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Resumen. Mundialmente el cadncer cervical es reconocido como el segun-
do tipo de malignidad mas comun en la mujer. La implementacién del frotis
de Papanicolaou ha contribuido notablemente a disminuir su morbi-mortali-
dad. Sin embargo, este examen tiene una sensibilidad sélo del 80%. La detec-
cion de la actividad de la telomerasa (AT) ha sido propuesta como marcador
de diagndstico y pronéstico en una amplia variedad de tumores y sus lesiones
precursoras. En este estudio se realiz6 la deteccion de la AT a partir de mues-
tras de exfoliado cervical y se evalu6 su asociacion con lesiones cervicales y vi-
rus del papiloma humano (VPH) oncogénicos tipo 16 y 18. Se analiz6 un total
de 32 muestras de exfoliado cervical, 15 de pacientes con cérvix normal,
9 con lesion intraepitelial escamosa (LIE) y 8 con céancer cervical. En este Ul-
timo grupo, la AT detectada por el Protocolo de Amplificacion de Repeticio-
nes Teloméricas (PART) no radioactivo se presentd en un 88%, y en un 11% de
los casos con LIE. Ninguna de las 15 muestras de cérvix normal resulté positi-
va para la deteccion de la telomerasa. EI 75% de los exfoliados cervicales con
AT mostraron amplificados de VPH tipo 16, VPH tipo 18 6 ambos. Estos resul-
tados son consistentes con los estudios que sefialan una estrecha relacion en-
tre los VPH oncogénicos y la presencia de la AT en los queratinocitos huma-
nos y consolida el potencial de la deteccion de esta enzima en el hallazgo de
alteraciones cervicales, especialmente cuando es aplicada como una herra-
mienta diagnostica complementaria del examen clinico-citoldgico.
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Detection of telomerase activity in cervical lesions by
non-radioactive Telomeric Repeat Amplification Protocol (TRAP).
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Abstract. Worldwide, the cervical cancer is recognized as the second
most common type or malignancy in women. The implementation of the
Papanicolaou smear has contributed notably to diminish its morbi-mortality.
However, this test has a sensibility of just 80%. The detection of telomerase
activity (TA) has been proposed as a diagnostic and prognostic maker of a
wide variety of tumors and their precursor lesions. In this study the detection
of TA was made from samples of cervical exfoliates and its association with
cervical lesions and oncogenic human papillomavirus (HPV) types 16 and 18
was evaluated. A total of 32 samples of cervical exfoliates were analyzed, 15
from patients with normal cervices, 9 with squamous intraepithelial lesions
(SIL) and 8 with cervical cancer. In this last group the TA, detected by the
non-radioactive Telomeric Repeat Amplification Protocol (TRAP), was present
in 88% of the cases and in 11% of the cases with SIL. None of the 15 samples
of normal cervices was positive for the detection of the telomerase. 75% of the
cervical exfoliates with TA showed amplifications of HPV type 16, HPV type 18
or both. These results are consistent with studies that point out a narrow rela-
tionship between oncogenic HPV and the presence of TA in human
keratinocytes and consolidate the detection potential of this enzyme in the
discovery of cervical alterations, especially when the technique is applied as a

complementary tool of the clinical-citologic exam.

Recibido: 05-10-2004. Aceptado: 31-03-2005.

INTRODUCCION

La telomerasa conforma un complejo
enzimatico de ribonucleoproteina capaz de
sintetizar una secuencia determinada de
ADN (1). Esta formada por dos componen-
tes: ARN de la telomerasa (TER o TR RNA)
y un componente proteico con actividad en-
zimatica (TERT) (2). La actividad de esta
enzima provoca la elongacion de los extre-
mos cromosomicos denominados telome-
ros. Este hecho permite compensar la pér-
dida fisiolégica y progresiva del ADN termi-
nal producto del proceso de proliferacion
rapida y constante de algunos tejidos o cé-
lulas normales (3). Tal es el caso de las cé-

