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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ACO anticonceptivos orales

ASC-H atypical squamous cell cannot exclude HSIL
ASCUS atypical squamous cell of undetermined significance
Bax BCL-2 associated X protein

Bcl-2 B-cell CLL/lymphoma2

BD bien diferenciado

CDK kinasas dependientes de ciclina

CDK1 inhibidores de kinasas dependientes de ciclina
CEA antigeno carcinoembrionario

CIN cervical intraepithelial neoplasia

CK citoqueratinas

DAB diaminobenzidina

E2F1 factor de transcripcidén de la via proteica de retinoblastoma
EDTA acido etildiaminotetraacético

HPV virus papiloma humano

HPVAR virus papiloma humano de alto riesgo
HPVBR virus papiloma humano de bajo riesgo

HSIL squamous intraepithelial lesion

I inmaduro

II inmaduro e indiferenciado

LIBG lesion intraepitelial escamosa de bajo grado
LIE lesion intraepitelial escamosa

LIEAG lesion intraepitelial de alto grado

LiPA line probe assay

LSIL squamous intraepithelial lesion

MD moderadamente diferenciado



MDM-2
NIC
NICAG
NICBG
p16INK4a
p21WAF
p27CIP1
p53

PBS

PCR

PRb

SIL

murine double minute2

neoplasia intraepitelial cervical

neoplasia intraepitelial cervical de alto grado
neoplasia intraepitelial cervical de bajo grado
inhibidor de CDK

inhibidor de la CDK

inhibidor de CDK

producto del gen TP53

fosfato tampdn salino

polymerase chain reaction

producto del gen Retinoblastoma

squamous intraepithelial lesion
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INTRODUCCION.

Cancer de cuello uterino en el mundo, en paises desarrollados y en
paises subdesarrollados. Incidencia y mortalidad.

El cancer de cuello uterino es la segunda causa de mortalidad en la
poblaciéon femenina a nivel mundial. Cada ano se diagnostican cerca de
500.000 nuevos casos de cancer cervical y mas o menos la mitad de estas

pacientes fallecen.

En numerosos paises industrializados, los programas de pesquisa
organizada apoyados en el uso de la citologia cervicovaginal como
herramienta de busqueda y diagndstico precoz de las lesiones cervicales
precursoras e invasoras, han disminuido las tasas de mortalidad por esta
neoplasia; sin embargo, en paises pobres y en vias de desarrollo, no ha
surtido el mismo efecto, por lo que son estas areas geograficas las que
sufren la mayor cantidad de muertes por cancer cervical. Constituye

entonces en estos paises un problema de salud publica.

HPV como factor de riesgo mas importante en el desarrollo de las
lesiones premalignas y malignas del cuello uterino.

El cancer de cuello uterino estd precedido por un espectro de lesiones
preinvasoras conocidas como Lesidon Intraepitelial Escamosa (Neoplasia
Intraepitelial Cervical) 6 SIL (squamous intraepithelial lesion), que en el
tiempo, evolucionan en grado de atipicidad hasta convertirse en la neoplasia

de caracter invasor.

Estas lesiones precursoras del cancer de cuello uterino se han considerado
una complicacidon de la infeccidon persistente por Virus Papiloma Humano
(Human Papillomavirus HPV) de alto riesgo oncogénico (HPVAR). Ademas,
existen cofactores que en conjunto con las oncoproteinas virales, interfieren
en la homeostasis de la célula e inician la transformacién cuando alteran el
sistema de regulacién interna. Finalmente, este proceso preneoplasico
termina con el surgimiento de un clon celular con numerosas alteraciones

en el contenido genético que da origen al crecimiento tumoral, al principio
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con caracteristicas de carcinoma in situ para luego adquirir propiedades
para invadir tejidos adyacentes y metastatizar como toda neoplasia

maligna.

Actualmente, se analizan con interés e intensidad los beneficios y las
desventajas que implica la inclusién de la deteccidn vy tipificacién del ADN de
los papilomavirus humanos, mediante métodos moleculares altamente
sensibles, en los programas de pesquisa de cancer de cuello uterino
aplicados a grandes masas de poblacion, para realizar, en conjunto con los
hallazgos morfoldgicos proporcionados por la citologia cervicovaginal, un
diagnéstico precoz bien de la infeccidn viral o de la existencia de una lesién
clinicamente significativa para seguimiento y tratamiento eficaz, previniendo

asi la evolucién hacia la enfermedad maligna.

Reflejo de las alteraciones moleculares iniciadas por el HPV
mediante la expresion imunohistoquimica de biomarcadores
moleculares en este tipo de tumor.

Ademas de la deteccidon y genotificacion del ADN-HPV, en la actualidad se
estan validando una serie de biomarcadores tumorales que permitan
identificar aquellas pacientes con infeccion por HPV y cuya presencia
provoque alteraciones celulares que evolucionen a un cancer. Dichos
biomarcadores son de interés no sélo para complementar el diagndstico
histopatoldgico, también se estd probando su uso en las mismas muestras
citolégicas que se utilizan para realizar el cribado de estas lesiones
cervicales, lograndose hasta ahora el éxito en muchos de ellos como

posibles marcadores de diagndstico rapido y de prondstico.

La necesidad de identificar biomarcadores cada vez mas especificos, con un
excelente valor predictivo positivo de displasia o carcinoma cervical,
ademas de la presencia de ADN-HPV, que reduzcan el coste efectivo del
estudio y con implicaciones terapéuticas inmediatas, ha impulsado el interés
por conocer todos aquellos mecanismos moleculares (vias bioquimicas) por
medio de los cuales las oncoproteinas de los HPVAR provocan la
transformacion celular, a través de la exploracion del complejo proceso de

interacciones entre las proteinas virales (E6 y E7) vy los productos de los
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principales genes celulares involucrados en el control de ciclo celular,
apoptosis, diferenciacién epitelial, adhesién celular y estabilidad
cromosémica, mediante la expresion inmunohistoquimica de proteinas

especificas.

