoldgico, permiten entender los diversos
resultados obtenidos en los estudios de su ploidia. Una
caracteristica biologica es que el CC como unidad tu-
moral presenta tasas bajas de ancuploidia, comparada
con otros cinceres (ovario, prostata, mama, etc.).*#:46
Una de las condiciones metodologicas es que el analisis
cuantitativo del DNA-nuclear ha sido mejorado gracias
al mejoramiento de la instrumentacién. Asi los nuevos
citometros de flujo y sus softwar pueden excluir de su
analisis, los nucleos aglutinados, danados, y por ello rea-
lizan una cuantificacién mis eficiente del DNA.¥

Al analizar las diferentes metodologias empleadas en
los estudios de DNA-ploidias en CC, se encontrd que los
estudios (junto con el nuestro) cuyos resultados demostra-
ron diferencias estadisticamente significativas relacionadas
con el prondstico clinico, coincidieron en la utilizacion de
metodologias recientes, particularmente mediante el uso
de citébmetros de flujo de segunda generacidn, tanto como
software modernos'>'>4!'y nuestro estudio.

Muy probablemente, mientras mds eficiente y anali-
tica sea la instrumentacion de la tecnologia de FC, mejores
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resultados podrian obtenerse en el registro del DNA en el
ciclo celular. Nuevas generaciones de citometros de flu-
jo (Munster, BRD, FACScalibur), y de software (Cycle
Multicycle, Mod Fit LT) que analizan los eventos del ci-
clo celular estan disponibles.*

Asimismo, se podria alcanzar mayor potencial y
eficiencia de estas determinaciones, combinando otras
estrategias para seleccionar las poblaciones tumorales es-
pecificas de estudio, empleando analisis cuali/cuantitativo
(p-¢j. utilizar simultineamente microdiseccion dirigida,
otros colorantes adicionales al IP como DAPI, identificar
la expresion de las ciclinas D, E, A y B1) y combinarlos
con metodologias de alta resolucién como la hibridacién
gendémica comparativa o microarreglos de DINA) 34549

Aungque la proliferacién celular elevada, junto con la
evasion de la apoptosis son marcas intrinsecas del cancer;
y el incremento de la primera, estd relacionada con el ri-
pido crecimiento tumoral®*®!' nuestros resultados, como
el de otros estudios quedan sin demostrar su asociacion
con el comportamiento clinico del CC.5* Eventual-
mente, la determinacién de parimetros interconectados
a la proliferacion celular (p.¢j. indice de apoptosis),>*>
ayudard a predecir la respuesta clinica.

Recientemente, se ha aceptado que la séptima marca
del cancer es evadir la vigilancia inmunologica (inmuno-
seleccion e inmunosubversion).>® Sin embargo, la posibi-
lidad de que la respuesta inmunologica adaptativa pueda
controlar el crecimiento y la recurrencia en los tumores
humanos es atn cuestionable. La investigacion de la res-
puesta inmunologica de los linfocitos T en las pacientes
con CC ha dirigido su atencién predominantemente a
explorarlos linfocitos de sangre periférica, y no en ellecho
tumoral. Sin embargo, algunos estudios han demostra-
do que una infiltraciéon intensa de células de Langerhans
y de linfocitos T se asocia con un mejor prondstico en
las pacientes con CC que fueron tratadas con radiotera-
pia.>”*® El consenso de los pocos estudios que han valo-
rado esta respuesta en el lecho tumoral de pacientes con
CC, han demostrado que la alta densidad de infiltracién
de células de la respuesta inmunoldgica es un factor inde-
pendiente asociado a mejores tasas de sobrevida. 6303258
Los resultados obtenidos en el presente estudio fueron
similares a los previos reportados, donde la baja densidad
de infiltracién de células de la respuesta inmune en el tu-
mor, fue asociada significativamente a los pacientes con
CC que presentaron recurrencia tumoral en los siguien-
tes 5 afos después del tratamiento, y viceversa.

Se ha demostrado en ellecho tumoral del CC, que la
infiltracién linfocitaria corresponde predominantemen-
te a poblaciones de linfocitos T CD8+% (efectores de la
respuesta inmunologica adaptativa). Teéricamente en los

GAMO Vol. 7 Nim. 3, mayo — junio 2008 ®

77



78

casos de pacientes con CC con marcada/moderada infil-
tracioén de células de la respuesta inmune en el tumor,
los antigenos asociados al tumor (AAT, frecuentemente
epitopes de E6 y E7), han sido presentados (por medio
de las células de Langerhans) a los linfocitos T especificos
y éstos se han clonado y expandido localmente (la fase
activa de la respuesta adaptativa se ha establecido). Alter-
nativamente, en la nula o minima respuesta de este tipo,
la fase de respuesta adaptativa antitumoral no se ha esta-
blecido. Se requieren adicionales estudios que valoren la
densidad, el tipo y la activacion in situ de los linfocitos T
en el microambiente del CC (esta parcial conclusion fue
establecida a finales de 2006).

Recientemente Pages y cols., en dos sucesivos estu-
dios, ! empleando diferentes metodologias (FC, IHQ,
microarreglos de tejidos) demostraron que el tipo, den-
sidad y localizacién de infiltracion de células de la res-
puesta inmune en los carcinomas colorrectales, fueron el
mejor predictor de la sobrevida en estos pacientes. Muy
recientemente Nedergaard y cols., en otros dos estudios
seriados®®® de pacientes con CC en etapas iniciales, de-
mostraron disminucion significativa de la densidad de
intra y peritumoral de linfocitos CD3+, CD4+ y CD8+,
CD57+, CD1la+, CD20+, CD45RA+ y CD45RO+ en
pacientes que presentaron recaida tumoral.

Bajo estos resultados, consideramos que la determi-
nacién de infiltracion de las células de la respuesta inmu-
ne en el tumor es un factor ttil para el prondstico, puede
llevarse a cabo facilmente, y deberia agregarse e integrarse
en el estudio histopatologico rutinario en las muestras tu-
morales de CC.

En conclusidn, en nuestro estudio comparamos al-
gunas caracteristicas del microambiente tumoral en dos
grupos de pacientes homogéneos supervisados con CC,
empleando anilisis univariado. Encontramos que la
marcada/moderada infiltracion de células de la respuesta
inmune en el tumor y la DNA-ploidia de las clonas tu-
morales se asocian a pacientes libres de tumor, seguidos
por un periodo de 5 afos. Por el contrario, la nula/baja
infiltracién de células de la respuesta inmune en el tu-
mor y la DNA-aneuploidia de las clonas tumorales, es-
tan asociadas a pacientes con recurrencia tumoral. Estos
dos marcadores son factores independientes asociados
a la respuesta clinica de los pacientes con CC en etapas
iniciales, tratadas convencionalmente.

El grado de queratinizacion, el polimorfismo nuclear,
el patron de invasion, las expresiones de Ki-67 y de PCNA,
y la fraccién de células en fase S, no fueron factores signifi-
cativos para predecir el comportamiento clinico.

Se requieren estudios adicionales con metodologias
de mayor resolucion de andlisis del DNA y aquellos que
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valoren la densidad, el tipo y la activacion in situ de los
linfocitos T en el microambiente de la progresiéon tumo-
ral del CC.

Consideramos que la determinacién de la infiltra-
ci6n de células de la respuesta inmune en el tumor, debe-
ria agregarse en el estudio histopatologico rutinario en las
muestras tumorales de CC, como parte de la evaluaciéon
integral de la paciente.
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Articulo original

Mecanismos epigenéticos celulares
y sus alteraciones en cancer

Valdespino V', Valdespino Castillo P2.

Epigenetic cellular mechanisms

and cancer abnormalities

> RESUMEN

El dogma de la era genética estd atravesando una silen-
ciosa revolucidn. Estamos empezando a pensar tanto en
términos de secuencias de genes y de su respuesta en el
contexto ambiental.

La Epigenética ofrece la posibilidad de reprogramar
el genoma sin necesidad de modificar el material genéti-
co. Este nuevo conocimiento nos da pistas para entender
el crecimiento y desarrollo de las células sanas y de enfer-
medades como el cancer, trastornos genéticos, sindromes
pedidtricos, entre otros.

La Epigenética ha evolucionado recientemente de
ser una coleccidn curiosa y desordenada de diversos fe-
némenos a entenderse como un campo de estudio donde
la red de la expresion fenotipica del genoma y del tipo de
empacamiento del ADN/cromatina se relacionan con el
fenotipo funcional celular. Sin embargo, a pesar de los re-
clentes progresos en esta area, quedan una gran cantidad
de preguntas por contestarse.

El hecho de que diferentes errores epigenéticos son
prevalentes en los cinceres y juegan un papel causal, ha
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> SUMMARY

The genetic field dogma is going across in a silent revolu-
tion. We are beginig to think so much in gene sequences
context as how genes work at specific environment context.
Epigenetics provides the possibility of genome reprograming
without structural modifications of the genetic material. This
recent knowledge give us the clues to understand development
and growth of healthy cells and altered cells in cancer, genetic
disorders, pediatric syndromes and other diseases.

Epigenetics has undergone a change from a collection of
diverse phenomena to a defined field of study, where molecular
networks of genome expression phenotypes and chromatin/
DNA packaging patterns are connected the cellular functional
phenotype. Nevertheless, in spite of these recent progresses,
many challenges remain.

The fact that epigenetic errors are prevalent in cancer and
are causative factors in tumor formation and progression has
lead to the development of new therapeutic approches designed
fo reverse epigenetic tumor suppressor genes.

In this paper we discuss the main well-known epigenetic
variations between healthy mamalian cells and human cancer

Correspondencia: Victor Valdespino MD PhD. Dir: Angel Urraza
Num. 517, Colonia del Valle, C.P. 03100 México, D.F. Tel: (55)
55597768. Correo electrénico: valdespinov@yahoo.com



conducido al desarrollo de nuevos ensayos terapéuticos
cuya meta es el revocar el silenciamiento de genes supre-
sores tumorales.

En esta revision nosotros discutimos las principales
variaciones epigenéticas conocidas entre las células nor-
males de mamiferos y las células cancerosas humanas,
para con ello entender la utilidad de su identificacién y su
potencial aplicacién clinica.

En los proximos anos, la identificacion de los mapas
topograficos del empaquetamiento del genoma que re-
gulan la expresion de los genes relacionados con la trans-
formacion neopldsica -epigenetic signature- en cada uno de
los 200 modelos de cancer, serd empleada para realizar
nuevas estrategias de diagndstico molecular y de trata-
miento en pacientes con cancer.

Palabras clave: cincer, alteraciones epigenéticas.

Mecanismos epigenéticos celulares y sus alteraciones en cancer @

Valdespino V et al.

cells. The identification of these epigenetic abnormalities has
potential utility in clinical applications.

In the next years the identification of maps of the geno-
me topography related to neoplasic transformation-epigenetic
signature- in each of the 200 cancer models, will be used in
new approaches to molecular diagnosis and targeted treatment
across the clinical spectrum.

Key words: cancer, epigenetic abnormalities.

> INTRODUCCION

Tradicionalmente la investigacién en cincer se ha enfo-
cado a la identificacién de mutaciones genéticas. Hoy,
nuestro conocimiento se ha incrementado al entender las
alteraciones epigenéticas. Ellas corresponden a los cam-
bios en el ADN sin alterar su secuencia y los cambios
en la remodelacién de la cromatina que modifican la re-
gulacion transcripcional de genes supresores tumorales y
protooncogenes. El remodelamiento de la cromatina es
el centro de todos los eventos epigenéticos.

Ast la activacion/desactivacion de los genes esta con-
trolada por mandos tanto genéticos como epigenéticos,
existiendo diversas formas de interconexion entre la ge-
nética y la epigenética. Se considera, por tanto, que el
cancer surge de la interaccién de elementos genéticos y
epigenéticos, y no es posible abordar ambos aspectos de
forma independiente. Las proteinas, llamadas factores de
transcripcién actiian como mandos de control genéticos
de genes, mientras que los mandos epigenéticos inclu-
yen las modificaciones no estructurales del ADN, de las
proteinas histonas, de la interfase proteinas/ADN en los
cromosomas y en la estructura de la cromatina.

La funcién mas importante de la cromatina es trans-
portar los genes. Un gen es un segmento de DNA que
contiene las instrucciones para sintetizar proteinas o mo-
léculas estructurales y cataliticas de ARN. El campo de la

Epigenética intenta determinar como los genes son acti-
vados o desactivados a través de la metilaciéon del ADN
y como la modulacidén de la cromatina afecta la funcion
gendmica.

El dogma de la era genética estd atravesando una si-
lenciosa revolucién. Estamos empezando a pensar tanto
en términos de secuencias de genes como de como se
comportan estos genes en el contexto de su ambiente.
La secuencia genémica determina qué proteinas pueden
producir los organismos, mientras que el coédigo epige-
nético a menudo regula donde y cudando se fabrican tales
proteinas. El campo de la Epigenética ha surgido como
un puente entre las influencias genéticas y ambientales.
En el viejo dilema entre herencia y ambiente, la investi-
gacion epigenética nos ha demostrado que existen me-
canismos que van mds alld del determinismo genético y
que nos individualizan como seres vivientes. Los factores
epigenéticos dirigen la interpretacién del ADN dentro
de cada célula viviente.

La Epigenética nos permite entender por qué el ma-
terial genético puede responder a las cambiantes condi-
ciones ambientales. El mejor ejemplo lo constituyen los
gemelos genéticamente idénticos que pueden desarrollar
diferentes perfiles de enfermedades y proyecciones de
vida; esto es que aunque comparten los mismos genes, es
posible que algunos de ellos estén activos en un gemelo
y otros no en el segundo gemelo. Puede que sean idénti-
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cos genéticamente, pero no epigenéticamente. Existe un
fino ajuste bioquimico del genoma que determina qué
genes son activados. Por tanto, somos mds que la suma
de nuestros genes. Es muy probable que la investigacion
epigenética tenga un impacto significativo en la com-
prension de los valores culturales y éticos en nuestra so-
ciedad posgenémica.

