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RESUMEN

Introduccién: Los efectos de la infeccion por HPV
en la sensibilidad intrinseca de la célula tumoral a la
radioterapia (RT} no son claros. Anticuerpos hacia la
oncoproteina viral E7 son detectados de manera
consistente en pacientes con cancer de cérvix; los
cambios de los niveles de estos anticuerpos luego de
la RT pueden tener valor prondstico. El propésito de
este estudio fue evaluar la presencia de DNA de HPV
y los anticuerpos hacia E7 del HPV16 como
marcadores potenciales de prondstico en carcinoma
de cérvix.

Métodos: Se incluyeron 58 pacientes con
diagndstico de carcinoma cervical, estadios FIGO IIB
v HIB. Se tomaron muestras de sangre y cepillados
cervicales antes de la RT y 2 y 6-12 meses después,
El DNA de HPV fue detectado por PCR, y los
anticuerpos anti E7 fueron medidos por ELISA
usando como blancos antigénicos una proieina
recombinante de fusion MBP-E7 y dos péptidos
sintéticos E7(a.a 1-20) vy E7(a.a 66-83). El tiempo
medio de seguimiento de las pacientes fue de 35
meses (rango: 2-653 meses}). Se hizo un anilisis
univariado para determinar la significancia estadistica
de los factores relacionados con el prondstico.,

Resultados: Antes de la radioterapia se detectd
DNA de HPV en un 81% de los casos. No se
observaron asociaciones significativas entre el estado
viral antes de RT y estadio FIGQ, tamaiio tumoral o
tipo histolégico. La presencia de HPV antes de la RT
y la eliminacién del virus después de la RT se
asociaron con un mejor prondstico: la supervivencia
global a 5 afios fue del 65,9 % para las pacientes
positivas para HPV antes de RT versus el 36,3% para
las pacientes negativas (p = 0,038). Se observé una
disminucién estadisticamente significativa en la
deteccién genérica de DNA de HPV después de Ia
radioterapia. Después de 3 meses 19 pacientes
permanecieron positives (p<10-4), después de 6-12
meses, 8 pacientes atn portaban DNA de HPV
(p<10-4). La superviencia global fue del 36% para
pacientes con persistencia viral versus el 75% para
las pacientes en las que el virus fue eliminado luego
de la RT (p = 0,002).

Se detectaron anticuerpos hacia MBP-E7 en el
56,1% de pacientes, hacia E7(1-20) en el 26,3% y
hacia E7(66-85) en el 31,6%. No se abservaron
asociaciones significativas entre presencia de
anticuerpos y estadio FIGO, tamafio tumoral, tipo
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histolégico o presencia de HPV. Se observé una im-
portante asociacién entre supervivencia total y
presencia de anticuerpos hacia el péptido E7 (66-85):
la supervivencia de las pacientes positivas hacia este
péptido fue del 33% versus el 76,9% para las nega-
tivas, p = 0,0001. El incremento de la respuesia de
anticuerpos hacia este péptido también mostr6 una
fuerte asociacién con un prondstico pobre. La super-
vivencia global fue del 78% para pacientes negativas
todo el tiempo, del 60% para pacientes gque mostraron
disminucién de los anticuerpos en el seguimiento, ¥
del 33% para pacientes cuyos anticuerpos se mantu-
viercn estables o ascendieron en el seguimiento, p =
0,0003.

Conclusiones: Los niveles de anticuerpos hacia
la proteina E7 de HPV16 y la deteccién de HPV antes
del tratamiento y en el seguimiento podrian tener una
utilidad clinica en el manejo diferencial de las
pacientes con carcinoma de cuello uterino localmenie
avanzado, con miras a lograr una mayor sobrevida.

Palabras elave: Cancer de cérvix, HPV, proteina
E7, prondstico, anficuerpos.

ABSTRACT

Background: The effects of HPV infection on
intrinsic tumor cell sensitivity to radiation therapy
(RT) are not clear. Antibodies to HPV16-E7 protein
are consistently detected in cervical cancer patients,
the changes in the levels of these antibodies after RT
thus may have prognostic implications. The aim of
this study was fo evaluate the antibodies to HPV16-
E7 protein and the HPV status in cervical cancer
patients before and after RT and to correlate these
with clinicopathological parameters.

Methods: Cervical scrapes and sera were taken
before, 2 and 6-12 months after RT from 58 patients
with cervical carcinoma (FIGO stages IIB and HIB).
HPV-DNA was detected by PCR. E7 specific
antibodies were measured by ELISA using as antigen
MBP-E7 fusion protein and two synthetic peptides
E7 (a.a. 1-20) and E7(a.a. 66-85). The median follow-
up was 35 months (range 2-65 months). Univariated
analysis was performed to determine statistical
significance of tumor related factors.

Bravo M, Cambita R, Molano M, Gonzdlez A, Orozco H.