lulas germinales, en las que se asegura que
la totalidad de la informacion genética con-
tenida en los cromosomas sea pasada de ge-
neracion en generacion. Por el contrario,
en la mayor parte de los tejidos normales la
actividad telomerésica es inhibida poco des-
pués del nacimiento (1). Sin embargo, ante
la evidente reactivacion enzimatica observa-
da durante el ciclo celular de varios tipos
de cancer en el humano, se supone que la
telomerasa también participa en los proce-
sos de inmortalizacién celular y prolifera-
cién indefinida de tumores (4). Estas obser-
vaciones contribuyen al concepto de que las
células normales poseen una capacidad pro-
liferativa adecuada para no sufrir ciclos mu-
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tacionales repetitivos, ni la expansion clo-
nal requerida para acumular las multiples
anormalidades genéticas presentes en las
células cancerosas (5). Se presume que la
reactivacion o sobrexpresion de la telome-
rasa en células humanas este dada por un
mecanismo multifactorial complejo que re-
gula sus componentes estructurales, y cu-
yas vias de regulacion varian segun el tipo
de linea celular (6).

Una via por la cual la telomerasa es ac-
tivada es la expresion eficiente de la onco-
proteina E6, de los VPH de alto riesgo, en
los queratinocitos humanos durante los pe-
riodos previos de inmortalizacién. Este he-
cho sugiere una interaccién molecular favo-
recedora en el desarrollo y mantenimiento
de la malignidad celular (7-11).

Numerosos estudios epidemiolégicos y
moleculares (12, 13) han proporcionado su-
ficiente evidencia acerca del papel causal
de la infeccién por ciertos tipos de VPH en
el desarrollo del carcinoma cervicouterino.
La capacidad oncogénica de estos virus ha
sido atribuida principalmente a la actua-
cion de las proteinas virales E6 y E7 (14).
No obstante, se ha observado que aunque
los tipos oncogénicos de VPH pueden trans-
formar e inmortalizar los queratinocitos
cervicales humanos, la infeccién persistente
por si sola no constituye una causa suficien-
te para conferir tumorogenicidad, por lo
que factores adicionales al huésped son re-
queridos para que un porcentaje de estas
infecciones logren, en algin momento, pro-
gresar y dar lugar al cancer (15). En la ac-
tualidad, es un desafio interesante acertar
la prediccion y el grado de progresion del
cancer cervicouterino a través de eventos
moleculares (16).

La deteccion de la actividad telomera-
sa ha demostrado ser una herramienta efi-
caz en el hallazgo de alteraciones del fun-
cionamiento celular normal, por lo que se
ha propuesto su establecimiento como un
amplio marcador de diagnéstico clinico y

de prondstico certero de una gran variedad
de cénceres, asi como de sus lesiones pre-
cursoras (17-21). Dada la relacion entre la
actividad de la telomerasa y la presencia de
tumores se ha empleado in vitro un ensayo
basado en la reaccion en cadena de la poli-
merasa (RCP) denominado Protocolo de
Amplificacién de Repeticiones Teloméricas
(PART) en el que la telomerasa sintetiza
productos de extension telomérica que pos-
teriormente sirven como templado para la
subsecuentes amplificaciones (4). Esta he-
rramienta molecular ha permitido incre-
mentar la sensibilidad, rapidez y eficiencia
de la deteccion especifica de la telomerasa
en un gran numero y diversidad de lesiones
malignas minimas. Es por ello, que este es-
tudio tiene como objetivo determinar la AT
a partir de muestras de exfoliado cervical
mediante el PART no radioactivo y, asi, es-
tablecer su asociacién con lesiones cervi-
couterinas y VPH oncogénicos.

MATERIALES Y METODOS

La muestra estuvo conformada por 32
pacientes seleccionadas de un estudio epi-
demioldgico previo sobre VPH en mujeres
de 25 a 60 afios de edad, con o sin antece-
dentes de lesiones cervicales, que acudieron
a la consulta ginecolégica del Departamen-
to de Especialidades de la Clinica de Pre-
vencion del Cancer, Sociedad Anticancero-
sa (estado Mérida, Venezuela), durante el
periodo de septiembre de 2002 a marzo de
2003.