La Epigenética ofrece la posibilidad de reprogramar
el genoma sin necesidad de modificar el material gené-
tico. Este nuevo conocimiento nos da pistas para enten-
der la identidad celular (proliferacién y diferenciacién),
la regeneracion, el envejecimiento, la plasticidad y dife-
renciacion de las células madre y de las células de la res-
puesta inmunoldgica, la tumorigénesis; y es basica en las
tecnologias como la clonacién y la aplicacion de terapias
basadas en células madre. '

Diferentes alteraciones epigenéticas han sido en-
contradas como factores causales en cancer, trastornos
genéticos, trastornos neuropsiquidtricos y sindromes pe-
didtricos.! Asi, el sindrome de inmunodeficiencia, ines-
tabilidad centromérica y anormalidades faciales (ICF), es
el primer ¢jemplo de una enfermedad humana ligada a un
defecto en la metilacion del ADN.

Gran cantidad de investigadores trabajan actualmen-
te en el campo de la Epigenética, uno de los grupos mas
avanzados es el denominado Red de Excelencia Europea
para la investigacion del epigenoma constituido por 37
grupos de investigacion.” Otro de ellos es el HEP, Pro-
yecto del Epigenoma Humano,>” el cual tiene como ob-
jetivo identificar, catalogar e interpretar los patrones de la
metilacién del ADN de los genes humanos de maltiples
tejidos. En sus estudios preliminares han demostrado que
existe una gran heterogeneidad en el patréon de metila-
cién del ADN en diferentes tipos celulares.

En un futuro proximo, la caracterizacién de los perfi-
les epigenéticos de los diversos tipos de canceres, conjun-
tamente con el conocimiento de las mutaciones génicas,
sentaran las bases para el diagndstico molecular y el diseno
del tratamiento personalizado del paciente con cancer.

La Epigenética ha evolucionado recientemente de
ser una coleccién curiosa y desordenada de diversos
fenébmenos a entenderse como una red molecular que
relaciona el fenotipo molecular de la expresion del ge-
noma y del empacamiento del ADN por la cromatina
con el fenotipo funcional,** Un modelo integrador de
la maquinaria molecular epigenética ha sido propuesto
por Golberg y cols.!'”Sin embargo, a pesar de los recien-
tes progresos en esta area, quedan por contestarse una
gran cantidad de preguntas.

En esta revision nosotros discutimos las principales
variaciones epigenéticas conocidas entre las células norma-
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les de eucariotes mamiferos y las células cancerosas huma-
nas, para con ello entender la utilidad de su identificacién 'y
su aplicacion clinica en el eventual intervencionismo mo-
lecular dirigido a blancos epigenéticos.

> CONCEPTO DE EPIGENETICA.
FACTORES EPIGENETICOS QUE PARTICIPAN
EN LA REGULACION DE LA TRANSCRIPCION DEL GENOMA

Historicamente la palabra epigenética ha sido usada para
describir los acontecimientos biologicos que no pueden
explicarse por los principios genéticos. La Epigenética en
sentido amplio es un puente entre el genotipo y fenotipo.
Las modificaciones epigéneticas son heredables y pueden
ser transmitidas a las células hijas durante las divisiones
celulares. La Epigenética es mucho mas dindmica que la
genética.

El silenciamiento fisiologico de los genes a nivel de
la cromatina es necesario para la vida de los organis-
mos eucariotes y es clave en diferentes procesos bio-
l6gicos que incluyen diferenciacion, impronta génica, y
silenciamiento de grandes regiones cromosdmicas como
sucede en el cromosoma X de las mujeres.'! Elidentificar
las diferentes enzimas que afectan los tipos de interaccio-
nes entre las proteinas histonicas y el ADN, permitirfa
descifrar el cddigo epigenético (modificaciones quimi-
cas del ADN, y de las histonas que se unen al ADN). La
existencia de un codigo epigenético amplia considerable-
mente el potencial de la regulacién de la informacién del
cbdigo genético.

Dado que el proceso de silenciamiento epigenético
es mitoticamente heredable, esto juega un papel impor-
tante en las alteraciones genéticas que se desarrollan en el
cancer. El silenciamiento heredable de genes incluye los
eventos relacionados con la metilacion del ADN, con las
modificaciones covalentes de las histonas y con los facto-
res que remodelan el complejo nucleosomal. El entendi-
miento del control de la expresion génica en la cromatina
de las células madre, ha sido clave para empezar a com-
prender los cambios epigenéticos en cancer.

Las desregulaciones genéticas (p.¢j. pérdida de los
genes supresores tumorales) y epigéneticas (p.ej. el silen-
clamiento de genes supresores tumorales), cooperan para
desarrollar la tumorigénesis.

ADN y el remodelamiento del polimero cromatina

El ADN estd muy plegado y compactado con las proteinas
histonas y no histonas formando un polimero dindmico
llamado cromatina. La cromatina no es un polimero uni-
forme, presenta diferentes disefios de empaquetamiento,



fibras fuertemente compactadas (llamada heterocroma-
tina) y menos compactadas, en las cuales los genes son
tipicamente expresados (eucromatina). Los cambios en
la estructura de la cromatina influyen en la expresion
génica: los genes se encuentran inactivados cuando la
cromatina esti condensada (silentes) y son expresados
cuando la cromatina estd abierta (activos). Los estados
dindmicos de la cromatina estan controlados por patro-
nes epigenéticos de metilacién del ADN y de modifica-
ciones de histonas.

Los genes humanos estin constituidos por areas de
ADN codificante (exones), vy areas de ADN no codifi-
cante (intrones); la mayor proporcion del ADN en los
genes corresponde a zonas de intrones. Ademds de exo-
nes ¢ intrones, cada gen estd asociado a una secuencia de
ADN reguladora, la cual es responsable de que el gen sea
expresado en el nivel adecuado, en tiempo y en el tipo
de célula apropiada. El ADN humano contiene grandes
zonas de elementos repetitivos (52%) y de regiones no
codificantes (44%). S6lo 4% del ADN humano codifi-
ca. Esta gran cantidad de regiones no codificantes y de
elementos repetitivos requiere de extensos mecanismos
gendmicos y epigendmicos de regulacion, tanto en célu-
las germinales como en células somdticas sometidas con-
tinuamente a multiples tipos de senalamientos internos
(p-¢j. transcripcion, replicacion del ADN, segregacion
cromosémica) y externos (p.¢j. citocinas, hormonas,
dano del ADN, estrés celular).!

El ADN humano constituido por 3.2 x 10? nucle6-
tidos se encuentra situado en la cromatina de los 22 auto-
somasy los 2 cromosomas sexuales. Esta cadena que mide
aproximadamente 1.5 m de longitud y 2 nm de grosor es
compactada en el nicleo celular con volumen aproxima-
do de 110 micras®. Segmentos de ADN en eucariontes
estan unidos estrechamente a un grupo de cuatro histo-
nas diferentes, formando particulas denominadas nucleo-
somas (11 nm). El nucleosoma se compone de un nucleo
octamérico de histonas que es enrollado 1.65 veces por
una la doble hélice de ADN de 147 bp. La interfase entre
el ADN vy las histonas del nucleosoma estd constituida
por 142 puentes de hidrogeno y numerosas interacciones
hidrofébicas. Los nucleosomas son estructuras utilizadas
para empaquetar el ADN dentro del nicleo y los confor-
man cuatro tipos de proteinas histonas (pares de H2A,
H2B, H3y H4). A su vez, los nucleosomas se encuentran
empacados con ayuda de las histonas externas H1, en for-
ma de fibras de 30 nm (conformacién de solenoide).'?

Las histonas pueden ser modificadas en sus diferen-
tes aminoacidos anadiendo o eliminando pequenos gru-
pos quimicos, como acetilos, metilos, fosfatos, o anexos
proteicos mayores como ubiquitina. El efecto de estas

Mecanismos epigenéticos celulares y sus alteraciones en cancer @

Valdespino V et al.

modificaciones altera la naturaleza del nucleosoma de tal
forma que “abre o cierra” a la cromatina para realizar la
transcripcién. Diferentes combinaciones especificas de
modificaciones covalentes y no covalentes de las histo-
nas, pueden leerse como un cddigo (hipotesis del codigo
de histonas) que puede ser iniciado por diferentes enzi-
mas que afladen grupos quimicos a las histonas (marca-
doras o writers), los cuales pueden ser removidos por otras
(borradoras o erasers). Las histonas marcadas pueden ser
blanco interpretativo de complejos enzimaticos (efecto-
ras o readers) de activacion o desactivacion catalitica. Estas
actividades coordinadas de escribir, leer y borrar estable-
cen el ambiente local 6ptimo para que la plantilla de la
cromatina realice los procesos biologicos de regulacion
transcripcional o reparacién de ADN danado.!?

Una célula diploide contiene 30 millones de nu-
cleosomas. La estructura intermolecular del nucleosoma
demuestra dominios globulares y una cola N-terminal
en cada una de las ocho histonas. Las colas de las histo-
nas ocupan un cuarto de la masa del nucleosoma, y en
promedio estin conformadas por 30 aa. Las colas de
las cuatro histonas son blanco de diferentes tipos de mo-
dificaciones covalentes por diferentes enzimas: metil
transferasas/desmetilasas, acetilasas/desacetilasas, fosfori-
lasas/fosfatasas, etc. Dentro de las histonas, las lisinas (K)
tienen carga positiva y el ADN cargado negativamente
es atraido. Cuando se anade un grupo acetilo a las K, se
modifica la carga positiva de la lisina, provocando que la
regién de la cola de la histona se una débilmente al ADN,
y lo deja libre para que se pueda transcribir.

Diferentes modificaciones en las colas de las histonas
(efectos cis y trans) afectan la estabilidad de las fibras de
cromatina de 30 nm. Los efectos ¢is logran modificacio-
nes intra ¢ internucleosomales (p.¢j. entre H3K9-me y
H3S10-fost), alteran el desdoblamiento de la cromatina
al neutralizar las cargas basicas de las lisinas; los efectos
trans involucran la unién de proteinas no histonas (p.cj.
ING, HP1, PcG, ubiquitina) que conducen a conse-
cuencias funcionales.'"!?

El efecto de algunas modificaciones covalentes en los
aminodcidos de las colas de las histonas es caracteristico
de algunos patrones de regulacién génica (p.¢j. la aceti-
lacién de la K14 en la histona H3, y de las K8 y 16 en
la histona H4, se asocian con expresion génica; mientras
que la desacetilacion y la metilacion de la K9 en la his-
tona H3, o de la K27 en la histona H3 participan en el
silenciamiento de genes)."*!* La pérdida de la acetilacion
de la K16 y de la trimetilacion en la K20 en la histona
H4 es una marca frecuente en el cancer humano.'® En
estudios que exploran todo el genoma se ha encontrado
que los procesos de silenciamiento epigenético guardan
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cierto patréon de asociacion entre la metilacion del ADN
y la acetilacion de las histonas, asi la hipometilacién glo-
bal del ADN se asocia con alteraciones de la acetilacion
de histonas y viceversa.

La posicion del ADN en los nucleosomas estd de-
terminada tanto por la flexibilidad del ADN como por
las proteinas a las que se le unen, todo ello de modo muy
dindmico, cambiando ripidamente de acuerdo con las
necesidades de la célula.

La cromatina, ademds de los cuatro tipos de histo-
nas usuales, contiene variantes de histonas, proteinas
de remodelamiento y enzimas especificas para modifi-
car covalente y no covalentemente a las histonas. Las
modificaciones tanto de las colas como de las regiones
globulares de las histonas son blanco de los complejos de
remodelacién y permiten que la eucromatina adquiera
un estado transcripcionalmente activo. Una vez que el
complejo de remodelacién ha sido disociado, el nucleo-
soma recupera su estado original.

Diversas modificaciones bioquimicas de la croma-
tina, por ejemplo, metilacion del ADN, acetilacidn,
metilacion o fosforilacion de las histonas, ocurren en
respuesta a senales ambientales y regulan los patrones de
expresion de los genes que participan en la replicacion y
reparacion del ADN. La mayoria de estas modificacio-
nes de la cromatina son reversibles y transitorias (escritas
y removidas por la accién catalitica de sistemas enzima-
ticos), y ocasionalmente permanentes. Las acetiltrans-
ferasas de histonas (HATS) acetilan residuos especificos
de lisina y su accidén reversa es por desacetiltransferasas
(HDAC:); la familia de las cinasas de histonas, fosforilan
serinas (S) o treoninas (T) especificas y las fosfatasas (PP-
Tasas) retiran los grupos fosfatos. Han sido descritas dos
principales clases de enzimas que metilan las histonas, las
metiltransferasas , cuyo sustrato es la arginina (R) (PR-
MTs) v aquellas que metilan a la K (HKMTs). El efecto
de las PRMT: es revertido por la accién de deaminasas.
Dado que la metilacion de la K se presenta en estado de
mono-, di- y tri-metilacidn, diferentes desmetilasas han
sido identificadas (p.¢j. LSD1, JHDMT1).13

Fisiologicamente, en la heterocromatina las lisinas
en las histonas H3K9, H3K27 y H4K20 se encuentran
trimetiladas y se asocian con represion transcripcional,
mientras que en la eucromatina las lisinas metiladas de las
histonas H3K4, H3K36 y H3K79 estan relacionadas con
la activacion transcripcional. Las modificaciones de las
histonas no ocurren aisladas, frecuentemente se presen-
tan de manera combinada (p.¢j. H4S1fosf, H4R3me y
H4K4ac). Las evidencias actuales sugieren que el patron
de modificaciones de las histonas varia considerablemen-
te de un organismo a otro.!"
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A pesar del alto grado de compactacidon del ADN,
éste debe ser muy dindmico para permitir que los men-
sajeros celulares tengan acceso al ADN. En el remodela-
miento de la cromatina, ademas de las modificaciones co-
valentes en las colas terminales de las cuatro histonas, se han
identificado complejos de remodelamiento dependiente
de ATP. Estos complejos proteicos de remodelacion de
la cromatina actian a partir de realizar modificaciones
postraduccionales, del intercambio dindmico de varian-
tes de histonas en el nucleosoma, de la movilizacion o
alteracion de la estructura de los nucleosomas, y de la
participacién dirigida de pequefios ARN no codifican-
tes, entre otros. Los complejos de remodelamiento de
la cromatina (por hidrolisis de ATP) cambian la com-
posicién de la cromatina y el nucleosoma de forma no
covalente. Estos complejos trabajan en equipo con las
enzimas que modifican la cromatina para que los ge-
nes sean expresados, y son categorizados en 2 familias:
la SNF2H o ISWI, que moviliza los nucleosomas a lo
largo del DNA vy la familia Brahma/SWI/SNF, que al-
tera transitoriamente la estructura del nucleosoma, para
que el complejo DNA/histona se desenrolle. Adicional-
mente otros complejos de remodelamiento sustituyen
las cuatro histonas bdsicas del nucleosoma por histonas
variantes especializadas (p.ej. H2A.Z, H2A. X, macro-
H2A, H3.3y CenpA), las cuales facilitan la transcripcion
génica."’