Results: Before RT, HPV-DNA was detected in
81% of patients. No significant associations were
observed between viral status before RT and FIGO
stage, histologic type, or tumor size. The presence of
HPV before RT and the virus clearance after treatment
were associated with a better survival; the 5-year
overall survival (OS) was 65,9% for HPV positive
patients before RT versus 36,3% for HPV negatives
{p = 0,038). After RT a significant decrease in HPV
detection was observed. Three months after RT, 19
patients remained positive (p<10™), and 8 patients
after 6-12 months (p<10~*). The OS rate was 36% for
patients with viral persistence versus 75% for patients
that became negative after RT (p = 0,002). IgG to
MBP-E7 was detected in 56.1% of patients, IgG to
E7 (a.a. 1-20) in 26,3%, and IgG to E7(a.a. 66-85) in
31,0%. No significant associations were observed
between presence of IgG to E7 before RT and FIGO
stage, histologic type, tumor size, or HPV status. A
strong association was observed between poor
survival and presence of antibodies to peptide E7 (a.a.
66-85): the OS for patients positives to this peptide
was 33% versus 76,9 % for the negatives (p=0.0001).
The increase of IgG response to this peptide was also
strongly related to a poor survival; the 5-year OS rate
was 78% for patients that remained negative all the
time, 60% for patients that showed decrease in
response during follow-up, and 33% for patients that
showed an increase in the response (p = (0.0003).

Conclusions: Antibodies to peptide E7 (a.a. 66-
835) and HPV-DNA status before and after RT could
have prognostic significance for patients with locally
advanced uterine cervical carcinoma.

Key Words: Cervical neoplasm, HPV, protein E7,
antibodies, prognostic.

INTRODUCCION

El carcinoma de cérvix es una de las principales
causas de muerte por cancer en la mujer''. En nuestro
medio presenta la tasa mds alta de mortalidad por
una neoplasia de la mujer en edad reproductiva.'™

La radioterapia es el tratamiento no quirdrgico
mds importante del carcinoma de cérvix. La disponi-
hilidad de marcadores adecuados de prondstico que
permitan una evaluacién temprana de la respuesta a
la radioterapia les permitirfa a los clinicos identificar
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pacientes con tumores radioiresistenies que deben
someterse a tiempo a tratamientos alternativos. El
entendimiento de la biologia molecular y la radiobio-
logfa del cancer cervical permitird la identificacién
de estos marcadores y, paralelamente, de nuevas
posibilidades terapéuticas.

Se ha establecido firmemente la asociacidn
eticlogica entre la infeccién por virus del papiloma
humano (HPV) y el carcinoma de cérvix.** El
genoma de este virus se detecta en mds del 90% de
las neoplasias cervicales.”™ Las oncoproteinas virales
son codificadas por los genes E6 y E7, que son
siempre retenidos y expresados en las lesiones
tumorales. Estas dos oncoproteinas juegan un papel
clave en la fransformacidn maligna y actian mediante
la inhibicién de las proteinas p53 y pRb, involueradas
en el control del ciclo celular y la reparacion del
DNA.® E6 y E7 se constituyen enfonces en blancos
importantes en el desarrollo de ensayos diagnosticos
y de estrategias terapéuticas,

Varios grupos cientificos han analizado la
respuesta seroldgica hacia la proteina E7 del HPV
16.7-12" Bn general, una mayor respuesta de anticuer-
pos se detecta de manera consistente en pacientes con
céncer de cérvix, en comparacién con controles sanos
o pacientes con lesiones preneopldsicas, lo que parece
indicar que, una vez establecida la invasion, se genera
una respuesta humoral hacia la protefna E7. No
obstante, no hay claridad sobre la relacién que pueda
tener la presencia de los anficuerpos hacia E7 en
relacién con las variables clinicopatoldgicas y el
prondstico de las pacientes con Carcinoma de cérvix.
Algunos autores encuentran asociacién entre pre-
sencia de anticuerpos a E7 y datos clinicopatolégicos
como ¢l tamafio tumoral y el compromiso ganglio-
nar.'"*™ En otros estudios se reporta una asociacién
entre la magnitnd de la respuesta a E7 y el estadio y
la masa tumoral !'>#

En relacidon con el valor prondstice de estos
anticuerpos, existen algunos informes que muestran
una asociacion enire su presencia y un prondstico
desfavorable.'~'*'” En otras series no se les encuentra
valor prondstico.""

La evolucion de la respuesta inmune humoral a
E7 en pacientes con Carcinoma de cérvix tratadas
con radioterapia y su asociacion con la respuesta al
tratamiento no se han explorado ampliamente.
Existen alguncs reportes muy limitados en nmimere
de casos, en los que se observa una disminucién o
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desaparicion de los anticuerpos hacia E7 luego de la
radioterapia, anticuerpos que tienden a incrementarse
cuando se presentan recurrencias.”™** De otra parte,
el efecto de las radiaciones ionizantes sobre el estado
viral y el impacto de la presencia y la persistencia
del virus en el prondstico del cancer de cérvix luego
de la radioterapia no se conocen,

El propésito de este trabajo fue evaluar la presen-
cia de DNA de HPV y los anticuerpos hacia E7 de
HPV 16 como marcadores potenciales de prondstico
en carcinoma de cérvix. Con este fin, se obtuvieron
de manera seriada suero y cepillados cervicales de
pacientes con cAncer de cérvix, estadios 1Ib y llIb antes
de la radioterapia, 2 y 6-12 meses después del trata-
miento; se analizaron las variaciones de la deteccion
de DNA de HPV y de anticuerpos IgG hacia la
proteina E7 de HPV 16. Se correlacionaron los resul-
tados de respuesta inmune y estado viral con la
respuesta al tratamiento para definir si su presencia
antes del tratamiento o la persistencia en el segui-
miento fiene impacto en el prondstico luego de la
radioterapia.