Bajo previa autorizacion de las pacien-
tes, los datos clinicos y epidemioldgicos
fueron recolectados en fichas de registro
identificadas por un codigo de namero. Du-
rante el examen ginecoldgico de cada pa-
ciente, se tomaron dos muestras cervicales
con hisopo estéril para realizar extendidos
en laminas portaobjetos y colorear median-
te la técnica de tincion de Papanicolaou
(Frotis Pap), para analizar los mismos acor-
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de al sistema Bethesda (22). Luego, se to-
maron dos muestras de exfoliado cervical
por la técnica del cepillado (Cytobrush),
una para la deteccién del ADN de los VPH
tipo 16 y 18 y otra para la deteccion de la
AT; éstas fueron transportadas en buffer
fosfato salino (PBS) 1X en frio. Las pacien-
tes con anormalidades citoldgicas o signos
clinicos sospechosos fueron examinadas
bajo colposcopia para determinar la realiza-
cion del estudio histopatoldgico.

Protocolo de Amplificacion de
Repeticiones Teloméricas (PART)

Previo al procesamiento de las mues-
tras de exfoliado cervical por el PART no ra-
dioactivo, se establecieron las condiciones
de la técnica en el laboratorio, segun lo
descrito por Kyo y col. (23). Para ello, se
utiliz6 como control positivo (por expresar
constitutivamente telomerasa) el extracto
proteico de la linea celular inmortalizada
derivada de la leucemia Jurkat J77, facilita-
das por el Instituto de Inmunologia Clinica
de la Universidad de los Andes.

Extraccion de proteinas totales. Se
realizo el lavado de una de las muestras de
exfoliado cervical de cada paciente con PBS
1X en frio. El botén celular fue resuspendi-
do en buffer de lisis CHAPS 1X (Intergen®)
(200 pL de CHAPS /105-10¢ células) tratado
con inhibidor de RNasas 200 U/mL (Prome-
ga®); posteriormente, se incubd en hielo
por 30 minutos, se centrifug6 a 12000 x g
por 30 minutos a 4°C y el sobrenadante ob-
tenido se dividio en alicuotas de 10 pL y se
llevé a congelacién a —80°C hasta su proce-
samiento. La determinacion de la concen-
tracion total de proteinas se realizd6 me-
diante el ensayo Bradford (Sigma®).

Deteccion de la actividad de la telo-
merasa. Ante la presencia de la telomerasa
en las muestras de exfoliado cervical ocurre
un primer paso en el que el componente ri-
bonucleico de la enzima se une a un sustra-
to oligonucleétido sintético (Cebador TS),

que se extendera dada la adicion de un nu-
mero variado de hexanucleétidos o repeti-
ciones teloméricas. Posteriormente, los sus-
tratos extendidos por la enzima son amplifi-
cados por RCP generandose una escalera de
productos desde 50 pb con un incremento
de 6 en 6. La mezcla de reaccion utilizada
para un volumen total de 50 pL fue: buffer
TRAP 1X [Tris-HCI 20 mM (pH 8,3), KCI 60
mM, 0.005% tween 20 y EGTA 1 mM],
MgCI2 1.5 mM, cebador TS (5’-AATCCGTC
GAGCAGAGTT-3’) 0,4 pM, cebador Cx-ext
(5-GTGCCCTTACCCTTACCCTTACCCTTA-3)
0,2 uM (Bio-synthesis®), mezcla de dNTPs
(Promega®) 50 uM, albamina de suero bovi-
no no acetilada (Sigma®) 300 ng/pL, Taq
polimerasa (Promega®) 2.5 U/uL y extracto
celular 2 pg. Cada mezcla de reaccion fue
colocada en un bloque del termociclador
(Perkin Elmer, modelo 2400) bajo las si-
guientes condiciones: Una primera etapa de
extension del sustrato TS a 30°C por 30 mi-
nutos. Posteriormente, una etapa de 5 mi-
nutos a 94°C para inactivar la telomerasa y
31 ciclos de amplificacion a 95°C por 45 se-
gundos, 50°C por 45 segundos y un paso
Unico de extensién a 72°C por 10 minutos.
El producto amplificado (25 pL) se resolvid
por electroforésis en un gel de poliacrilami-
da no desnaturalizada (sin urea) al 12% y se
visualiz6 por tincion con nitrato de plata.