La metilacién del ADN junto con la de las histonas
son importantes mecanismos epigenéticos de regulacion
del genoma. La metilacién del ADN desempena un papel
fundamental en el desarrollo de los mamiferos, el patrén
de metilacion puede copiarse con exactitud en el proceso de
replicacion del ADN (se transmite de una generacion
de células a otra). Los patrones de metilacion se estable-
cen antes que un embridn se desarrolle. La metilacion del
ADN funciona como un regulador génico (altera el re-
conocimiento de los sitos de regulacion transcripcional),
siendo un proceso que refuerza las decisiones de la expre-
si6n génica ejercida por otros mecanismos. También
participa en el proceso de la impronta gendmica en los
mamiferos (mecanismo que estabiliza la represion génica),
en el cual la expresion de un gen depende si es heredado
de la madre o del padre (p.¢j. el gen factor de crecimiento
2 humano semejante a la insulina (IGF2) heredado de la
madre es silente, mientras que la copia heredada del padre
es activa).

La metilacion del ADN es el mecanismo epigené-
tico conocido mds antiguo y mds estable que se correla-
ciona con la represion génica. Esta modificacion consiste
en la adicion enzimitica de un grupo metilo al residuo de
citosina de la cadena del ADN. Esta reaccion es mediada



por las ADN-metiltransferasas (IDNMTs) en la presencia
del donador de metilos (S-adenosilmetionina, SAM), re-
sultando 5-metilcitosina. En los mamiferos la metilacion
ocurre en los dinucle6tidos CpG (citosinas que son inme-
diatamente seguidas de una guanina), y es proporcional-
mente mayor en las regiones no codificantes. La metilacion
de novo en secuencias previamente no metiladas es catali-
zada por las DNMT3a y las DMNT3b, mientras que el
mantenimiento de la metilacién por la DNMT1. En
el genoma humano existen 2.8 x 107 dinucleétidos CG
susceptibles de ser metilados y de ellos 70-80% normal-
mente se encuentran metilados. Los patrones globales
de metilacién del ADN han sido mapeados completa-
mente en Arabidopsis thaliana (AT), pero son ain incom-
pletos en el genoma humano. Las DNMTs juegan un
papel importante en la regulacién génicay la organizacion
de la cromatina durante la embriogénesis y gametogéne-
sis. Fisiologicamente se observa una densa metilacién en
regiones especificas cromosomicas (secuencias repetitivas
inter o intragénicas, satelitales y centrosdmicas) que con-
tienen gran cantidad de dinucle6tidos CG, mientras que
nula metilacion en las islas de CpG (zonas ricas en CG)
de las secuencias de los promotores génicos. Muchos ge-
nes pueden ser inactivados en un solo tipo de cincer a
través de la metilacién de los promotores. '

Asi recapitulando, los cromosomas son generalmen-
te descondensados durante la interfase, y los genes conte-
nidos en esta forma (eucromatina) pueden ser expresados,
permitiendo que la maquinaria celular pueda tener ficil
acceso al ADN. Sin embargo, la eucromatina puede estar
sujeta a niveles adicionales de empaquetamiento que la
tornen resistente a la expresion genética. En contraparte,
la heterocromatina es frecuentemente encontrada alrede-
dor de los centromeros y cerca de los telomeros y en otras
posiciones de los cromosomas, por lo que los genes se en-
cuentran normalmente desactivados ya que el ADN no
es accesible para las proteinas requeridas para activarlos.
Por lo que el balance entre las partes abiertas y cerradas
del genoma facilita el adecuado patrén de expresion en-
tre las diferentes células. El tercer elemento que participa
en esta regulacion es un complejo enzimitico que mo-
difica algunos aminodcidos particulares de las histonas o
que revierte dichas modificaciones. Las modificaciones
o marcas en las histonas interactiian con otro grupo de
proteinas que se unen a ellas y son interpretadas para faci-
litar o inhibir la transcripcién génica. La identificacion de
estos elementos ha permitido construir mapas lineales
de los componentes principales de la cromatina a través del
genoma humano.'!” Los mapas lineales relacionadas a
las modificaciones de histonas mejoraran la construccion
mapas gendémicos topogrificos compartamentales de la
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cromatina.”’ La lista de modificaciones covalentes y no
covalentes de las histonas de la cromatina humana conti-
nua en crecimiento.

> MECANISMOS DE REGULACION
EPIGENOMICA EN LA CELULA DE MAMIFEROS

Aungque los diferentes tipos de células en un organismo
multicelular contienen el mismo ADN, sus diferentes ti-
pos celulares sintetizan diferentes conjuntos de proteinas.
El patréon correcto de transcripcion espacial y temporal
de los genes individuales es prendido o apagado en las
células por proteinas reguladoras que se unen a zonas ac-
tivadoras o supresoras, a partir de una amplia variedad de
mecanismos gendmicos y epigendmicos. Los alcances
de la epigenética en humanos han tenido como anteceden-
te una gran cantidad de estudios en organismos unice-
lulares, organismos eucariontes inferiores (C. elegans) y
particularmente en moscas (DM) y plantas (AT, y maiz).

Durante la actividad normal de todas las células, di-
ferentes proteinas o productos de los llamados genes de
mantenimiento celular (housekeeping) necesitan estar dis-
ponibles y activos en forma continua y permanente. Los
promotores de estos genes individuales son manteni-
dos en configuraciones transcripcionales abiertas (CpG
no metilados) a partir de un estado balanceado que in-
volucra diferentes rangos de activacion o supresion de las
modificaciones en las histonas.'?!

Sin embargo, en las células somaticas diferenciadas,
los subconjuntos de genes de diferenciacion celular son
expresados en forma diferente y muchos de ellos son si-
lenciados (como en las células del higado o en las del ce-
rebro), y esto es regulado por marcadores epigenéticos.

La herencia de genes silenciosos, se denomina im-
pronta gendmica. Se han descubierto un numero consi-
derable de genes improntados. Normalmente la impronta
gendémica, mediada tanto por metilaciéon del ADN como
por modificaciones de las histonas, asegura un patrén de
expresion paternal determinado, un alelo es expresado y
el otro es suprimido. Diferentes genes son alterados en el
cancer por pérdida de la impronta génica (LOI), asi am-
bos alelos son expresados en el tumor. Un buen e¢jemplo
ha sido estudiado en las lesiones precursoras del cincer de
colon, donde la expresion bialélica del gen IGF2, provo-
ca sobreproduccién de este factor de crecimiento.?

En los mamiferos la metilaciéon del ADN participa en
muchos procesos celulares que incluyen el silenciamiento
de secuencias repetitivas y centroméricas, de la inactiva-
ci6én del cromosoma X en las hembras y en el manteni-
miento de la impronta génica. Asi la metilaciéon del ADN
mantiene los componentes criticos de la regulacién
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epigénetica de forma estable y heredable. El desequilibrio
en el numero de copias de los genes localizados en el cro-
mosoma X podria ser desastroso entre los organismos de
diferentes sexos, afortunadamente la impronta génica ha
desactivado todos los genes localizados en uno de los cro-
mosomas X de las hembras.

Mais de la mitad de nuestro genoma es silencioso,
estd compuesto de secuencias repetidas, sin sentido que
no contienen instrucciones para fabricar proteinas. Las
células parecen marcar las secuencias repetidas con gru-
pos metilo para silenciarlas.

La complejidad epigenética del genoma humano no
termina a nivel de la metilacién del ADN y en las modifi-
caciones de las histonas, implica cambios en la configura-
c16n de la cromatina, como hacer lazadas de la cromatina
para formar territorios cromosémicos, que permitan la
accesibilidad de las diferentes regiones para unirse a los
factores de transcripcién y permitir patrones de impronta
y expresion génica en tiempo y espacio.

Los mecanismos no covalentes de modificaciéon de
las histonas, como el de remodelamiento de la cromatina
y la incorporacién de variantes especializadas de histonas,
proporciona otros cambios en la conformacién de la cro-
matina.

Otro mecanismo de regulacién es la participacion de
las proteinas Polycomb (PcG) y Triothorax (TrxG). Los
genes homedticos (genes del plan corporal de su creci-
miento y desarrollo) estudiados de la genética de Drosophi-
la melanogaster (DM), son controlados a partir de complejos
proteinicos del grupo PcG, en tanto que las proteinas del
grupo TrxG reprimen la actividad de las proteinas Po-
lycomb. Las proteinas Polycomb y Trithorax actGan
como ayuda de memoria para las células, activando y
desactivando genes especificos de “memoria celular”.
Las fallas en la actividad de estos complejos producen
cambios en la homeostasis y diferenciacién celular.!

El proceso de diferenciacion de las células madre
(CM), ha permitido comprender el efecto de algunos
de los factores epigenéticos. Las CM embrionarias pue-
den mantenerse en cultivo durante largo tiempo ya que
poseen la capacidad de autorrenovacion; ademas de esta
capacidad, se ha demostrado que modificando las condi-
ciones de su cultivo es posible provocar su diferenciacion
celular pricticamente a cualquier tipo celular.? Compa-
rativamente las CM adultas tienen un potencial mds res-
tringido de diferenciacién celular.

Desde la oveja Dolly, muchos organismos han sido
clonados (pero muestran viabilidad reducida, alteraciones
en su desarrollo y crecimiento, etc.). La clonacién im-
plica la transferencia de un nicleo de una célula adulta a
un 6vulo. Para que un embrién creado en esta forma se
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desarrolle en un organismo completamente formado, las
marcas epigenéticas presentes en la célula adulta, deben
ser borradas y restablecerse otras nuevas (reprogramacion
epigenética). La clonacién de mamiferos a partir de célu-
las adultas como donadores ha demostrado que el ooci-
to (receptor) puede reprogramar el nucleo diferenciado
a un estado embriogénico pluripotencial.®® En algunos
ensayos de transferencia de nicleos, empleando nucleos
celulares de melanoma como donadores, implantados en
fetos de raton, demostraron el desarrollo que un espectro
de células tumorales y células no tumorales, esto debido a
reprogramacion epigenética.?*

Cada célula en el cuerpo adulto contiene exacta-
mente el mismo ADN (los mismos genes), por tanto, la
diferencia entre los tipos celulares, reside en el subcon-
junto particular de genes que se utilizan. Se puede pensar
en la epigenética como en las modificaciones quimicas
del ADN que controlan esta utilizacion selectiva de los
genes. A medida que las células se desarrollan hacia des-
tinos especificos, ciertas regiones de sus genomas son
“cerradas”, debido a varias modificaciones epigenéticas.
Cada tipo de célula tiene un particular patrén de expre-
s16n génica que se mantiene a medida que las células cre-
ceny se dividen.

> FACTORES EPIGENETICOS QUE PARTICIPAN
EN EL CANCER EN LAS FASES GENETICA Y EPIGENETICA

Algunas plantas frente a las infecciones virales (virus de
ARN), han desarrollado un mecanismo de defensa lla-
mado silenciamiento del ARN, que evita que se produz-
can proteinas virales. La importancia de las moléculas de
ARN en la desactivacion de genes ha surgido reciente-
mente como un 4rea importante dentro de la biologia
molecular. Las moléculas pequenas de ARN pueden
silenciar genes mediante los procesos conocidos como
silenciamiento transcripcional de genes (TGS) vy silen-
clamiento postranscripcional (PTGS) de genes, esto al-
timo también llamado interferencia del ARN (ARNi o
siARN). En la maquinaria de la ARNI participan varios
componentes como las enzimas RISC, Dicer, Argo-
naute, polimerasa de ARNasa dependiente (RARP), y
varios sustratos como dsARN, siARN y el micro ARN
de 22 nucledtidos (miARN). Los miARN regulan ne-
gativamente la expresiéon génica a través de secuencias
especificas via postranscripcional o por degradacion del
ARN mensajero.

El descubrimiento del ARN de interferencia
(ARNI), sistema enddgeno de regulacién del silencia-
miento de genes que emplea moléculas de ARN, ha
conducido a revolucionar nuestro entendimiento en la



regulacién genémica y celular. Diferentes ARNI estan
siendo empleados como biomarcadores y como herra-
mientas terapéuticas.

Recientemente, se ha demostrado que los siARN
participan en el control de varios mecanismos genémi-
cos/epigenémicos (inducen metilacion del DNA vy de
H3),%2° como en el silenciamiento de genes ROX y
XIST u otras secuencias repetitivas de ADN por medio
de la regulaciéon PTGS, TGS o relacionadas a la interfe-
rencia del mARIN , respectivamente; estos ARNI actiian
en conjunto con varios componentes de la cromatina y
de la maquinaria de la metilacion del ADN.

Los genes de los miARN estan estrechamente liga-
dos con el proceso de la tumorigénesis, algunos de ellos
pueden funcionar como oncogenes y otros como supre-
sores tumorales (regulando los procesos de proliferacion
y apoptosis celular) y participan en el mantenimiento de
la estabilidad genémica.?”* Mis del 50% de los miARN
identificados se localizan en regiones genémicas de ge-
nes asociados al cancer o en sitios fragiles de ADN. El
silenciamiento de genes por la tecnologia del ARNI ha
generado efectos antiproliferativos y/o proapoptoticos en
modelos preclinicos.?

> MECANISMOS EPIGENETICOS IDENTIFICADOS
EN LA CARCINOGENESIS, TRANSFORMACION
Y PROGRESION TUMORAL EN EL CANCER HUMANO

Las principales caracteristicas de las células cancerosas son
anomalias en la funcion y en los patrones de expresion de
algunos genes. En la transformacion neoplisica se presen-
ta proliferacion celular descontrolada, pérdida del control
del ciclo celular, acumulacion de aberraciones cromoso-
micas, aneuplodias del ADN vy falta de regulacion en la
diferenciacion. Los genes supresores tumorales son silen-
ciados y los oncogenes son activados (mutaciones domi-
nantes o sobreexpresion de genes normales).