MeEeToDoLoGia

PACIENTES

Se incluyeron 58 pacientes con diagndstico de
carcinoma de cérvix, estadios clfnicos FIGO IIB y
[IIB que asistieron a tratamiento al Departamento de
Radioterapia del Instituto Nacional de Cancerologia
en Bogotd entre agosio de 1993 y julio de 1996. Todas
las pacientes recibieron (ratamiento de radioterapia
convencional. Se revisaron las historias clfnicas y se
registraron en una base de datos las caracteristicas
clinicopatoldgicas que podrian ser relevantes para el
prondstico. Después del tratamiento, las pacientes
asistieron a control a la consulta externa de gineco-
logia. Los estudios de seguimiento incluyeron
examen general, revisién pélvica, citologia vaginal,
rayos X de térax y ecograffa abdominopélvica.

El pronéstico de las pacientes fue determinado
por el intervalo libre de enfermedad y la supervivencia
después del tratamiento. El intervalo libre de enferme-
dad se definié como el tiempo transcurrido desde el
inicio del tratamiento hasta la aparicién de recurren-
cia; la supervivencia se midié desde el inicio del
tratamiento hasta la muerte por causa de la enferme-




dad. Se consideré como remision completa la ausen-
cia de toda lesién tumoral tres meses después de
terminado ¢l tratamiento; como enfermedad persis-
tente o residual cuando, luego de finalizado el trata-
miento, ain se cbservaban lesiones tumorales, y como
enfermedad recurrente la reaparicién de lesiones en
pacientes en remisién completa. Todas las pacientes
firmaron un consentimiento informado, aprobado por
el comité de ética del Instituto Nacional de Cance-
rologia.

EsPECIMENES CLINICOS

Se obtuviercn muestras de suero de 57 pacientes
y cepillado cervical de 58 pacientes antes de iniciar
el tratamiento; dos meses después de finalizado el
fratamiento se obtuvieron muestras de suero y cepi-
ltado cervical de 54 pacientes, y entre los 6 y 12 meses
después del tratamientc se obtuvieron muestras de
42 pacientes. Los sueros fueron almacenados a -70°C
hasta su uso. Paralos cepillados cervicales, las células
fueron removidas del aplicador de algodén por
agitacién en el medio de transporte (5 ml de PBS,
0,005% de Timerosal); luego se centrifugaron a 3.000
gr por 10 minutos. El precipitado celular fue resus-
pendido en 1 ml de TRIS-HCL 10 mM pH 8,3 v
almacenado a -70°C hasta su uso,

Deteccion v TiPiFicacion oe DNA oe HPV en
CEPILLADDS CERVICALES

10 put de cada suspensidn celular de los cepillados
cervicales fueron amplificados por PCR, se emplea-
ron los iniciadores genéricos GP5+ y GP6+ siguiendo
la metodologia descrita por Roda Husmann.*" Las
lineas celulares SiHa y HeLa se emplearon como
controles positivos. La tipificacién se realizé por
hibridizacién en formato de ensayo inmunocenzi-
mdtico siguiendo la metodologia descrita por
Jacobs.*?

EXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA
MBP-E7 /HPV16

El gen E7 del HPV 16 fue aislado a partir del
plasmido pBR322-HPV 16 mediante el empleo de las
enzimas de restriccion Nsi-I y Pst-1. El fragmento
resultante de 313 pares de bases fue clonado en el
vector pPGEMJZ para generar los sitios de restriceién
(BamHI1/Hind III) para un clonaje direccional en el

Bravo M, Cambita R, Malano M, Gonzdlez A, Orozco H.

vector de expresién procaridtica pMAL. El plasmido
recombinante obtenido pMAL-E7/HPV16, que
contiene el premotor LAC y un gen fusionado que
codifica la proteina de unién a maltosa y la proteina
E7 de HPVi6 (MBP-E7/HPV16), fue transfectado
en E. COL{ JM101. La expresion de la proteina
recombinante fue inducida por adicién de IPTG
0,5mM por 4 horas. La proteina recombinante se
purificéd mediante cromatografia de afinidad en una
columpa de resina-amilosa. La proteina fue eluida
con maltosa 10 mM.