Deteccion del ADN proveniente
de los VPH tipo 16 y 18

Se realiz6 la extraccion de ADN a par-
tir de una segunda muestra de exfoliado
cervical de cada paciente, de acuerdo a lo
descrito por Rolf y col. (24). La integridad
genomica fue verificada luego del proceso
de extraccion mediante la deteccion de un
fragmento de 110 pb del gen de la Betaglo-
bina humana, segun Saiki y col. (25). El
ADN extraido fue sometido a los ensayos de
deteccion especifica de los VPH tipo 16 y
18 (120y 172 pb, respectivamente) por me-
dio de la RCP utilizando cebadores especifi-
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cos seleccionados a partir de regiones alta-
mente conservadas del genoma viral (regio-
nes e6 y e7), de acuerdo a Karlsen y col. y
Zazove y col. (26, 27). Como control positi-
vo de este ensayo se incluyd una reaccion
que contenia como blanco plasmidos porta-
dores del genoma de los VPH tipo 16 6 18,
segun el caso. Los productos de amplifica-
cion se resolvieron electroforéticamente en
un gel de agarosa al 2% y se visualizaron
por tincién con bromuro de etidio 0,01% en
un transiluminador de luz ultravioleta.

RESULTADOS

La presencia o deteccion de la activi-
dad de la telomerasa y el ADN de los VPH
tipo 16 y 18 fueron estudiados en muestras
de exfoliado cervical provenientes de 15 pa-
cientes con citologia normal y sin signos
clinicos sospechosos, 9 con lesion intraepi-
telial escamosa (LIE) y 8 con cancer cervi-
cal. Se detecto la actividad de la telomerasa
en 7/8 (88%) casos de cancer cervical y en
1/9 (11%) casos de LIE, este ultimo corres-
pondiente a una lesion intraepitelial esca-
mosa de bajo grado (Tabla I, Fig. 1). En
ninguna de las 15 muestras de exfoliado de
cérvix normal se evidencio la AT. Las mues-
tras que resultaron negativas fueron consi-
deradas definitivamente como tales al no
mostrar sefial enzimatica al ser sometidas
nuevamente al PART no radioactivo, esta
vez con una concentraciéon de extracto me-
nor y mayor que la inicial (1 y 3 pg) (datos
no mostrados).
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Fig. 1. Imagen de la corrida electroforética en
gel de poliacrilamida al 12% de los pro-
ductos del ensayo PART no radioactivo.
La escalera de bandas representa la se-
fial de la AT de: extracto de las células
inmortalizadas J77 tomadas como con-
trol positivo del ensayo (A), lesion in-
trepitelial escamosa (B) y cancer cervi-
cal (C). Para la interpretacion optima
de los resultados y como control negati-
vo de cada muestra se cargo en carriles
alternos muestras tratadas por calenta-
miento (D) a 90°C durante 10 minutos.

TABLA |
DISTRIBUCION DE LA DETECCION DE LA ACTIVIDAD DE LA TELOMERASA Y EL ADN DE LOS VPH
TIPO16 Y 18 EN LAS MUESTRAS DE EXFOLIADO CERVICAL ESTUDIADAS

Condicion cervical n=32 Actividad de la telomerasa  VPH 16, VPH 18 6 ambos
Normal 15 0 (0%) 2 (13%)
LIE 9 1(11%) 2 (22%)
Cancer 8 7 (88%) 6 (75%)

n: nimero de casos. LIE: lesién intraepitelial escamosa.

VPH: ADN de los virus del papiloma humano.
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Un caso de céncer cervical con AT no
presentd hallazgo de células cancerosas en
el examen citologico; sin embargo, el estu-
dio histopatoldgico realizado por la eviden-
cia de signos clinicos sospechoso, reveld su
condicién de carcinoma in situ. Contraria-
mente, otro caso de cancer cervical con ci-
tologia positiva no mostré actividad de la
telomerasa. El caso de LIE de bajo grado
con sefial telomerésica revel6 un NIC |
(neoplasia intraepitelial cervical) por estu-
dio de biopsia cervicouterina, y correspon-
di6 a una lesion recidivante.