El silenciamiento génico/epigénico estd asociado a
alteraciones en la metilacién del promotor génico y en
la represion transcripcional (figura 1). El silenciamiento
puede ocurrir durante las etapas iniciales en la tumori-
génesis y en las etapas de la progresion y conduce a la
desactivacidén o sobre activacion de diferentes vias de se-
falamiento intracelular.®

El genoma de las células cancerosas muestra simul-
tineamente desmetilacion global del genoma e hiperme-
tilacion de las islas CpG de promotores de genes supresores
tumorales y otros genes relacionados al desarrollo del
cancer, junto con una pérdida global de la monoaceti-
lacién y trimetilacién de la H4.3! Estos cambios partici-
pan fundamentalmente en la alteracién de la estructura
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y funciéon del DNA, provocando la transcripcion no re-
querida de elementos repetitivos, la activacion anormal
de genes, predisposicion a la inestabilidad gendmica a
través del trastorno del control de la replicaciéon cromo-
sdmica y finalmente anormal silenciamiento de los genes
individuales relacionados con la iniciacién y progresion
de los tumores. Estos ultimos involucran genes supre-
sores tumorales, factores transcripcionales relacionados
con el desarrollo celular, genes remodeladores de teji-
dos, genes reparadores del DNA, genes de control del
ciclo celular, genes antiapoptosis, y otros genes que fa-
vorecen las vias intracelulares para el desarrollo de los
tumores.?! La hipermetilacion participa en el silencia-
miento de la transcripcion de genes supresores de tumo-
res y de genes relacionados a los tumores en las células
cancerosas. Cada subtipo de cincer tiene grupos espe-
cificos de genes susceptibles a metilacion (p.¢j. el gen
de la glutatiéon S-transferasa, GSTP1 es hipermetilado e
inactivado en la mayoria de los cinceres de prostata.?%
Diferentes tipos de cincer, como gastrico, vesical, colo-
nico, pulmonar y leucemias ocurren con niveles eleva-
dos de DNMT's que catalizan covalentemente la adicion
de grupos metilo a las citosinas de las islas CpG.

La contribucidn de los cambios genéticos y epigené-
ticos (silenciamiento de genes) en la determinacion del
fenotipo tumoral celular ha sido demostrada en varios
modelos de cancer. En un estudio de la linea celular hu-
mana de cancer de colon HCT116, se encontraron mu-
taciones en un alelo de varios genes tumorales supresores
y adicionalmente por lo menos otros 14 genes estuvieron
silenciados epigenéticamente.***> Cuando fueron reacti-
vados estos ultimos mediante agentes desmetilizantes del
ADN, se redujo la proliferacion y se indujo senescencia
0 apoptosis.

Aunque en general los cambios de silenciamiento
epigenético en las células tumorales suceden en cualquier
etapa de la transformacién neoplisica, predominan en
las etapas iniciales. Una serie de genes, que muestran
hipermetilaciéon del DNA en ctapas preinvasoras, se-
cundarios a periodos crénicos de estrés o de renovacion
celular en algunos cinceres (p.¢j. colon), han sido deno-
minados guardianes epigenéticos (epigenetic gatekeepers).'*
Estos cambios epigenéticos y sus interacciones con otros
cambios genéticos, pueden conducir a que estas células
transiten particularmente en vias oncogénicas preferentes
(adiccion oncogénica),****¥ como la adiccion a la via de
senalizacion intracelular Wnt en las lesiones preinvasoras
de cancer de colon,*®y de la via de respuesta al dafio del
ADN en las lesiones preinvasoras de cincer de mama.*
El silenciamiento inapropiado de estos genes bloquea su
activacién y permite la supervivencia celular, la expansion
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Figura 1.

Factores genéticos y epigenéticos de las células normales y células cancerosas. En este diagrama comparativo, se remarcan los cambios a
nivel de los promotores genomicos de 10s genes supresores tumorales y su repercusion en los cambios protedmicos y del fenotipo celular.
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clonal anormal e inhibe la diferenciacién celular. Asi las
mutaciones y/o epimutaciones en los genes APC y B-ca-
tenina, genes guardianes en cancer de colon, promueven
la activacién de la via Wnt, lo cual conduce hacia su tu-
morigénesis. El gen supresor tumoral p16™# es otro de
los genes cuyo silenciamiento epigenético participa en las
lesiones preinvasoras de cancer de mama, colon y pul-
moén. Una gran cantidad de estudios recientes indican la
posibilidad de que cientos de genes epigenéticamente si-
lenciados participen en diferentes tipos de tumores.

Los cambios epigenéticos en cancer involucran pa-
trones alterados de la metilacion de grupos de CpGs en
el ADN; modificaciones covalentes y no covalentes de
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aminoacidos especificos en las histonas, y modificaciones
de la estructura de la cromatina. Asi, la transformacion
neopldsica es un proceso de multietapas que involucra la
activacion de oncogenes y/o el silenciamiento de genes
supresores a partir de eventos gendmicos y epigenomicos.
¢En qué magnitud los cambios epigenéticos contribuyen
en la transformacién neoplisica? Aunque se presume
que son significativos, la respuesta precisa queda por re-
solverse.

Alteraciones en la metilacion del ADN

La alteracion epigenética mds estudiada en cancer es el
anormal silenciamiento de genes asociado a la hiperme-



tilacion del DNA en las islas CpG de la regidén promotora
(p-¢j. hipermetilacién de los genes BRCAT1 en carcinoma
mamario). Las alteraciones epigenéticas en cancer inclu-
yen tanto la pérdida como ganancia de la metilacién del
ADN. Diferentes patrones alterados de ganancia de me-
tilacién (hipermetilacion) o de pérdida (hipometilacién)
del ADN estan distribuidos en el genoma de células can-
cerosas comparados con el genoma con las células norma-
les. La ADN-hipometilacién contribuye al cincer porque
promueve la inestabilidad cromosémica, la activacién de
oncogenes, la activacion de transposones y la pérdida de la
impronta génica.'*' La metilacién es el tinico pardmetro
gendmico que puede cambiar la funcién del genoma bajo
influencias exdgenas; la metilacién en posiciones varia-
bles (MVP), puede corresponder a marcas epigenéticas.
A nivel individual de un gen, la hipometilacién puede
tener efectos neoplasicos debido a la activacién de proto-
oncogenes, des-supresion de genes, impronta de genes o
su expresion bialélica (LOI). A nivel global del genoma,
la hipometilacién del ADN activa oncogenes, inicia la
inestabilidad cromosémica y predispone a translocacio-
nes cromosomicas y aneuploidia (p.ej. por mutaciones en
DNMT1).* Contrariamente, las células cancerosas pre-
sentan hipermetilacién de regiones CpG localizadas cer-
ca de los sitios de inicio de la transcripcién de diferentes
genes supresores tumorales (que normalmente se man-
tienen libres de metilacién de ADN). Este mecanismo
de silenciamiento de la expresion de los genes tumorales
supresores es alternativo al mecanismo de mutacién ge-
nética de este tipo de genes. La hipermetilacién (silencia-
miento de la expresion de los genes supresores tumorales)
y/o la hipometilacién (el incremento en la transcripcion
de los protooncogenes), son importantes en la iniciacién
o progresion tumoral, permitiendo la acumulacién de
cambios adicionales génicos u otros epigénicos. El silen-
ciamiento de los genes supresores tumorales por hiper-
metilacion del ADN es frecuentemente observado en la
progresion tumoral (p.¢j. silenciamiento de los genes p16
y hMLHT1).*" Eventualmente, los patrones de metilacion
del genoma pueden también emplearse como biomarca-
dores del tipo de tumor, para deteccidn temprana, moni-
torear prondstico y como indicadores de susceptibilidad
o respuesta al tratamiento.”* Por lo que para monitorear
adecuadamente un tumor es necesario explorar tanto el
genoma (mutaciones) como el epigenoma (cambios epi-
genéticos) de las células tumorales.

La metilacion del ADN puede ser removida por la
ADN-desmetilasa (proceso activo), o porque en la si-
guiente replicacion del ADN se realice sin participacion
de la DNMT1 (proceso pasivo). Diferentes influencias
ambientales afectan los niveles de metilacidn, como el
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consumo de compuestos en la dieta que contengan SAM.
Estudios en modelos animales que desarrollan cancer de
colon (ApcMin), han demostrado que una dieta baja en
SAM (folatos) y en ausencia de DNMT1 (knockout de
DMNT1) provocan hipometilacién y reducen la tumo-
rigénesis,¥* sin embargo, hay otros modelos de cincer
que presentan efectos contrarios. Por lo que se conside-
ra que el efecto del patrén de metilaciéon de ADN en la
tumorigénesis depende tanto del tipo celular como de
las influencias ambientales. Las reglas que gobiernan cua-
les genes son metilados en la carcinogénesis o que determi-
na el tipo de metilacion especifica son cuasi-desconocidas.

Sin embargo, la metilacién de genes especificos ocurre
en la mayoria de los cinceres, a excepcién de los tumo-
res germinales seminomatosos. Recientemente Shames 'y
cols.,® demostraron un patrén de hipermetilacién comin
(hypermethylation signature) en las regiones promotoras de
siete genes en canceres mamario y pulmonar; cambios
similares fueron también parcialmente compartidos (cua-
tro de estos genes) en otros tumores epiteliales originados
en prostata, y colon. Estos patrones de hipermetilacion
comun de algunos genes en diferentes tumores podrian
representar blancos para su evaluacién clinica o su inter-
vencion terapéutica.

Alteraciones de los procesos covalentes
y no covalentes del remodelamiento de la cromatina

La desregulacion de las enzimas modificadoras de la cro-
matina esta implicada en diferentes canceres. Esta desre-
gulacion, produce pequeiios cambios moleculares de sus
componentes (modificaciones de las histonas H3 y H4
por acetilacion y metilacion de sus residuos de lisina), y
alteraciones en los complejos de su remodelacion que fi-
nalmente conducen a provocar defectos en su organiza-
cidén topogrifica, inapropiados patrones de transcripcién
y finalmente un fenotipo tumoral. La acumulaciéon de
errores genéticos y epigenéticos conducen a la transfor-
macién tumoral.

Las evidencias actuales sugieren que los complejos de
remodelaciéon de la cromatina que involucran a las familias
de las proteinas PcG y TrxG, juegan un papel esencial en
las alteraciones genética/epigenéticas del cancer, a través
de silenciar o activar a genes inapropiados relacionados
con la diferenciacion/proliferacion celular, tanto de célu-
las madre como de células progenitoras en varios tipos de
tejido,**#47 las proteinas PcG frecuentemente estin so-
breexpresados en las células tumorales. Los complejos que
contienen Polycomb provocan accidn represiva en la
expresion génica (PRCs), y se organizan en 3 grupos. El
grupo PRC1 mantiene el silenciamiento de los genes en
células humanas (comprenden las familias CBX, HPH,
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Ring 1/1a, Ring 2/1b, BMI1, YY1); el grupo PRC2/
PRC3 inician el silenciamiento génico (las familias
HKMT, las EED, las EZH y la SUZ.12); y el PRC4 es
expresada tanto en cincer como en células madre em-
brionarias (comprende las HKMT, EED2, EZH1,-2,
SUZ.12 y SIRT1). El complejo PRC2/PCR3 incluye
varios tipos de metiltranferasas de histonas como la EZH?2,
cuyo producto es la H3K27me. Los complejos PRC1
contienen proteinas con un dominio de cromo, como la
familia CBX que reconocen las marcas H3K27me y de
la proteina BMI1. En general niveles elevados de EZH2,
BMI1 y otros miembros del complejo PcG estan aumen-
tados en cancer."”

Hay una estrecha interdependencia entre la metila-
cién del DNA vy las modificaciones de la cromatina para
el empacamiento del DNA. Mientras que la acetilacién
de las lisinas en las histonas estd asociada con una trans-
cripcidn activa, su metilacion se asocia tanto a estados ac-
tivos o reprimidos dependiendo del sitio donde la lisina es
modificada. Las HDAC:s tipos I y II que eliminan grupos
acetilos de las lisinas de histonas, se asocian a una familia
de proteinas que unen metilos a la citosinas (MBDs). En
lajerarquizacién de la colaboracidn entre la metilacion del
ADN vy la deacetilacion de las lisinas, la metilacion parece
tener el efecto dominante. El patron global de acetilacion
y metilacidén de histonas cambia a medida que avanza la
etapa clinica en el cancer de prostata,® y es importante en
mantener la metilacién de promotores génicos (como el
gen RASSF1A).#

Las alteraciones en las modificaciones covalentes de
las histonas y la desregulacion de las enzimas que funcionan
como marcadoras/desmarcadoras y reconocedoras/efec-
toras de ellas, se encuentran relacionadas estrechamente
con la oncogénesis. Los principales patrones de modifica-
cién covalentes de histonas identificados en los diferentes
modelos tumorales son la pérdida de trimetilacién en la
H4K20me3 y la pérdida de acetilacion en la H4K16Ac
asociada a hipometilacién del ADN en sus secuencias re-
petitivas.

Otras modificaciones patofisiolégicas en la metila-
ci6én de las histonas en las células cancerosas son: la me-
tilacion de H3K27 provocada la metiltransferasa EZH2
(perteneciente a PRC2, participa en proliferacion, ad-
hesion celular dependiente de actina y migracion), asi la
H3K27me3 recluta a la BMI1 (pertenceciente a PCR1,
que actia como efectora/protooncogén, por su coope-
raciéon con Myc); la metilacion de H3K9 en la hetero-
cromatina que se une a la HP1, ha sido identificada en
diferentes tumores metastaticos; la metilaciéon de H3K4
por la metiltransferasa MLL (del grupo TrxG) contribuye
a la tumorigénesis; y las metilaciones de H3K36, H4K?20,
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H3K?79 (realizadas por las metiltranferasas NSD1y hDO-
TIL)."