ELisA EMPLEANDO LA PROTEINA RECOMBINANTE
E7 oe HPV16

Se acoplaron en placas de 96 pozos, 5 pg/pozo,
de la proteina MBP-E7/HPV16 diluida en tampén
fosfato salino pH 7,2 (PBS); las placas se incubaron
toda la noche a 4°C. Los sitios libres de 1a placa se
blequearon con altwimina bovina al 5% en PBS
durante 2 horas a 37°C. Luego de un lavado con
PBS-Tween 20 0,05%, los sueros se colocaron en
duplicado {(dilnidos 1/100 en albimina bovina al 5%
en PBS). Después de 5 lavados con PBS-Tween, se
agregaron 100 pl de conjugado anti-lgG humana
peroxidasa, se incubé una hora a 37°C, después se
lavé 5 veces con PBS-Tween, y la reaccién se reveld
por adicién de 100 pul de ABTS 0.1% en tampén
citrato/fosfato 50mM, perdxido de hidrégeno al
0,03%. Se midié la D.0. a 405 nm. Para calcular la
absorbancia neta, para cada suerc el promedio de D.O.
de los pozos con PBS (sin proteina) fue restado del
promedio de los pozos con proteina. Cada suero fue
considerado como positivo o negativo empleando un
punto de corte de 0,309, previamente determinado
con base en los valores de D.O. de un grupo de 35
nifios.

ELisA EMPLEANDO PEFTIDOS SINTETICOS

La identificacion de las epitopes B en la proteina
E7 de HPV 16 y la metodologia para 1a ELISA con
los péptidos para la deteccién de anticuerpos se
describieren previamente.” Los péptidos sintéticos
correspondientes en secuencia a las regiones a.a. 1-20
{(MHGDTPTLHEYMLDLQPETT) y a.a. 66-85
(RLCYVQSTHVDIRTLEDLLMG) de la proteina se
obtuvieren en el Instituto de Inmunologia del Hospital
San Juan de Dios. Los péptidos se sintetizarén por el
método de sintesis miiltiple de péptidos en fase sélida
descrito por Houghten. ™ Se acoplaron 2 pg/pozo de
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cada péptido diluido en PBS en placas de 96 pozos y
se incubé durante la noche a 4°C. Los sitios libres
restantes fueron blogueados con gelatina al 0,2% en
PBS durante 1 hora, I.a placa se lavé una vez con
PBS Tween. Se colocaron los sueros diluidos 1/20
en PBS-gelatina y se incubé una hora. Después de 5
lavados con PBS-Tween se agregaron 100 ul de anti-
TgG humana acoplada a peroxidasa diluida en
PBS-gelatina. Los siguientes pasos fueron similares
a los del ELISA con proteina recombinante. Las
absorbancias netas y los puntos de cortes se calcularon
del mismo modo. Para el péptido 1-20, el punto de
corte fue 0,121 y, para el péptido E7(66-85), 0,145.

ANALIsIS ESTADISTICO

El programa SPSS se usé para el anélisis estadfs-
tico de los resultados. Se empled la prueba de X para
comparar las frecuencias de anticuerpos hacia E7 y
de DNA viral en relacién con las variables clinico-
patolégicas, tamafio tumoral, tipo histolégico, estadio
FIGO y edad. Se emple6 la prueba exacta de Fisher
cuando fue necesario. Las curvas de supervivencia
se calcularon con el método de Kaplan Meyer y las
diferencias entre grupos se analizaron por la prueba
log-rank. El intervalo libre de enfermedad se definié
como el tiempo transcurrido desde el inicio del
tratarniento hasta la aparicién de recurrencia. La su-
pervivencia total se midi6 desde el inicio del trata-
nriento hasta la muerte debida a la enfermedad. Para
todos los andlisis estadisticos se consideré una dife-
rencia significativa cuando p fue menor que 0,05.

ResuLTADOS

CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA ANALIZADA

Las caracteristicas de las pacientes analizadas se
muestran en latabla 1. La edad media de 1as pacientes
fue de 49 afios (rango 28-66). En estadio IIB se clasi-
ficaron 25 pacientes, v en estadio IIIB 33; con res-
pecto a la histologia, 54 fueron carcinomas escamo-
celulares y 4 adenocarcinomas, un 29% presentaron
un tamafio tumoral menor de 5 cm.
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Tabla 1.
Caracteristicas de las pacientes analizadas

Caracteristica n (%}
Estadio FIGO

I]: 25 (43,1)
B 33 (56,9}
Histologia

Carcinoma escamocelular 54 (93,1)
Adenocarcinoma 4(6,9)
Edad

<40 13(22,4)
>40 45(77,6)
Tamafio tumaral

<5cm 16(29,1)
> 5 cm 39(70,9)

PrevaLencia pe HPV En LOS CEPILLADDS
CERVICALES

Antes de la radioterapia se deiectd DNA de HPV
en un 81% (47/58) de los casos. Las prevalencias
observadas para los tipos especificos fueron: 51,7%
(30/58) para HPV16, 5,2% (3/58) para HPV 18,
10,3% (6/58) para HPV31/33, 3,4% (2/58) para HPV
52/58, ¥ 10,.30% (6/58) para otros tipos. Como se
muestra en la figura 1, se observé una disminucién
estadisticamente significativa en cuanto a la deteccidn
genérica de DNA de HPV después de 1a radioterapia.
Después de 3 meses, 34,5% (19/55) permanecieron
positivos (p<10*); después de 6-12 meses, 17,8% (8/
45) portaban DNA de HPV (p<10*). En tumores
positivos para HPV 16 se observd la misma tendencia
(p<10).