Se realiz0 la extraccion de ADN del to-
tal de 32 muestras de exfoliado cervical. En
promedio, la concentracion de ADN extrai-
do fue de 535 ng/pL, con un minimo de
120 ng/pL y un méaximo de 950 ng/uL (da-
tos no mostrados). Se encontré que 10/32
exfoliados cervicales presentaron ADN de
VPH tipo 16, VPH tipo 18 6 ambos; 2/15
(13%) correspondieron a casos de cérvix
normal, 2/9 (22%) a LIE y 6/8 (75%) a can-
cer cervical (75%) (Tabla I). Los resultados
de la deteccién del ADN de los VPH tipo 16 y
18 se compararon con los correspondientes
a los resultados de la deteccion de la telome-
rasa, observdndose que 6/8 (75%) exfoliados
cervicales con AT mostraron amplificados de
ADN de uno o ambos tipos virales. 5 casos
(63%) se trataban de céancer cervical y uno
(12%) de un LIE de bajo grado (Fig. 2).

DISCUSION

Mundialmente, el carcinoma de cuello
uterino es reconocido como el segundo
tipo de tumor maligno mas comun en la
mujer, por lo que los esfuerzos por optimi-
zar su diagnéstico, prevencion y control
son cada vez mayores (15, 28). Estudios re-
cientes han demostrado que la AT es de-
tectada excepcionalmente en cérvix uteri-
no normal, moderadamente frecuente en
lesiones del epitelio cervical y casi univer-
salmente detectada en todos los carcino-
mas cervicales (29).
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Fig. 2. Distribucion de los casos estudiados, se-
gun la presencia de la actividad de la te-
lomerasa y el ADN de los VPH tipo 16y
18.

En el presente estudio, el 88% de los
casos de cancer cervical demostraron AT.
Por el contrario, la misma no fue detectada
en las muestras de exfoliado cervical de pa-
cientes sanas, quedando evidenciado el rol
crucial que desempefia la enzima en el de-
sarrollo de procesos tumorales tal y como
lo sefiala Urquidi y col. (18). Sin embargo,
un caso de cancer cérvicouterino, cuya
muestra fue tomada previo a la terapia de
irradiacion, demostrd reiteradamente au-
sencia de actividad enzimatica. Al respecto,
estudios previos han reportado que adn
cuando casi la totalidad de los casos de céan-
cer cervical han mostrado ser telomerasa-po-
sitivos, existen excepciones en las que la car-
cinogénesis puede ser el resultado de un me-
canismo aun no bien definido independien-
temente de la AT, por lo que no siempre
ante la falta de sefial enzimatica hay ausen-
cia de malignidad celular (30, 31).

En este estudio, se encontr6 que un
caso de LIE de bajo grado present6 sefal te-
lomeréasica. Numerosas investigaciones (29,
32) han demostrado que la deteccion de la
actividad de la telomerasa, generalmente
de gran intensidad en diferentes 6rganos y
tejidos, estd asociada con mayor frecuencia
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a casos de cancer franco que a lesiones pre-
cursoras o sospechosas. Esta expresion dife-
rencial de la enzima (en intensidad de sefal
y frecuencia de positividad) se ha demostra-
do a través de estudios semicuantitativos,
existiendo una importante correlacion en-
tre los niveles enzimaticos y los diferentes
grados de afeccion (30). En atencion a
esto, el mencionado caso de LIE de bajo
grado con actividad enzimética encontrado
en este estudio, justifica un estado de vigi-
lancia riguroso en el que la medicion de los
niveles enziméticos de la telomerasa pueda
considerarse como un instrumento adicio-
nal a la evaluacioén del estado clinico-citolo-
gico. Este sefialamiento cobra un valor sig-
nificativo, en este caso particular, dada la
presencia concomitante de un tipo de VPH
de alto riesgo. Sin embargo, la presencia de
actividad telomerésica en una muestra de
cuello uterino tiene utilidad diagnostica y
de pronéstico ante resultados de LIE de
bajo grado, con o sin demostracién de VPH
de alto riesgo.