El estado de acetilacion de la cromatina esta gober-
nado por los efectos oponentes de las HATs (3 familias)
y de las HDAGC:, su alteracidn en el balance puede con-
ducir a la oncogénesis. La funcion de las HATs pueden
ser inhibida por el efecto de oncoproteinas virales (ade-
novirus, SV40), y/o por mutaciones bialélicas (p.¢j. p300
y CBP, familias de las HATS), y aunque la pérdida de las
HATSs puede tender a la tumorigénesis (translocaciones
cromosomales), su activacién aberrante también se pue-
de asociar. Por otra parte, la funcién de las 18 HADCs
identificadas (organizadas en 4 clases), conducen gene-
ralmente a la represion transcripcional. Uno de los me-
canismos oncogénicos de cémo participan las HDAC:s,
es que su sobreexpresion sola o en combinacion con la
metilacion del ADN reprime genes supresores tumorales
(p-¢j. APC).

Ademis de que el remodelamiento de la cromatina
participa en la regulacién de la transcripcion, lo hace en
otros multiples procesos celulares por mecanismos no
transcripcionales que incluyen la reparaciéon del ADN
dafiado, la estabilidad cromosomal y la apoptosis. La
fosforilacion de las serinas en las histonas es crucial en
esos tres procesos. Asi, la histona variante H2A. X al ser
fosforilada en S139 participa en la reparacién del ADN
cuando sufre rupturas y con ello mantiene la estabilidad
genémica. La H3S10 fosforilada por la cinasa-auroraB, es
fundamental para la adecuada condensaciéon cromosomal
y la segregacion durante la mitosis. La fosforilacién de la
H2BS14, junto con la H2BK11Ac participan en un me-
canismo proapoptotico celular.

Asimismo, las modificaciones patofisiologicas no
covalentes de las histonas, y la utilizacidn de variantes de
histonas actiian de manera independiente o en concierto
con las modificaciones patofisioldgicas covalentes de las
histonas en la regulacion transcripcional durante la tumo-
rigénesis. Algunas enzimas reconocedoras/efectoras de
histonas modificadas covalentemente forman parte de los
complejos de remodelacién de cromatina dependientes
de ATP, como por ejemplo, el factor de remodelacion de
nucleosomas (NURF) que interactiia con H3K4 (que es
trimetilada por medio de la metiltransterasa MLL, y lue-
go desmetilada por la JARID1).

Las enzimas que remodelan la cromatina dependien-
tes de ATP como la SNF2 son estructuralmente pareci-
das a las translocasas de ADN. Estas enzimas movilizan
los nucleosomas a través del ADN, intercambian his-
tonas cldsicas por histonas variantes, con lo cual, los
nucleosomas pueden ser deslizados, serpenteados y
enroscados, modulando la accesibilidad del ADN



independientemente del efecto de las modificaciones
en las colas de las histonas. Existen 4 familias de estas
ATPasas en los mamiferos: las SWI/SNF, las ISWI, las
NuRD/Mi-2/CHD y las INO80. Aunque el papel fun-
damental de estas enzimas radica en el remodelamien-
to de la cromatina, participan también en la regulacion
transcripcional; y el resultado especifico de su accion de-
pende del contexto particular del estado de la cromatina.
Las subunidades SNF5, BRG1 y BRM (pertenecientes
a la familia SWI/SNF), funcionan como supresores tu-
morales, regulando proliferacion celular, manteniendo
la estabilidad cromosomal, y participando en la repara-
cién del ADN dafiado, a través de la via de p16™+—ci-
clina D/CDK4-pRb-E2F. El gen del complejo NuRD/
Mi-2/ChD (ubicado en la regiéon cromosémica 1p36.3)
funciona como supresor tumoral y particularmente esta
region se encuentra borrada en el neuroblastoma y en
otros canceres epiteliales y hematologicos.!”

Actualmente, es evidente que existe un cruce sig-
nificativo de informacidn entre las diferentes vias epige-
néticas. El papel preciso de cada uno de los factores que
reprimen la expresion transcripcional en el inicio y man-
tenimiento del silenciamiento génico anormal en cincer
queda por aclararse.”!

> INTERVENSIONISMO TERAPEUTICO SOBRE
LOS FACTORES EPIGENETICOS DEL CANCER HUMANO

El hecho de que los cambios epigenéticos son prevalentes
en los cianceres y juegan un papel causal, ha conducido
al desarrollo de nuevos ensayos terapéuticos teniendo
como objetivo el revocar el silenciamiento génico. Por la
naturaleza reversible de estas modificaciones, diferentes
moléculas pequenas estin siendo disefiadas para modular
este proceso.

El desarrollo de drogas dirigidas a inhibir la funcién
de las enzimas que alteran la dindmica de la cromatina ha
abierto un nuevo horizonte en el tratamiento del cancer.
El uso de inhibidores de las enzimas DNMT y HDAC
en protocolos clinicos de pacientes en etapas avanzadas
de algunos canceres abre una nueva generacion de tra-
tamiento.

El sindrome mielodisplasico (MDS), es un desorden
clonal caracterizado por alteraciones en la hematopoyesis,
los pacientes con este sindrome tienen alta susceptibili-
dad a desarrollar leucemia mielocitica aguda.®® La FDA
ha aprobado el uso de dos agentes inhibidores de la meti-
lacién del ADN, la vidaza o 5-azacitidina y el decitabine
0 5-aza-2’-deoxicitidina, en el tratamiento y prevencién de
la transformacién maligna del sindrome mielodispldsico
preleucémico. Miés recientemente, la FDA ha aprobado
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el uso del vorinostat, un inhibidor de HDAC en el tra-
tamiento de pacientes con linfoma cutineo primario de
células T progresivo o recurrente.®!

> CONCLUSIONES

Necesitamos un mejor entendimiento molecular de los
fenébmenos epigenéticos en el desarrollo del cancer. Las
alteraciones de los sistemas de metilacién del ADN y de
la maquinaria que remodela la cromatina estin involu-
cradas en diferentes enfermedades y particularmente en
el cancer.

Existe un cruce de informacién y coordinacién de
las diferentes vias epigenéticas. La dialéctica de los meca-
nismos epigenéticos incluye sustratos (DNA, histonas),
enzimas marcadoras/desmarcadoras y complejos identifi-
cadores/efectores activadores y represores.

En los proximos anos se identificaran los mapas to-
pograficos del empaquetamiento del genoma que regu-
lan la expresion de los genes relacionados con la trans-
formacion neoplasica (perfil de alteraciones del patrén
de modificaciones -epigenetic signature-) en cada uno de
los 200 modelos de cancer, los cuales seran ttiles en el
tamizaje, prediccion, prondstico y tratamiento de pa-
cientes con cancer.

A pesar de los recientes progresos en la investigacion
epigenética, quedan muchas grandes y fundamentales
preguntas por resolver.
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Articulo original

Mortalidad temprana en niios con leucemia
linfoblastica aguda en un pais en vias de desarrollo;
factores asociados con el pronéstico

Early mortality in children with acute lymphoblastic leukemia
in a developing country: Factors associated with prognosis

Lopez Facundo NA', Talavera Pina JO?, Tejocote Romero I°.

> RESUMEN

Objetivo: Proponer una estratificacion con valor pro-
nostico sobre la mortalidad temprana en nifos con leuce-
mia linfobldstica aguda (LLA), con base en caracteristicas
clinico-demogritficas; hecho que podria ayudar a identi-
ficar al paciente con mayor riesgo de muerte temprana de
esta entidad creciente en México.

Material y métodos: Estudiamos prospectivamente
265 nifos con LLA durante un periodo de 0 a 6 me-
ses, evaluando sus caracteristicas: clinico-demogrificas,
resultados de laboratorio e inmunofenotipo, tratamiento
quimioterapéutico y complicaciones. El andlisis incluyd
tres etapas, inicialmente evaluamos el riesgo de muerte
de cada variable; construimos un indice, asignando una
puntuacioén equivalente al coeficiente P a las variables sig-
nificativas obtenidas mediante regresion binaria logistica
y posteriormente se aplicod este indice a todos los casos,
determinando su relacion con el desenlace.

!Servicio de Hematologia y Oncologia Pedidtrica. Hospital Mater-
no Infantil del Instituto de Seguridad Social del Estado de México
y Municipios. Toluca, Estado de México. 2 Unidad de Investigacion
en Epidemiologia Clinica, Centro Médico Nacional Siglo XXI del
Instituto Mexicano del Seguro Social. México D. F. ® Servicio de He-
matologfa y Oncologia Pediitrica. Hospital para el Nino del Instituto
Materno Infantil del Estado de México. Instituto de Salud del Estado
de México. Toluca, Estado de México.

> SUMMARY

Objectives: The early mortality in children with acute lym-
phoblastic leukemia (ALL) in Mexico it is in increase. We
propose a prognostic stratification of early mortality in these
patients starting from their clinical-demographic characteristics
at the time of the diagnosis.

Material and methods: We studied 265 children with ALL
during a period of 0 to 6 months, evaluating to the entrance
characteristic: clinical-demographic, findings of laboratory and
immunogenetics, type of chemotherapeutic treatment. The
analysis included 3 stapes, initially we evaluate the risk of
death of each variable, we build an index assigning an equiva-
lent punctuation to the coefficient P to the significant variables
obtained by means of logistical binary regression and later on
this index was applied to all the cases determining its relation-
ship with the outcome.

Results: 16.69 of the patients died in early form. The as-
sociate variables were severe malnutrition (p < 0.001), low
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cio de Oncologia Pedidtrica. Hospital Materno Infantil ISSEMYM.
Dir.: Via Alfredo Del Mazo esquina con Tomds Alva Edison. Tolu-
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Correo electrénico: araceli2210@hotmail.com
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Resultados: E1 16.6% de los pacientes fallecieron en for-
ma temprana. Las variables asociadas fueron desnutriciéon
severa (p < 0.001), nivel socioeconémico malo/pésimo
(p < 0.001), infeccién concomitante (p = 0.001) y enfer-
medad extramedular masiva (p < 0.001). Construimos
una estratificacion prondstica con 4 niveles de riesgo
de muerte temprana. De forma retrospectiva aplicamos
el indice creado en todos los casos, demostrando su uti-
lidad.

Conclusiones: La presencia de enfermedad extra-
medular masiva, nivel socioeconémico malo/pésimo,
desnutricién severa, infecciones y enfermedades con-
comitantes se asociaron a la mortalidad temprana por
LLA. Estas caracteristicas deben evitarse con una aten-
ci6én integral oportuna.

Palabras clave: leucemia linfoblastica aguda, mortalidad
temprana en ninos.

socioeconomic level (p < 0.001), concomitant infection (p =
0.001) and extramedullar massive illness (p < 0.001). We
build a prognostic stratification with 4 levels of risk of early
death, applying the index created at the end of the study, de-
monstrating their utility.

Conclusions: The presence of extramedullar massive illness,
low socioeconomic level, severe malnutrition, and concomitant
infections were associated to early mortality, for what they
should be considered as factors of risk of this in our means.

Key words: acute lymphoblastic leukemia, early mortality
children.

INTRODUCCION

Mientras que en paises desarrollados, como Estados Uni-
dos, las tendencias de mortalidad infantil por cincer han
descendido notablemente, considerdndose a este hecho
como un indicador del mejoramiento en la calidad de
los servicios de salud.'? Los datos disponibles en nuestro
pals reportan un incremento en estas tendencias, siendo
la leucemia linfobldstica aguda (LLA) el cancer mds co-
mun en los ninos, con una tasa de mortalidad de 2.66 x
100,000 nifos para el ano 2002.%*

Se define como mortalidad temprana en LLA ala que
ocurre antes del inicio del tratamiento, o bien, durante
el tratamiento de induccion a la remision y se reporta
en cifras muy bajas (1.6-4%) en paises econémicamen-
te desarrollados.!>!2 El diagnéstico temprano, la refe-
rencia oportuna a unidades de tercer nivel y los avances
recientes en el tratamiento, han logrado incrementar la
sobrevida de estos pacientes hasta en un 80% a 5 afios
en estos paises, por lo que las investigaciones actuales,
predominantemente se han enfocado a determinar los
factores que influyen en el prondstico de sobrevida y de
recaida.””'? En estos paises, la mayoria de las defunciones
de pacientes con LLA ocurre en etapas subsecuentes del
tratamiento inicial, por lo que los reportes de estudio
de muerte temprana son limitados.”'® Sin embargo, en
México, pais en vias de desarrollo, se han reportado cifras
de mortalidad temprana en nifos con LLA de hasta 18%,
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sugiriéndose una asociacién de ésta con factores nutri-
cionales inadecuados, baja tolerancia a la quimioterapia
mieloablativa y por consiguiente una sobrevida mas cor-
ta.’2" En estudios realizados en algunos paises con nivel
socioecondémico y cultural similar al nuestro, un mayor
numero de recaidas y menor sobrevida, se ha relacionado
con la presencia de algunos indicadores de pobreza como
bajo ingreso per capita y bajo consumo de energia.”'* El
objetivo del presente estudio es analizar las variables clini-
co-demograficas que se asocian a mortalidad temprana en
ninos con LLA vy a partir de éstas, construir una estratifi-
cacibén prondstica que permita identificar al paciente con
mayor probabilidad de fallecer tempranamente. A me-
diano plazo, se podrian desarrollar estrategias que modi-
fiquen las variables asociadas a su mortalidad temprana.

> MATERIAL Y METODOS

Incluimos en un estudio de cohorte a pacientes de 1a 16
afios, de género indistinto, con reciente diagnostico cli-
nico de LLA, corroborado mediante el estudio morfol6-
gico de la médula sea de acuerdo a los lineamientos del
French-American-British (FAB) Cooperative Group,*
sin tratamiento previo, los cuales fueron atendidos en los
Servicios de Hematologia y Oncologia del Hospital Ma-
terno Infantil del Instituto de Seguridad Social del Estado
de Méxicoy Municipios, Toluca, México, y del Hospital
para el Nino del Instituto Materno Infantil del Estado de
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México, Toluca, México, durante el periodo de enero-
marzo de 1999 a diciembre de 2004. Los pacientes fue-
ron seguidos clinicamente desde su ingreso hospitalario y
durante un minimo de 6 meses, o bien, hasta el momen-
to de su defuncién. El concepto de muerte temprana fue
definido en los casos en que ésta ocurrid antes de inicio del
tratamiento con poliquimioterapia, o durante el periodo
de induccidn a la remision (4-6 semanas).