100 - = =
80 - 81

60 - 517

52 —
40 4
20 1 91
e P
ﬂ ‘ ' —1———|
HPV16

Opre-RT # 2mpostRT W 6A2 mpostRT

Figura 1. Prevalencia de DNA de HPV en céncer de cérvix
antes y después de la radioterapia.




No se encontraron asociaciones significativas
entre el estado viral antes de la radioterapia y la edad,
el estadio FIGO, el tipo histolégico y el tamafio de la
lesion (datos no mostrados). Se observé una mayor
prevalencia de DNA de HPV en pacientes que tuvie-
ron una respuesta completa al tratamiento (42/47;
89,4%), en comparacién con las pacientes que presen-
taron respuesta parcial, minima o no respuesta (5/11;
55,6%); esta diferencia no fue significativa (p<0.056).
Lo mismo se observd en pacientes con tumores positi-
vos para HPV 16; se encontr6 una mayor prevalencia
de HPV16 antes de la radioterapia en las pacientes
que presentaron respuesta completa (27/30; 90%), en
comparacién con las pacientes gue presentaron
respuesta parcial, minima o no respuesta {3/7 42.9%)
esta diferencia no fue significativa (p = 0.069).

PREVALENCIA DE ANTICUERPOS
Hacia E7 /HPV16

Las prevalencias de anticuerpos hacia E7 antes
de la radioterapia y durante el seguimiento para los
tres antigenos se muestran en la figura 2. La seropo-
sitividad hacia Ia proteina recombinante permaneci6é
estable durante el seguimiento. $in embargo, la media
de las absorbancias observadas mostré un claro
descenso tres meses después de terminada la terapia:
2,64 antes de la RT, 1,68 tres meses despugs (p<10-3),
y permaneci6 constante 1,63 después de 6-12 meses.
Cuando se emplearon los péptidos sintéticos, la
proporcion de pacientes con una respuesta positiva
de anticuerpos tendié a disminuir pero no se
alcanzaron diferencias significativas; tampoco se
apreciaron cambios significativos en la absorbancia
promedio luego de la RT.

80 7 |
E 60 - 51 9 76
=
g 40
E 2&3241
F
0
MBP-E7 E7(1-20) E7{66-85)
HPV16
O pre-RT * 2meses postRT M 6-12 meses post- RT

Figura 2. Prevalencia de anticuerpos hacia E7-HPV16 antes
del tratamiento y durante el segnimiento

Bravo M, Combita R, Molano M, Gonzdlez A, Orozco H.

No se observaron asociaciones significativas entre
la presencia de anticuerpos hacia E7 antes del frata-
miento y la edad, el estadio FIGO, el tamaiio de la
lesion o el estado viral para ninguno de los antigenos
empleados (datos no mostrados). No obstante, como
se puede observar en la figura 3, una mayor prevalen-
cia de anficuerpos hacia el péptide E7(66-83) se
observé en pacientes que presentaron respuesta
parcial, mfnima o ninguna respuesta al tratamiento
(7/9; 77,8%) en comparacién con pacientes que
tuvieron una respuesta completa (11/48 22,2%). Esta
diferencia fue altamente significativa (p<0,003).

100 +
77

8

%

20 4

Rta. Completa Rta. Parciallno rta

M Acs E7(66:85) + (1 Acs E7(66-85) -

Figura 3.
Asociacion entre presencia de anticuerpos a E7(66-85) antes
de RT y la respuesta al tratamiento.

PARAMETROS DE PRONOSTICO EN GARCINOMA
AVANZADD DE CERVIX

Luego de un seguimiento promedio de 35 meses
(rango 2-65,07), 24 pacientes presentaron enfermedad
recurrente y 22 fallecieron. El tiempo promedio de
recurrencia fue de 14,9 meses, y el de fallecimiento,
de 21,1 meses. En ¢l andlisis univariado, las variables
clinicopatolégicas analizadas: estadio FIGO, histolo-
gia, edad y tamafio tumoeral, mostraron tener un efecto
significativo en la supervivencia libre de enfermedad.
Lo mismo se observd para la supervivencia total,
exceptuando el tipo histoldgico (tabla 2).

Con respecto a las caracteristicas virales, la pre-
sencia de HPV antes del tratamiento y la elimina-
cién del virus en el seguimiento mostraron una asocia-
cidn significativa con un prondstico favorable. No
se observé asociacidn entre el tipo viral presente en
el tumor y la supervivencia (tabla 3).

11
REVISTA COLOMBIANA DE CANCEROLOGIA




Tabla 2. Supervivencia libre de enfermedad (RFS} y supervivencia
total (OS) segiin las caracteristicas clinicopatolégicas del tumor.
Analisis univariado.

Caracteristica n 60 meses p* 60 meses p*
RFS (%} 0S8 (%)
Estadio FIGO
IIB 25 72,00 0,028 84,0 0,05
1B 33 48,48 59,4
Histologia
Ga. escamocelular 54 62,9 0.03 7 0,07
Adenacarcinoma 4 00,0 50,0
Edad
<49 13 38,4 0,05 46,1 0,03
>40 45 64,4 773
Tamanio tumoral
<5¢m 19 73,68 0,04 87.5 0,02
>5cm 39 51,28 60,5

P*, log-rank test

Tabla 3. Supervivencia libre de enfermedad (RFS) y supervivencia total (0S)
segun las caracteristicas virales del tumor. Anélisis univariado.