No obstante, la frecuencia de positivi-
dad de la telomerasa en las muestras de LIE
de este estudio fue menor a lo reportado
por otros autores (23, 33). Se han sefalado
diversos factores a considerar para una ade-
cuada interpretacion de la verdadera falta
de sefial enzimatica en algunas lesiones
preneoplésicas. Por un lado, la presencia
aleatoria de inhibidores en la etapa de am-
plificacion del ensayo, cuyo significado es
incierto y tal vez atribuida a ciertos tipos de
malignidades y sitios anatémicos especifi-
cos (17). Para aclarar este hecho, algunos
autores han incorporado un control de am-
plificacion interno independiente de la telo-
merasa con lo que se ha incrementado la
sensibilidad del PART (33). Por otro lado,
Kyo y col. (23) sefialan que la medicion de
la positividad de la telomerasa puede estar
afectada por la diferencia en el nUmero de
células cancerosas recolectadas de una le-
siobn maligna franca y una lesion temprana.

Ya que estas ultimas son menos extensas y
graves, es menor la posibilidad de que se ex-
presen niveles detectables de actividad telo-
merasica. En este trabajo, al analizar nueva-
mente las muestras de exfoliado cervical va-
riando las concentraciones de extracto pro-
teico (equivalente a la variacién en el niume-
ro de células), no se encontrd discrepancia
con los resultados en la deteccion de la AT
obtenidos inicialmente, por lo que los mis-
mos se mantuvieron. Adicionalmente, se
debe resaltar que metéstasis, micrometéasta-
sis y lesiones cervicales con citologias nor-
males, han sido halladas por la presencia de
la actividad de la telomerasa, destacando la
sensibilidad del ensayo aun en la deteccion
de lesiones minimas u ocultas (31).

Por otra parte, el examen citologico
demostro una vez més su valor como técni-
ca de despistaje de lesiones preneoplésicas
y de cancer de cuello uterino. Sin embargo,
un importante porcentaje de casos de lesio-
nes ocultas, generalmente asociadas a VPH
de alto riesgo, escapan de su capacidad de
deteccion. Tal es el caso de mujeres post-
menopausicas, grupo de mayor frecuencia
con carcinomas uterinos, en las que la zona
de transformacién es poco accesible (29).
Al analizar conjuntamente los resultados del
examen citologico con los del ensayo de de-
teccion de la AT, se observd una coinciden-
cia importante entre ambos pruebas, al de-
tectarse dos casos de céncer cervical cada
uno mediante ensayos distintos. Estos ha-
llazgos demuestran que es factible mejorar
la sensibilidad en el tamizaje de alteraciones
cervicouterinas mediante la aplicacién de es-
tas dos técnicas, lo que implica una toma de
muestra sencilla y de facil ejecucion en las
consultas ginecologicas de rutina.

El ADN de los VPH tipo 16, VPH tipo
18 6 ambos fue detectado en el 75% de los
casos de cancer/LIE con actividad de la te-
lomerasa, comparado con un 13% (2/15) de
las muestras con citologia normal y sin se-
flal enzimética. Este resultado coincide con
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reportes que sefialan una estrecha relacién
entre los VPH oncogénicos 16 y 18 y la pre-
sencia de la AT en los queratinocitos huma-
nos (34, 35).

En los paises en desarrollo existe una
necesidad real de mejorar los programas de
vigilancia y control del cancer de cuello
uterino mediante pruebas maés sensibles y
certeras (15, 36). Este es el primer estudio
sobre actividad de la telomerasa en mues-
tras de exfoliado cervical realizado en Vene-
zuela. Nuestros resultados consolidan el po-
tencial del ensayo de deteccion de la telo-
merasa como marcador de tumor cervicou-
terino y sostiene la estrecha asociacién que
existe entre la enzima y los VPH oncogéni-
cos 16 y 18. Nos hemos planteado futuras
investigaciones enfocadas a continuar eva-
luando el comportamiento de la telomerasa
en cérvix uterino normal y con alteraciones,
con el proposito de unir esfuerzos con nu-
merosos estudios que plantean el ensayo de
deteccién de esta enzima como una herra-
mienta prometedora en el diagnéstico, pro-
nostico y tratamiento del cancer.
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