Los pacientes fueron evaluados al momento del diag-
noéstico, registrindose sus caracteristicas clinico-demo-
grificas incluyendo edad, género, nivel socioecondémico
y cultural (NSE) medido a través un indice, previamente
validado en México, que los clasifica en 5 niveles: pési-
mo, malo, regular, bueno y excelente, de acuerdo con las
condiciones socioeconémicas de la vivienda (disponibili-
dad de agua potable y drenaje, material del piso, nivel de
hacinamiento) y la escolaridad del jefe de familia.*' En re-
lacidn con la condicidn clinica, el estado nutricional fue
medido con base al déficit de peso para la talla mediante
el puntaje Z de acuerdo al niimero de desviaciones estin-
dar (DE) por debajo del percentil esperado como mini-
mo normal; considerindose normo-nutriciéon <1.5 DE,
desnutricion de primer grado 1.5-2.5 DE, desnutricion de
segundo grado 2.5-3 DE, y desnutricién de tercer grado
>3.1 DE.* Se registr6 la presencia de infeccidn clinica
concomitante, asi como la presencia de otra enfermedad
crénica previamente diagnosticada (cardiopatia congéni-
ta, sindrome de Down, Inmunodeficiencia, hipotiroi-
dismo, entre otras) en todos los pacientes. Se evaluaron
los sintomas y signos relacionados con la LLA como
presencia de sindrome anémico, sindrome hemorrigico,
sindrome febril. Se definié como enfermedad extrame-
dular masiva a la presencia de adenomegalias masivas, es-
plenomegalia, hepatomegalia, (detectadas clinicamente);
infiltracion al sistema nervioso central (mediante la eva-
luacion celular obtenido mediante el cito centrifugado de
liquido cefalorraquideo), infiltracién al mediastino (me-
diante telerradiografia de térax) o a piel y tegumentos,
corroborada por biopsia. De los estudios de laboratorio
iniciales se consignoé el nivel de hemoglobina, la cuen-
ta leucocitaria y de plaquetas, nivel de dcido drico y de
deshidrogenada lactica (DHL), asi como transaminasas.
El estudio del inmunofenotipo de las células leucémicas
para definir estirpe celular B o Ty el cariotipo en médula
Osea, solo se realizaron en 203 y 40 pacientes, respectiva-
mente. No se incluy6 el estudio molecular para identifi-
car los diferentes tipos de translocaciones relacionadas al
prondstico dado (que la mayoria se encontraron limita-
dos a las posibilidades de su pago econémico). Una vez
completado el diagndstico clinico integral, los pacientes
fueron clasificados para recibir tratamiento de induccién
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a la remision de acuerdo a los criterios de la NCI's Risk
Clasificaciéon Workshop® que propone la edad y car-
ga leucocitaria, como principales factores para clasificar
los pacientes con LLA; el riesgo estindar correspondid
al grupo con edades de 1-9 afios con carga leucocitaria
< 50,000/mm?) riesgo alto al grupo con edad > 10 afios
y/o con carga leucocitaria > 50,000/mm?.

Los pacientes del primer grupo recibieron tratamiento
de induccidn a la remision con vincristina 1.5 mg/m?/dia,
los dias 1, 8,15, 22; prednisona 40 mg/m?/dia los dias
1-28; asparaginasa 10 mil Ul/m?/ dias 2, 4, 6, 8, 10, 12,
15,17, 19 (tratamiento 1). Algunos de estos pacientes re-
cibieron ademas doxorrubicina 25 mg/m?/dia, los dias 1,
8; y citarabina mas etopdsido a 300 mg/m?/dia cada una,
los dias 22, 25, 29 (tratamiento 2). Existi6 un tercer grupo
de tratamiento en pacientes que por su condicion clinica
grave (hiperleucocitosis, sindrome de vena cava superior,
sindrome de lisis tumoral, etc.), recibieron tratamiento
adicional con ciclofosfamida 1 gr/m?/dia como dosis de
citorreduccion en busqueda de resolucion de la urgencia
oncoldgica y continuaron con su esquema de induccion
a la remision con el esquema anterior con dosis unica de
doxorrubicina 30 mg/m?/dia 14.

Un grupo de pacientes debido a sus condiciones he-
modindmicas o metabdlicas de gravedad, fallecieron antes
de que fuera posible el inicio de tratamiento con qui-
mioterapia. La causa inmediata de la muerte fue consig-
nada en todos los casos. La respuesta al tratamiento de
quimioterapia de induccién fue valorada clinicamente
y por medio del estudio morfolégico del aspirado de la
médula 6sea los dias 14 y 28. Asimismo, las complica-
ciones presentadas por cada paciente, relacionadas o no
con el tratamiento quimioterapico, fueron evaluadas.

El anilisis estadistico de las variables clinico-demo-
graficas se realizd en 4 etapas: el primer paso consistié en
realizar un andlisis bivariado con base en calculo del ries-
go relativo (RR); y se contrastd cada una de las variables
independientes contra la presencia de vida o muerte al
término de la induccién a la remision (dias 28-36). Se
consideraron variables significativas, aquellas que presen-
taron un RR 2> 1.5 y una p £ 0.05. En el segundo paso
se construyd una estratificacién prondstica >, donde
fueron incluidas solo las variables significativas. Se em-
pleo un andlisis de regresion logistica multiple (RLM) al
interior de cada subgrupo de las siguientes variables: 1)
caracteristicas demogrificas y socioeconémicas, 2) con-
diciones clinicas del paciente, 3) sintomas generales de la
enfermedad, 4) enfermedad en etapa avanzada (extrame-
dular), 5) pardmetros paraclinicos, 6) caracteristicas in-
munogenéticas y 7) variables relacionadas al tratamiento.
Las variables que resultaron nuevamente significativas en
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este andlisis fueron incluidas en un segundo andlisis de
regresion binaria logistica (RBL), empleando el método
Forward Step-Wise®® para determinar el peso de cada va-
riable en el desenlace estudiado. El tercer paso consistio
en asignar una puntuacién equivalente a su coeficiente

obtenido en la tltima RBL a las variables estadisticamen-
te significativas para construir un indice prondstico. En
el cuarto paso se aplicé el indice prondstico construido,
sobre el andlisis de cada paciente, con lo que se obtuvo
una puntuacion final y se determind su relacion con la
presencia de muerte. En ambas regresiones logisticas se
utilizd p < 0.05 como valor de las variables significativas.
El paquete estadistico utilizado fue el SPSS version 10.0.

> REsuLTADOS

Doscientos cincuenta y seis pacientes pediatricos fueron
analizados en esta serie. Sus caracteristicas se muestran en
la tabla 1. El estudio morfoldgico celular de la médula
Osea, de acuerdo a los lineamientos de la FAB,* mostrd

Tabla 1.
Caracteristicas de 265 pacientes pediatricos con LLA con y sin desenlace fatal.
Exp
Variable (OR) 1C 95% p
1. Caracteristicas generales
a) Género (femenino) 2165 1.05-4.23 0.024
b) Nivel socioeconémico(NSE)
© Bueno-Excelente
 Regular 2175  0.631-7.498 0.219
e Malo-Pésimo 4,689 1.56-14.04 0.006
2. Comorbilidad diagnéstico
a) Infeccion documentada 5.671 2.66-12.064  <0.0001
b) Desnutricion moderada-severa  4.606 4.21-9.85 <0.0001
¢) Enfermedad concomitante? 6.036  1.128-32.288 0.036
3. Condicion clinica al diagndstico
a) Adenomegalias masivas 8.829 2.77-28.05 <0.0001
b) Esplenomegalia masiva 10.40 3.61-29.95 <0.0001
¢) LCR positivo 6.41 1.54-26.62 0.010
4. Condicion paraclinica
a) Leucocitos > 75 mil/mm? 2.059 1.34-3.144 <0.0001
b) Plaquetas<20 mil/mm? 143 1.1-3.869 0.020
5. Variables relacionadas al tratamiento inicial
a) Complicaciones 3.8 1.89-7.64 0.002
b) Citorreduccion 3.97 1.63-9.65 <0.0001

@ Cardiopatfa congénita, hipotiroidismo, PCI, sindrome de Down.

T Numerador: total de pacientes que fallecieron, denominador total de paciente
con la variable evaluada.

2 Elevacion > 3 veces el nivel basal del laboratorio donde fue realizado el estudio.

3 Se excluyeron los pacientes que fallecieron sin recibir tratamiento oncoldgico.
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que 80 % de leucemias fueron de tipo L1, 18% de tipo
L2 y 2% de tipo L3. De un total de 158 pacientes cla-
sificados como leucemias de alto riesgo, 27 presentaron
condiciones clinicas correspondientes a urgencia onco-
logica y fueron tratados con poliquimioterapia el primer
dia de su ingreso. 107 pacientes fueron clasificados con
leucemias de riesgo estindar y recibieron tratamiento en
promedio los primeros 3 dias posteriores a su ingreso.

Cuarenta y cuatro pacientes presentaron muerte
temprana (16.6%0). Hubo un grupo de 6 pacientes en
los que por sus condiciones hemodinidmicas o metabo-
licas al ingreso hospitalario (insuficiencia renal aguda
secundaria a sindrome de lisis tumoral, choque cardio-
génico, hemorragia en SNC con edema cerebral severo),
no fue posible iniciar tratamiento con quimioterapia y
fallecieron en las primeras 48 horas. Dieciséis pacientes
que iniciaron tratamiento, fallecieron en los primeros 7
dias del ingreso, debido principalmente a choque sép-
tico, hemorragia masiva y complicaciones metabdlicas.
Veintidds pacientes fallecieron entre la segunda y cuarta
semana, debido principalmente a choque séptico o pan-
creatitis.

Al realizar el andlisis bivariado de los pacientes, se
observé un incremento del riesgo de muerte temprana
asociado a las siguientes caracteristicas clinico-demo-
graficas: género femenino RR de 1.83 (los intervalos de
confianza correspondientes se muestran en la tabla 1),
NSE malo/pésimo RR de 3.7, desnutricién de 1 y 111
grado RR de 4.31, presencia de enfermedades intercu-
rrentes RR de 5.14, infeccidn aguda concomitante RR
de 4.03, adenomegalias masivas RR de 15.48, esple-
nomegalia masiva RR de 15.69, hepatomegalia masiva
RR de 7.31, infiltracién a piel RR de 7.53,a SNC RR.
de 5.84, y a mediastino RR de 4.29; asi como carga leu-
cocitaria >75 mil/mm?® RR de 3.15, elevacién del nivel
de DHL 3 o mis veces de la cifra normal para cada uni-
dad hospitalaria RR de 3.4, elevaciéon de transaminasas
3 o mas veces de la cifra normal para cada unidad hospi-
talaria RR de 2.78. Posteriormente, se realizo el analisis
de RLM al interior de cada grupo de variables (tabla
2), observindose que el nivel socioeconémico malo/
pésimo mostré importante influencia al obtenerse una
probabilidad (OR) de 4.689 (IC95% 1.56-14.04). Del
grupo de variables relacionadas con la comorbilidad se
destacan el efecto de la presencia de infecciones graves o
severas concomitantes, con OR 5.671 (IC2.66-12.06),
de desnutricién moderada-severa (OR 4.6 1C4.21-
9.85) y de enfermedades cronicas intercurrentes como
cardiopatia congénita ¢ hipotiroidismo con OR 6.03
(IC 1.12-32.28). En cuanto a las variables clinicas de
enfermedad en etapas avanzadas, se detectaron como
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Tabla 2.
Resultados de la primera regresion logistica mdltiple realizada al interior de cada grupo de variables en pacientes pediatricos con LLA en relacién con la presencia de
muerte temprana.
Variable Defuncion RR (1C95%) P(x2)
Caracteristicas demograficas
Género  Masculino 18/148 12% 1
Femenino 26/117 22% 1.83(.05-3.17) 0.029
Edad  0-5afios 18/100 18% 1
6-10 afos 14/106 13.2% 0.73(039-1.4) 0.34
11-16 afios 12/59 20.3% 1.13(0.59-2.18) 0.71
Nivel socioeconémico
Bueno-excelente 4/63 6.3% 1
Regular 9/70 16.3% 2.03(0.6-6.25) 0.2
Malo-pésimo 31/132 23.5% 3.7(1.36-10.03) <0.0001
Condiciones generales
Sin desnutricion y grado 1 19/201 9.4% 1
Desnutricion grado I1ll 25/64 39% 4.31(2.55-7.28) <0.0001
Sin infeccion 14/186 7.5% 1
Con infeccion 30/79 37.9% 4.03(2.24-7.260) 0.001
Enfermedad concomitante ~ No 38/255 14.9% 1
Si 6/10 60% 5.14(2.89-9.15) <0.0001
Manifestaciones clinicas
Sindrome anémico  Ausente 9/74 12% 1
Presente 35/191 18.3% 1.51(0.76-2.98) 0.22
Sindrome hemorragico ~ Ausente 21147 14.2% 1
Presente 23/118 19% 1.43(0.83-2.49) 0.19
Sindrome febril  Ausente 23/122 18.9% 1
Presente 21/143 14.7% 0.78(0.45-1.34) 0.36
Enfermedad extramedular masiva
Adenopatias ~ No 4/161 2.5% 1
Si 40/104 38.5% 15.48(5.7-41) <0.0001
Hepatomegalia ~ Ausente 8/164 4.2% 1
Presente 36/101 35.6% 7.31(3.54-15.09) <0.0001
Esplenomegalia ~ Ausente 5177 2.8% 1
Presente 39/88 44.3% 15.69(6.41-38.4) 0.000
Infiltracion a piel ~ Negativa 40/261 15.3% 1
Positiva 4/4 100% 7.53(5.6-10) <0.0001
Infiltracion a SNC ~ Negativa 32/249 12.9% 1
Positiva 12/16 75% 5.84(3.8.-8.97) 0.000
Infiltracion mediastinal ~ Ausente 35/250 14% 1
Presente 9/15 60% 4.29(2.56-7.17) <0.0001
Laboratorio
HB (gr%) 10.1.0+ 7/33 21% 1
51-10 24/160 15% 0.71(0.33-1.5) 0.37
2-5.0 13/72 18% 0.85(0.37-1.9) 0.70
Leucocitos/mm?® <25 mil 15/145 10.3% 1
25001-75000 14/74 18.9% 1.83(0.93-3.58) 0.07
>75.001 15/46 32.6% 3.15(1.67-5.94) 0.0003
Plaguetas/mm®  >20,000 241177 13% 1
<19,999 20/88 22.7% 1.81(1.02-3.23) 0.045
Nivel de Acido drico>  Normal 15/114 13.2% 1
Elevado 29/151 19.2% 1.46(0.82-2.59) 0.19
Nivel DHL? <1500 Ul 30/233 12.8% 1
>1501 Ul 14/32 43% 3.4(2.03-12.5) 0.0001
PFH2  Normales 27/216 12.5% 1
Elevadas 17/49 34.6% 2.78(1.6.-4.7) <0.0001
Inmunogenéticos
[nmunofenotipo  Estirpe B 21/155 13.5% 1
No tiene 12/62 19.3% 1.43(0.75-2.72) 0.28
Estirpe T 11/48 22.9% 1.69(0.88-3.25) 0.1
Cariotipo  Normal 4/28 14% 1
No medible 37/225 16.4% 1.3(0.4-3.6) 0.48
Anormal 3/12 25% 1.75(0.4-6.6) 0.34
Tratamiento®
Tipo de tratamiento  Estandar 8/107 6.5% 1
Alto riesgo 18/125 14.4% 1.93(0.87-4.25) 0.09
Alto riesgo 12/27 44.4% 5.9(2.7-13.08)
+ urgencia oncoldgica
Complicaciones ~ No 10/167 5.9% 1 <0.0001
Si 28/92 30.8% 5.9(2.7-10) <0.0001
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variables significativas la presencia de adenomegalias
masivas, esplenomegalia masiva e infiltracién al SNC
con LCR positivo, con OR de 8.82 (IC 2.77-28), 10.4
(3.6-29.9) y 6.41 (1.54-26), respectivamente. Del grupo
de variables relacionadas a la condicién paraclinica, sélo
la cuenta leucocitaria > 75 mil/mm? fueron significativas
(OR de 2.05, IC 1.34-3.14). Al evaluar la influencia
del tratamiento asociada al evento de la muerte tempra-
na, se¢ observd que aquellos pacientes con indicadores
enfermedad grave que requirieron quimioterapia ur-
gente a su diagndstico debido a urgencia oncologica,
tuvieron un mayor riesgo de muerte (OR de 3.97, IC
1.63-9.65). Todas estas variables fueron incluidas en un
segundo anilisis de RLM de tipo binomial (tabla 3),
identificando el nivel socioeconémico malo-pésimo (OR
de 10.813), las infecciones severas concomitantes (OR de
3.236), la desnutricién moderada/severa (OR de 3.75),
las enfermedades cronicas intercurrentes (OR de 6.57)
y la enfermedad extramedular masiva (OR de 10.45,
10.58, 18.0 para adenomegalia masiva, esplenomegalia
masiva y LCR positivo, respectivamente) asociadas con
la muerte temprana en pacientes pedidtricos con LLA.
Este segundo anilisis, descart6 el efecto del género de las
condiciones paraclinicas y de las variables relacionadas al
tratamiento inicial en el desenlace, como caracteristicas
significativas de asociacion.