Caracteristica n 60 meses p* 60 meses n*
RFS (%) 08 (%)
HPYV status
Positive 47 63.8 0,03 65,9 0,038
Nagativo 11 36,3 45,4
Tipo de HPV
HPV18 3 0,0 0125 0 0,17
HPV no determinado 6 50,0 50,0
HPV 31,33, 35,52,58 8 75,0 75,0
HPV16 30 70,0 733
Perfil de defeccitn de HPY
HPY eliminado 36 75,0 0,002 75,00 0,002
HPV persistente A 272
36,36

P*, log-rank test

En relacién con la respuesta de anticuerpos hacia
la proteina E7 se observé una muy fuerte correlacién
entre un prondstico pobre y la presencia de anti-
cuerpos al péptido E7(66-85); la permanencia y/o
elevacion de estos anticuerpos en el tiempo también
mostré importante asociacién con la supervivencia
libre de enfermedad y 1a supervivencia total. Las res-
puestas de anticuerpos hacia la proteina MBP-E7 o
hacia el péptido E7(1-20) no tuvieron efecto en la
supervivencia libre de enfermedad ni en 1a supervi-
vencia total (tabla 4).
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La presencia de anticuerpos hacia el péptido
E7(66-85), la permanencia o elevacién de estos
anticuerpos en el tiempo y la persistencia viral durante
el seguimiento mostraron un efecto altamente
significativo, tanto en intervalo libre de enfermedad
como en la supervivencia total, sefialdndolos como
posibles marcadores prondstico para las pacientes en
estos estadios (figuras 4 y 5).
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Tabla 4. Sobrevida libre de enfermedad (RFS) y sobrevida total (0OS)
segun las presencia de anticuerpos a E7. Anélisis univariado.

Caracteristica n 60 meses p* 60 meses p*
RFS (%) 0S5 (%)

Acs a MBP-HPV16-E7
Positivos 32 59,58 0,84 62,5 0,78
Negativos 25 60,00 64,0

Acs aE7 1-20
Pasitivos 15 46,67 0,14 46,67 0,068
Negativos 42 64,2 69,05

Acs a E7 66-85
Positivos 18 27.78 0,0001 333 0.0001
Negativos 39 74,36 76,92

Perfil de respuesta a

MBP-HPV16/E7
Negativos 20 65,00 0,71 70,0 0,51
En aumento/estables 15 53,3 53,33
En disminucidn 19 68,4 73,68

Perfil de respuesta a E7{1-20)
Negativos 35 74 0,064 74,29 0,063
En aumento/estables 13 38,46 46,15
En disminucion 6 66,7 66,67

Perfil de respuesta a E7(66-83)
Negativos 37 78,38 0,0001 78,38 0,0003
En aumento/estables 12 25,0 333
En disminucién 5 40,0 60,0

P, log-rank test
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Figura 4. Supervivencia total y supervivencia libre de enfermedad segtin el estado viral antes del tratamiento (A y B)
y en el seguimiento (C y D)
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Discusion

En este trabajo se analiza la evolucién de la
respuesta inmune hacia la proteina E7 de HPV 16 y
de la presencia de DNA de HPV en un grupo de 57
pacientes con cdncer de cérvix, estadios IIB y ITIB.
El hallazgo mas relevante fue la importante asocia-
ci6én observada entre 1a presencia de anticuerpos hacia
el péptido sintético correspondiente a la region 66-85
de la proteina E7 de HPV 16 y la respuesta al trata-
miento de las pacientes con estadios IIB y I1IB, Las
pacientes que presentaron anticuerpos hacia este
péptido tuvieron menor supervivencia libre de enfer-
medad y menor supervivencia total. Mds ain, en el
grupo de pacientes que fueron positivas para anticuer-
pos antes de la radioterapia, la supervivencia fue me-
joren las que los niveles de anticuerpos disminuyeron
durante el segnimiento, Este es el primer estudio de
respuesta de anticuerpos hacia la porcién carboxiter-

14
REVISTA COLOMBIANA DE CANCEROLOGEA

minal de la proteina E7 de HPV 16 en relacién con
los factores prondstico y seguimiento.

Con respecto a la presencia de DNA de HPV,
encontramos una correlacién significativa entre
deteccion del virus en el tumor y una mejor supervi-
vencia de Ias pacientes. A diferencia de lo que sucede
en otros reportes, no encontramos diferencias en la
supervivencia con respecto al tipo de virus oncogé-
nico observade. Cuando se clasificaron las pacientes
segtin su evolucidn individual con respecto al DNA
viral, se encontré que acuellas en las que el virus
estaba presente antes de la radioterapia, y luego de
esta no fue detectable, presentaron una mejor supervi-
vencia en comparacién con aquellas en las que el virus
persistié. Este resultado sugiere el posible empleo
de la deteccién del HPV en el seguimiento de estas




pacientes como marcador de enfermedad residual
subclinica.

La prevalencia de anticuerpos hacia la protefna
E7 se hareportado en 12-70% de pacientes con cincer
de cérvix.® Los porcentajes enconirados varian,
dependiendo del método de deteccién (western blot,
ELISA, radioinmunoprecipitacién, RIPA), el tipo de
blanco antigénico empleado (proteina recombinante,
péptidos, proteina traducida in vitro) y de las secuen-
cias analizadas. En esie trabajo se encontrd una
seropositividad hacia E7 de HPV16 del 56,1%
empleando la proteina recombinante MBP-E7-
HPV16; ésta es superior a la reportada por otros
autores que emplearon protefnas recombinan-
tes.12272® Lo anterior se debe, en gran parte, a que se
empled la técnica de ELISA, que es mucho mds
sensible que la inmunotransferencia empleada en los
estudios anteriores. A pesar de que este fue el antigeno
con el que se logré una mayor deteccién de anti-
cuerpos, resultado predecible dada la presencia de
un mayor nimero de determinantes antigénicos
presentes en la proteina recombinante en comparacion
con los péptidos sintéticos, no encontramos una
asociacién entre seropositividad hacia la proteina
recombinante y datos clinicopatolégicos, tiempo de
recurrencia o la supervivencia. Resultados en este
mismo sentido son reportados por Baay y colabora-
dores."' guienes no encuentran una relacién signifi-
cativa entre presencia de anticuerpos hacia la proteina
E7 total en un ensayo RIPA y tamafio de la lesién,
compromiso de ganglios y prondstico. En contraste,
Park"®, empleando el mismo blance antigénico
encuentra correlacién entre niveles de anticuerpos a
E7 con estadio clinico y volumen tumoral; en esta
serie se incluyeron todos los estadios y varios tipos
de tratamiento.

En el andlisis del perfil de respuesta hacia la
proteina recombinante no observamos asociacién
entre las variaciones de los niveles de anticuerpos y
la supervivencia de las pacientes. Existen algunos re-
portes en los que se emplea como blanco antigénico
la proteina total traducida in vitro; en ensayos RIPA,
Chee" encuentra disminucién de anticuerpos en
pacientes que tuvieron una respuesta adecuada al
tratamiento. Park, en una pequefia serie de 21 pa-
cientes,"'® reporta disminucién de los niveles de anti-
cuerpos en pacientes en remisién completa e incre-
mento de los mismos en las que presentaron
progresion.
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Varios autores han reportado la presencia de una
regién inmunodominantie en el extremo amino
terminal de fa proteina E7®22539; &sta ha sido la
region mds comunmente empleada en los estudios
de serorreactividad de pacientes con carcinoma de
cérvix y en los estudios de prondstico y seguimiento.
En este trabajo, al emplear como blance antigénico
el péptido aminoterminal E7,"?®1a prevalencia de
anticuerpos observada fue del 26,3%, en concor-
dancia con otros estudios en los que se emplea este
péptido. 231 No se observé asociacidn entre reactivi-
dad hacia E79" antes del tratamiento y datos
clinicopatoldgicos o supervivencia. Al igual que
nosotros, Viladin" no detecta asociacién entre
seropositividad a E7" y prondstico.

En este estudio, al igual que en nuestros trabajos
previos,” encontramos una asociacién importanie
entre presencia de anticuerpos hacia la regién
E7(66-85) y el carcinoma de cérvix. Otros autores
han descrito la presencia de anticuerpos hacia esta
regién en pacientes con carcinoma de cérvix.”?
También se han descrito respuestas de proliferacién
de linfocitos T hacia esta regién.2** Se ha observado
que la presencia de respuestas T hacia esta region,
medidas por produccién de IL-2 luego del estimulo
antigénico, se correlaciona con la eliminacién del
virus y la regresién de lesiones premalignas.®*%

La prevalencia de anticuerpos hacia el péptido
carboxiterminal 66-85 fue significativamente mayor
en las pacientes que no respondieron adecuadamente
al tratamiento {p<0,003). Se observaron una mejor
supervivencia libre de enfermedad y una mayor super-
vivencia total en las pacientes que no presentaron
anticuerpos hacia este péptido (p = 0,0001 LR test,
en ambos casos). No se encontrd asociacion con las
demds variables clinicopatoldgicas estudiadas. El
perfil de respuesta hacia este péptido, presentado
durante el seguimiento, también mostré fuerte asocia-
cidn con la supervivencia, La supervivencia libre de
enfermedad fue significativamente menor en pacien-
tes cuyos titulos de anticuerpos permanecieron esta-
bles o se incrementaron en cormparacién con las que
mostraron descenso en los niveles de anticuerpos o
fueron negativas tedo el tiempo (p =0,0001). Para la
supervivencia total, los resultados fueron similares.