Para crear un indice y obtener una estratificacion
prondstica, se asignd una puntuacion ponderada para
cada una de estas variables significativas, de acuerdo al
valor del coeficiente B obtenido en esta tltima regre-
sidn, con rango de 0-12, de 0 en ausencia de ellas, de
12 con valores maximos del valor del coeficiente B, y
valores intermedios de acuerdo a sus correspondientes
del coeficiente B (tabla 4). Por ultimo, se aplico esta
estratificacion pronoéstica de manera retrospectiva a cada

uno de los pacientes con LLA de esta serie, para esti-
mar el riesgo de muerte temprana. Los 265 pacientes
pedidtricos de esta serie, se distribuyeron en 4 grupos:
el primer grupo, con puntuacién de 0 a 3 incluyeron a
161 pacientes de los cuales fallecieron solamente 1.2%
de ellos; el segundo grupo incluyé 68 pacientes con
puntuacién de 3.5-6 de los cuales fallecieron 16%; el
tercer grupo incluyd 27 pacientes con puntuacion de
6.5-9 de los cuales fallecieron 81.4%; y el cuarto grupo
incluy6 nueve pacientes con puntuacién de 9.5-12, de
los cuales fallecieron 100% (tabla 5). La distribucion
de los pacientes con LLA que presentaron muerte tem-
prana, se asocid con puntuaciones elevadas de este in-
dice predictivo. Esta relacién de puntuacién progre-
siva con porcentajes progresivos de muerte temprana,
demuestra su validez en la estratificacién prondstica de
muerte temprana en pacientes pediatricos con LLA.

> DIScusION

La estratificacion prondstica surge de la necesidad del cli-
nico para identificar grupos con la misma enfermedad,
pero con distinto prondstico. Ha sido utilizada eficaz-
mente para predecir el prondstico en pacientes con pade-
cimientos neoplasicos y no neoplasicos, incorporando los
diversos factores de comorbilidad que influyen en é1.3+%
Proponemos un indice de estratificacién pronodstica de
muerte temprana en pacientes pedidtricos con LLA, ba-
sada principalmente en la evaluacién clinica del paciente al
momento del ingreso, reconociendo al paciente como
un todo y no sblo como una entidad patologica. Este indi-
ce puede ser aplicado empleando los recursos disponibles
en nuestro medio, con el fin de detectar los pacien-
tes con mayor probabilidad de fallecer tempranamente. El

Resultados de la regresion binaria logistica en pacientes con LLA, de acuerdo a las variables significativas en la regresion logistica mdiltiple previa.

Tabla 3.
Variable Expp (OR)
1. Nivel socioeconémico
1.1 Nivel socioeconomico regular 1.38

Nivel socioeconémico malo-pésimo 10.813
2. Infeccion 3.236
3. Desnutricion 3.752
4. Otra patologia agregada 6.578
5. Adenomegalias masivas 10.453
6. Esplenomegalia masiva 10.58
7. LCR positivo 18.032
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IC 95% (expp) p Coeficiente 3
1139-8.017 0.023 0.324
17.66-1043 <0.0001 2.381
1.099-9.53 0.033 1174

1.784-11.893 <0.0001 1.322
1.28-32.28 0.036 1174
2.86-38.207 <0.0001 2.347
2.932-38.21 <0.0001 2.359
2.17-149.2 0.007 2.892
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Tabla 4.

Propuesta de indice prondstico de mortalidad temprana en pacientes pediatricos con

LLA, utilizando la puntuacion asignada equivalente al coeficiente 3 obtenido en la

segunda regresion binaria logistica.
Variable Equivalente del coeficiente 3

Nivel socioeconémico
Regular 1
Malo-Pésimo 4

Comorbilidad al dx

Infeccion 2
Desnutricion 2
Otra patologia de base 2

Enfermedad extramedular

Adenomegalia masiva 4
Esplenomegalia masiva 4
LCR positivo 6

indice de mortalidad en pacientes pediitricos por LLA
a nivel nacional es elevado si se compara con los indices
de muerte en paises desarrollados.!*5!2 Existen repor-
tes de estudios realizados en Estados Unidos, que in-
dican diferencias raciales en el prondstico de pacientes
con LLA y su relaciéon con el estado socioeconémico,
identificando un pobre prondstico para aquellos de raza
hispana.*”-*! Si bien los indicadores bioldgicos inheren-
tes a la enfermedad pueden ser consideradas similares
a las reportadas en la literatura, un elevado nimero de
nuestros pacientes ingres6 con enfermedad extramedu-
lar masiva y altas cargas leucocitarias, es decir, enferme-
dad en etapa avanzada, con alteraciones metabdlicas y
hemodinamicas que provocan desbalances severos de
la homeostasis y son considerados como emergencias o
urgencias oncoldgicas, incluso algunos de ellos fallecie-
ron antes de poder iniciar el tratamiento oncologico. En
otras ocasiones, este tipo de pacientes cursan también
con infecciones y desnutricion severas, lo que implica
que al recibir tratamientos inmediatos de quimioterapia
intensa, se les coloca en condiciones de riesgo alto para
las complicaciones del tratamiento, muy diferentes a las
que viven pacientes similares en paises desarrollados.
Estas distintas condiciones de riesgo pueden estar
provocadas por multiples factores, como el retardo en
el diagnostico y de referencia oportuna, la presencia de
desnutricién y el nivel socioeconémico bajo o pésimo.
Estas variables han sido estudiadas en paises en vias de de-
sarrollo en forma aislada en busqueda de su valor prondsti-
co en la sobrevida a largo plazo y presencia de recaida.!*%
El retardo en el diagnéstico y referencia oportuna pueden
verse influenciados por la baja disponibilidad de recursos

Tabla 5.
Aplicacion del indice en forma retrospectiva en 265 casos de LLA y su prediccion de
mortalidad de acuerdo a la puntuacion total obtenida con el indice creado.

f:l::]i:;cién total ) Dl %
l. 0-3 2/161 1.2%
IIl. 3.5-6 11/68 16%
. 6.5-9 22/27 814
IV. 9.5-12 9/9 100%

2 Numerador = pacientes que fallecieron. Denominador = total de pacientes
con dicha puntuacion.

humanos y materiales, incluyendo infraestructura hos-
pitalaria inadecuada para el tratamiento especializado de
pacientes con cdncer, que en nuestro pais se encuen-
tra centralizada en las grandes ciudades, las cuales oca-
sionalmente se localizan a 4 horas o mas del domicilio
del pacientes. Las caracteristicas culturales propias de la
poblaciéon y el no contar con los recursos econémicos
suficientes, limitan aiin mds el acceso a estos servicios
especializados de salud. Por otro lado, el contar con
un nivel socioeconémico bueno, permite al paciente
trasladarse, obtener atencion médica especializada y ser
beneficiados con antibidticos, factores estimulantes de
colonias e incluso hemoderivados, que da como resul-
tado un tratamiento oportuno de situaciones como la
neutropenia febril, disminuir el riesgo de choque sépti-
coy por ende de muerte. La presencia de desnutricion,
por si sola, condiciona mayor riesgo de enfermedades
infecciosas y disminuye la tolerancia al tratamiento con
quimioterapia, lo que incrementa el riesgo de compli-
caciones secundarias al mismo; ademas, la desnutricién
puede estar asociada a un nivel socioeconémico bajo o
pésimo, el cual a su vez, incrementa el riesgo de proce-
sos infectocontagiosos.!8-21:%

En nuestro estudio construimos un indice prondsti-
co de muerte temprana que incluye cuatro estratos segin
la puntuacién obtenida con estas variables clinico-de-
mogréficas. Los pacientes que presentaron simultinea-
mente enfermedad extramedular masiva, incluyendo
infiltracién a SNC, desnutricidon e infeccidén concomi-
tantes ademds de un nivel socioeconémico bajo, se aso-
ciaron con elevada mortalidad temprana. Identificamos
dos grupos intermedios con moderada/minima morta-
lidad temprana que se asociaron solamente con algunas
de las caracteristicas anteriormente mencionadas; y un
grupo en el cual no se presentd ninguna de estas carac-
teristicas cuyo riesgo de muerte fue relativamente bajo.
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Consideramos que si bien las diferencias socioecon6-
micas, la desnutriciéon e infecciones son factores que no
pueden ser modificados por nosotros al momento del
diagnoéstico, debemos establecer algunas estrategias es-
pecificas de tratamiento como el de iniciar terapia con
corticoides neoadyuvantes en los casos de emergencia/
urgencias oncologicas, junto con la aplicacién de cuida-
dos de terapia intensiva (deteccidn y tratamiento opor-
tuno de cualquier complicacién) en pacientes con los
factores de riesgo mencionados. Asimismo, es necesario
incidir en la necesidad urgente de establecer politicas de
salud encaminadas a fomentar el diagnéstico temprano
y referencia oportuna mediante educacion continua a
médicos de primer y segundo nivel, un mayor acceso y
cobertura de la poblacién a los servicios de salud espe-
cializados, asi como la descentralizacidon de los mismos
y asignacién de recursos econdmicos suficientes, junto
con la educacién en salud de la poblaciéon, con el fin
de disminuir la mortalidad infantil por cincer tanto en
forma temprana como tardia.

> CONCLUSION

La estratificacién prondstica de mortalidad temprana
en nifios con leucemia aguda linfoblistica que propo-
nemos, es una herramienta para la identificacién de las
variables clinico-demograficas asociadas a ella. El estu-
dio demuestra que el evento de la mortalidad temprana
en pacientes pediatricos con LLA estd relacionada con
el retardo en el adecuado diagndstico, bajas condiciones
socioecondmicas y de educacién médica de los familia-
res del paciente, asi como con la limitada disponibilidad
de recursos econdémicos, humanos y de infraestructura del
Sector Salud.
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* Formulario anexo de declaracién de autoria y cesién de de-
rechos.

* Disquete informatico con el texto, especificando nombre del
archivo y programa utilizado.

Carta de presentacion

En clla el autor explicara, en 3-4 lineas, cudl es la aportacion ori-
ginal del trabajo que presenta.

Tipos de articulos

* Originales. Podran referirse a trabajos de investigaciéon bdsica
o clinica o cualquier otra contribucién original en algunos de
los aspectos de la Oncologia. La extensién aproximada serd
de 15 pdginas de texto y un maximo de 10 figuras, tablas,
fotografias o grificos (uno por pigina). Se recomienda que el
numero de autores firmantes no supere los seis. Las secciones
se ordenan como sigue: pagina del titulo, resumen, summary,
introduccidén, métodos, resultados, discusién, bibliografia,
tablas, pies de figura y figuras.

Trabajos de Formacién Continuada-Revisiones. Se refiere a puestas
al dia de temas concretos de la especialidad o bien a revisiones
de tema a propdsito de una casuistica. La extension serd aproxi-
madamente de 10 paginas con cinco figuras, tablas, fotografias
o grificas. El nimero de firmantes no serd superior a seis. Las
secciones se ordenan como sigue: pagina del titulo, resumen,
summary, introduccion, casuistica, discusién, bibliografia, ta-
blas, pies de figura y figuras.