Varias lineas de evidencia sugieren que la inmu-
nidad mediada por células juega un papel prepon-
derante en ¢l control tanto de infecciones por HPV
como de las neoplasias asociadas a HPV.?" La
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inmunidad celular es regulada por citoquinas que son
secretadas por los linfocitos T ayudadores (LTh) . En
general, los linfocitos Th pueden clasificarse en Thl
y Th2 con base en los diferentes tipos de citoguinas
que secretan. Los linfocitos Thl son las células
efectoras més importantes en inflamacién y se asocian
con una reaccion vigerosa de hipersensibilidad retar-
dada y baja produccidn de anticuerpos. El fenotipo
Th2 se asocia a produccidn de ciertos isotipos de
anticuerpos, particularmente IgG, e IgE. Se postula
que la proteccién mediada por linfocitos en las
infecciones virales y en el control de los tumores es
mediada por linfocitos Thl y es deteriorada por una
respuesta Th2. Una respuesta Thl, con produccion
de IFNg e IL-2, es probablemente el componente
principal de la inmunidad celular contra las infeccio-
nes por HPV v las neoplasias asociadas. Evidencia
en este sentide la encontramos en el trabajo de
Tsuki,* quien demuestra que la produccién de IL-2
en respuesta a péptidos de E7 estd disminuida en
pacientes con lesiones de alto grado o céncer cervical,
en comparacion con controles sanos. Kadish® y De
Gryjil”*® reportan una asociacién entre respuesta
celular (medida por linfoproliferacién y produccion
de [L-2, respectivamente) hacia esta region y elimina-
cién del virus o regresion de las lesiones. Clerici®®
demuestra que la preduccion de IL-2 (citoquina tipo
1) por leucocitos de sangre periférica estimulados con
un antigeno de influenza o con aloantigenos es menor
en pacientes con enfermedad avanzada asociada a
HPV, comparada con la de pacientes con enfermedad
localizada o controles sanos. En contraste, la produc-
cidn de I1-4 e I1-10 (citoquinas tipo 2) en respuesta a
mitdégenos fue elevada en el grupo con enfermedad
avanzada. En este trabajo encontramos que la presen-
cia y la persistencia de una respuesta de anticuerpos
hacia la porcién carboxiterminal de 1a proteina E7 se
asocian de manera altamente significativa con un
prondstico desfavorable; bien pudiera ser éste el estig-
ma de una producci6n defectiva de citoquinas tipo 1
y una produccidn aumentada de citoquinas tipo 2.

Existe muy poca informacion acerca de los efectos
de laradioterapia en la expresién del HPV. Santin®
analizo el efecto de dosis altas de radiacion gamma
(1.250-10.000 cGy) en la cinética de la expresidn de
las oncoproteinas E6 y E7, asi como de moléculas
MHC clase I, en dos lineas celulares que portan el
HPV16 (CaSki y SiHa). Encontrd que altas dosis de
radiacion pueden inducir una estimulacién significa-
tiva de E6 y E7, asi como de moléculas MHC clase 1
en estas lineas irradiadas. Al analizar la cinética de
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esta estimulacién de E6 y E7, se observé una
elevacion persistente de las oncoproteinas en todo el
rango de dosis, pero en el dfa 6 el aumento fue signifi-
cativamente mayor con dosis bajas v subletales,
resultado que apoya el concepto de que durante el
proceso de reparacion, luego del dafio subletal por la
radiacion, se establecen clones radiorresistentes en
los que permanece el HPV y que pueden expresar
altos niveles de oncoproteinas. Estos efectos, por si
mismos, sugieren que la RT puede aumentar la
inmunogenicidad tumoral fotal, que de incrementar
una respuesta celular, permitirfa un control tumoral.
En contraste con este probable efecto benéfico, la
irradiacién tumoral subletal, al estimular la transcrip-
ci6n de las oncoproteinas, también puede conferir una
ventaja de crecimiento a células tmmorales resistentes
a la radiacién. El hecho de enconfrar una respuesta
elevada de anticuerpos hacia E7(66-85) en las mujeres
que tienen mds probabilidad de recaida puede
indicarmos que la RT llev$ a una mayor expresion de
E6y E7, que se estimuld una respuesta inmune que,
en estas pacientes, favorecié de alguna manera una
respuesta TH2 que no va a generar un efecto adyu-
vante en la eliminacién del tumor. En ese mismo
sentido la asociacidn entre persistencia de HPV en
los cepillados cervicales después de radioterapia y
una menor supervivencia podria estar indicando la
presencia de esos clones radicrresistentes que estarian
expresando las oncoproteinas virales.

En conclusion, los resultados del presente estudio
sugieren que tanto la medicién de los niveles de anti-
cuerpos hacia la proteina E7 de HPV 16 como Ia
deteccién de DNA de HPV antes del tratamiento y
en el seguimiento podrian tener una utilidad clinica
en el manejo diferencial de las pacientes con
carcinoma de cuello uterino localmente avanzado,
con miras a lograr una mejor supervivencia.

Con base en los conocimientos disponibles de fa
patogénesis del carcinoma cervical avanzado, es
factible disefiar tratamientos basados en vacunas
terapéuticas que rompan la tolerancia periférica y en
modificadores biolégicos de la respuesta que
permitan que el sistema inmunologico del paciente
haga un swifch de una respuesta Th2 (anticuerpos) a
una respuesta Thl (celular) v, de otro lado, se
incremente la expresién de moléculas del MHC clase
[ en las células tumoerales, de manera que sean recono-
cidas por las c€lulas presentadoras de antigeno y
eliminadas gracias a la presencia de los efectores
adecuados.
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