Notas clinicas. Referidas a la descripcion de casos clinicos in-
frecuentes cuya presentacion aporte datos al conocimiento del
tema. La extension aproximada serd de cinco paginas y no mds
de tres figuras o tablas. El nimero de autores firman tes no su-
perara los cinco. Las secciones se ordenan como sigue: pagina

del titulo, resumen, summary, introduccion, casuistica, discu-
sion, bibliografia, tablas, pies de figura y figuras.

e Cartas al director. Se referiran a articulos publicados reciente-
mente en la revista y sobre los que se hardin comentarios, ob-
jeciones o aportaciones personales. La extensién serd de dos
paginas, admitiéndose una tabla o figura. El namero de fir-
mantes no serd mas de dos y la bibliografia que en ella se aporte
serd la minima indispensable, nunca superior a cinco citas.

e Ciritica de libros. La revista publicard la critica de los libros de
Oncologia que lleguen a su poder.

* Noticias. Se podran remitir todas aquellas informaciones, anun-
cios, comentarios, etcétera, que puedan ser de interés para los
miembros de la sociedad.

Manuscrito

e Elautor debe enviar tres juegos completos del manuscrito, me-
canografiados a doble espacio en todas sus secciones (incluidas
citas bibliograficas, tablas y pies de figura). Se empleardn pi-
ginas DIN-A4 (21.5 x 29.7 c¢m) dejando margenes laterales,
superior e inferior de 2.5 centimetros.

Todas las paginas irin numeradas consecutivamente, empezan-
do por la del titulo.

Abreviaciones: éstas deben ser evitadas, exceptuando las unidades
de medida. Evite el uso de abreviaciones en el titulo y en el
resumen. El nombre completo al que sustituye la abreviacion
debe proceder el empleo de ésta, a menos que sea una uni-
dad de medida estandar. Las unidades de medida se expresarin
preferentemente en Unidades del Sistema Internacional (Uni-
dades SI). Las unidades quimicas, fisicas, biologicas y clinicas
deberan ser siempre definidas estrictamente.

Pagina del titulo

* Figurari el titulo conciso, pero informativo, un titulo abreviado
(mdximo 40 caracteres), los nombres y apellidos de los autores,
nombre de (los) departamento (s) y la (s) institucién (es) a las
que el trabajo debe ser atribuido y el reconocimiento de cual-
quier beca o apoyo financiero.

¢ Incluir el nombre completo, nimero de teléfono (fax y e-mail)
y la direccion postal completa del autor responsable de la co-
rrespondencia y el material. Estos datos deben figurar en el
cuadrante inferior derecho de esta primera pagina.

Resumen y palabras clave

* Deberin aparecer en la segunda pagina. Se recomienda que el
resumen de los articulos originales sea estructurado, es decir, que
contenga los siguientes encabezados e informacion: objetivo,
métodos, resultados y conclusiones con no mds de 200 palabras.

* En la misma hoja debe aparecer una relacién con las pala-
bras clave. Las palabras clave (de tres a diez en total) comple-
mentan el titulo y ayudan a identificar el trabajo en las bases
de datos. Se deben emplear términos obtenidos de la lista de
encabezados de materias médicas (MeSH) del Index Medicus
de la NLM de Estados Unidos. Disponible en: http://www.
ncbi.nih.nih.gov/entrez/meshbrowser.cgi
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Abstract y key words

* Es una traduccidn correcta del resumen al inglés. Se escribird
en una hoja aparte, donde también figure el titulo del trabajo y
las key words, ambos igualmente en inglés.

Introduccién

* Debe mencionarse claramente los objetivos del trabajo y re-
sumir el fundamento del mismo sin revisar extensivamente
el tema. Citar s6lo aquellas referencias estrictamente nece-
sarias.

Sujetos y métodos

* Debe describir la seleccion de los sujetos estudiados deta-
llando los métodos, aparatos y procedimientos con suficien-
te detalle como para permitir reproducir el estudio a otros
investigadores. Alguna informacion detallada de gran inte-
rés puede incluirse como anexo.

Las normas éticas seguidas por los investigadores tanto en
estudios en humanos como en animales se describiran bre-
vemente. Los estudios en humanos deben contar con la
aprobacidén expresa del comité local de ética y de ensayos
clinicos, y asi debe figurar en el manuscrito.

Exponer los métodos estadisticos empleados. Los estudios
contardn con los correspondientes experimentos o grupos
control; caso contrario se explicarin las medidas utilizadas
para evitar los sesgos y se comentara su posible efecto sobre
las conclusiones del estudio.

Resultados

* Los resultados deben ser concisos y claros, e incluirdn el mi-
nimo necesario de tablas y figuras. Se presentardan de modo
que no exista duplicacion y repeticién de datos en el texto y
en las figuras y tablas.

Discusién

* Enfatizar los aspectos nuevos e importantes del trabajo y sus
conclusiones. No debe repetirse con detalles los resultados
del apartado anterior. Debe senalarse las implicaciones de
los resultados y sus limitaciones, relacionandolas con otros
estudios importantes. El contenido de esta seccion ha de
basarse en los resultados del trabajo y deben evitarse conclu-
siones que no estén totalmente apoyadas por los mismos. Se
comentaran los datos propios con relacién a otros trabajos
previos, asi como las diferencias entre los resultados propios y
los de otros autores.
La hipétesis y las frases especulativas deben ser claramente
identificadas.

Agradecimientos

* Podrin reconocerse: a) contribuciones que necesitan agra-
decimiento pero no autorfa; b) agradecimiento por ayuda
técnica; ¢) agradecimiento de apoyo material o financiero,
especificando la naturaleza de dicho apoyo, y d) relaciones
financieras que pueden causar conflicto de intereses.

Bibliografia

* Las citas bibliograficas se identificardn en el texto con la co-
rrespondiente numeracion correlativa mediante nimeros
ardbigos, en superindice.

* Se escribirdan a doble espacio y se numeraran consecutiva-
mente en el orden de aparicién en el texto.
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* Las comunicaciones personales y los datos no publicados no
deben aparecer en la bibliografia (se pueden citar entre parén-
tesis en el texto).

* Las abreviaturas de las revistas se ajustardn a las que utiliza el
Index Medicus de la National Library of Medicine. Disponi-
ble en: http://www.ncbi.nih.gov/entrez/jrbrowser.cgi

Ejemplo de citas correctas

Revistas:

1. Articulo normal (citar los autores cuando sean seis 0 menos;
si son siete 0 mds, citar los seis primeros y afadir “ef al”):
Canas R, Kilboume E. Oil ingestion and the Toxic-Oil
syndrome: results of a survey of residents of the Orcasur
neighbourhood in Madrid, Spain. Int J Epidemiol 1987
;1:3-6.

2. Suplemento de revista:

Mastri Ar, Neuropathy of diabetic neurogenic bladder. Ann
Intern Med 1980;92(suppl 2):316-8.

3. Fasciculo sin volumen:

Baumeister AA. Origins and control of stereotyped move-

ments. Monogr Am Assoc Ment Defici 1978;(3):353-84.

Libros y otras monografias:

4. Autor (es):
McDowell Y, Newell C. Measuring health: a guide to rating
scales and questionnaires. New York: Oxford University
Press, 1987.

5. Capitulo de un libro:
Abramson JH. Cross-sectional studies. En: Holland WW,
Detels R, Knox G, Directors. Oxford textbook of pu-
blic health, volumen 3: Investigative methods in public health.
Oxford: Oxford University Press, 1985;89-100.

6. Tesis doctorales o conferencias publicadas:
Youssef NM. School adjustment of children with congeni-
tal Heart disease [tesis doctoral]. Pittsburgh: Universidad de
Pittsburgh, 1988.

Octros articulos:

7. Articulos de periddico:
Yoloi J. Frontela no logré reproducir el sindrome toxico en
monos. El Universal, 17 Feb. 1988,23(col 1-4).

8. Material legal:
Toxic Substances Control Act: Audiencia S. 776 ante el Subco-
mité sobre el medio ambiente del Comité sobre Comercio del Senado,
94 cong 1. a Sesion, 343(1975).

9. Archivo de computadora:
Renal system [programa informdtico]. Version MS-DOS.
Edwardsville, KS: Medisim; 1988.

Material no publicado:

10. En prensa:
Lillywhite HB, Donald JA, Pulmonary blood flow regulation
in an aquatic snake. [en prensa]. Science.

11. Citas extraidas de internet:
Cross P, Towe K K. A guide to citing Internet source [on-
line]. Disponible en: http://www.bournemouth.ac.uk/servi-
cedepts/lis/LIS_Pub/harvards.

Tablas
* Irdn numeradas de manera correlativa. Escritas a doble espa-
cio, en hojas separadas, se identifican con un numero ardbigo



y un titulo en la parte superior. Deben contener las pertinen-
tes notas explicativas al pie.

Figuras, fotografias, graficas, dibujos y otras ilustraciones
e Deberin ser seleccionadas cuidadosamente, de modo que
contribuyan a la mayor comprensién del texto. El tamano
serade 10 x 12y 10 x 18 cm, con la calidad necesaria para su
reproduccién y en nimero adecuado segun las normas de la
introduccidn.

Si se presentan microfotografias deberan incluirse el método
de tincién y los aumentos empleados.

Las fotografias en tamano postal irdin numeradas al dorso me-
diante etiqueta adhesiva con el nombre del primer autor vy ti-
tulo del trabajo e indicaciones de la parte superior de la misma
mediante una flecha.

Las fotografias digitales vendran en formato jpg/jpeg en disco
0 CDy por correo electronico junto al trabajo en cuestion.
Si desea la publicacion en color de alguna de la fotografias, los
gastos correran a cargo del autor, previa solicitud de presu-
puesto al editor.

e Las figuras no repetiran datos y escritos en el texto.

Los pies de figura se escribirdn a doble espacio y las figuras se
identificardn con nimeros ardbigos que coincidan con su or-
den de aparicién en el texto. El pie contendra la informacion
necesaria para interpretar correctamente la figura sin recurrir
al texto.

RESPONSABILIDADES ETICAS

e Cuando se describen experimentos que se han realizado en
seres humanos se debe indicar si los procedimientos seguidos
se conforman a las normas éticas del comité de experimenta-
ci6n humana responsable (institucional o regional) y a la De-
claracién de Helsinki de 1975, revisada en 1983. Disponible
en: http//www.wma.net/s/policy/17-c_s.html. No se deben
utilizar nombres, iniciales o numeros de hospital, sobre todo
en las figuras. Cuando se describen experimentos en anima-
les se debe indicar si se han seguido las pautas de una ins-
titucion o consejo de investigacion internacional, o una ley
nacional reguladora del cuidado y la utilizacién de animales
de laboratorio.

Permiso de publicacién por parte de la institucion que ha fi-
nanciado la investigacion.

La revista no acepta material previamente publicado. Los
autores son responsables de obtener los oportunos permi-
sos para reproducir parcialmente material (texto, tablas, fo-
tografias o figuras) de otras publicaciones. Estos permisos
deben solicitarse tanto al autor como a la editorial que ha
publicado dicho material.

Conflicto de intereses. La revista espera que los autores declaren
cualquier asociacién comercial que pueda suponer uncon-
flicto de intereses en conexién con el articulo remitido.
Autoria. En la lista de autores deben figurar Gnicamentea-
quellas personas que han contribuido intelectualmente al
desarrollo del trabajo. Haber ayudado en la coleccion de
datos o haber participado en alguna técnica no son por si
mismos criterios suficientes para figurar como autor. En
general, para figurar como autor se deben cumplir los si-
guientes requisitos:

1. Haber participado en la concepcidn y realizacion del traba-
jo que ha dado como resultado al articulo en cuestion.

Gaceta Mexicana de Oncologia ®
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2. Haber participado en la redaccién del texto y en las posi-
bles revisiones del mismo.

3. Haber aprobado la versién que finalmente serd publi-
cada.

La Gaceta Mexicana de Oncologia declina cualquier res-

ponsabilidad sobre posibles conflictos derivados de la autorfa de
los trabajos que se publican en la Revista.

Consentimiento informado

Los autores deben mencionar en la seccion de métodos que los
procedimientos utilizados en los pacientes y controles han sido
tras la obtencién de un consentimiento informado.

TRANSMISION DE LOS DERECHOS DE AUTOR

Se incluira con el manuscrito el anexo a estas normas firmado
por todos los autores.

PROCESO EDITORIAL

Una vez evaluado en primera instancia por el Comité Editorial,
todo manuscrito recibido es enviado a evaluadores externos, a
los autores se le notificard su aceptacion, rechazo o necesidad de
cambios dentro de las primeras 6 semanas de haber recibido el
manuscrito. La valoracién seguird un protocolo establecido a tal
efecto y serd andnima.

La Gaceta Mexicana de Oncologia se reserva el derecho de
realizar cambios o introducir modificaciones en el estudio, en
aras de una mejor comprensién del mismo, sin que de ello se
derive un cambio en su contenido.

Los manuscritos que sean aceptados para publicacion en la re-
vista quedardn en poder permanente de la Gaceta Mexicana
de Oncologiay no podrin ser reproducidos ni total ni parcial-
mente sin su permiso.

INFORMACION ADICIONAL

1.La Gaceta Mexicana de Oncologia da acuse de recibo
de los trabajos remitidos.

2. Correccién de pruebas. Se enviard una prueba de composi-
ci6én del articulo al autor responsable de la corresponden-
cia. La prueba se revisard cuidadosamente y se marcarin
los posibles errores, devolviendo las pruebas corregidas a
la redaccidén de la revista en un plazo de 48 horas. El Co-
mité de Redaccidn se reserva el derecho de admitir o no
las correcciones efectuadas por el autor en la prueba de
impresion.

3. Politica editorial. Los juicios y opiniones expresados en los
articulos y comunicaciones publicados en la Gaceta son
del autor(es), y no necesariamente aquéllos del Comité
Editorial.

Tanto el Comité Editorial como la empresa editora declinan
cualquier responsabilidad sobre dicho material. Ni el Comité
Editorial ni la empresa garantizan o apoyan ningtn producto
que se anuncie en la revista, ni garantizan las afirmaciones rea-
lizadas por el fabricante sobre dicho producto o servicio. Ga-
ceta Mexicana de Oncologia. Instrucciones para autores
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