Para seguir con esta linea y con la intencién de aportar mas datos al estudio
y evaluacion de marcadores de utilidad en el diagndstico de esta neoplasia,

nos planteamos los siguientes objetivos.






OBJETIVOS.

Objetivo General.

Caracterizacién inmunofenotipica del cancer de cuello uterino con infeccién

por Virus Papiloma Humano (HPV) asociada y su aplicacién clinica.

Objetivos Especificos.

Establecer el patrén de expresidn inmunohistoquimica en
biopsias de cancer de cuello uterino de los siguientes
biomarcadores: marcador de proliferacion celular: Ki-67;
reguladores del ciclo celular: pRb, p16INK4a, ciclina D1, p21,
p27, ciclina E; marcadores de apoptosis: p53, MDM-2, Bax,
Bcl-2; moléculas de adhesion celular: CD44, CD44 v3,
Caderina-E; marcadores de diferenciacion: citoqueratinas y
CEA. Ubicutina y Telomerasa.

Comparar la expresién inmunohistoquimica de estos
biomarcadores en cancer cervical con su expresidon en tejido
cervical benigno.

Correlacionar la inmunoexpresion de estos biomarcadores con
los tipos histoldgicos de cancer cervical.

Evaluar la expresién inmunohistoquimica de los diferentes
biomarcadores en relacion al grado de diferenciacion y al
subtipo histolégico tumoral.

Determinar la prevalencia de la infeccion por HPV en los casos
de cancer cervical estudiados.

Establecer el (los) genotipo (s) de HPV mas frecuente en los
casos de cancer cervical estudiados.

Correlacionar la expresion inmunohistoquimica de los
biomarcadores, tipos histoldgicos de cancer cervical, grado de
diferenciacion tumoral y tipo de HPV asociado.







REVISION BIBLIOGRAFICA.

1.- CANCER DE CUELLO UTERINO.
1.1 Incidencia. Prevalencia.

El cancer cuello uterino representa uno de los principales problemas de
salud publica que demanda una intervencion prioritaria debido a sus
elevadas tasas de morbilidad y mortalidad. Es el segundo cancer mas
comun en la poblacion femenina a nivel mundial y el mas frecuente en

paises pobres y subdesarrollados (Bosch y de SanJosé, 2003).

El cancer de cuello uterino representa el 9.8% de todos los canceres
humanos (Vizcaino et al, 2000). Cada afio se diagnostican en el mundo
alrededor de 465.000 nuevos casos de cancer cervical y, de estos, cerca de

la mitad fallecen en conjunto.

La incidencia mundial de cancer cervical varia en las diferentes regiones
geograficas del mundo, en un rango de 4.8 por 100.000 en Asia Occidental
a un 44.3 por 100.000 en Africa Oriental (Globocan, 2000).

Mas de 280.000 mujeres mueren cada ano en el mundo a causa del cancer
cervical, cifra que representa la mitad de los casos de incidencia y, en
muchas regiones geograficas, este cancer afecta en forma desproporcionada
a las mujeres de edad media, mas pobres y vulnerables. Al menos el 80%
de estas muertes se producen en los paises pobres o en vias de desarrollo
como Africa Sub-Sahariana, el Caribe y América Latina (Bosch y de
SanJosé, 2003).

A manera general, las tasas crudas por edad muestran una tendencia baja
de cancer cervical en poblaciones de pacientes por encima de los 50 afos
de paises desarrollados, aunque las pacientes entre 35 y 45 afios son el
grupo donde se encuentra el mayor numero de casos de cancer cervical
diagnosticados. Mientras que en las mujeres jévenes (entre 25 y 30 afios)

de paises en desarrollo, la tendencia a aumentar en forma lineal. En los
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paises pobres y en vias de desarrollo, el cancer de cuello uterino es el
tumor mas frecuentemente diagnosticado vy los clinicos atienden

regularmente a las pacientes con tumores en etapa avanzada e incurable.

El cancer cervical, sin embargo, es una de las pocas neoplasias que puede
prevenirse facilmente por medio del cribado y erradicarse con tratamientos
que requieren de tecnologia relativamente sencilla, incluso en aquellas
mujeres con alto riesgo de presentar la enfermedad. Cuando se detectan
alteraciones de tipo precanceroso en el tejido cervical y son tratadas a
tiempo y con éxito, es muy posible que la mujer no desarrolle cancer

invasor.

Esto ocurre precisamente en los paises desarrollados, como Estados
Unidos y paises nérdicos de Europa, entre otros, donde los programas de
pesquisa de cancer de cuello uterino y lesiones precursoras estan bien
organizados, abarcando la poblacidn general y sobre todo la poblaciéon con
riesgo incrementado a desarrollar esta enfermedad tumoral. En estas
poblaciones, es mas frecuente el diagndstico, seguimiento y tratamiento
efectivo de lesiones cervicales preinvasivas y hallazgos citoldgicos atipicos
(Bosch y de Sanlosé, 2003).

En Espafia, los tumores genitales representan una menor proporcion que
no sobrepasa el 16% de los tumores femeninos, lo cual indica la baja
incidencia de cancer cervical invasor, precedido por el cancer de
endometrio. La tasa anual de incidencia ajustada de cancer de cuello
uterino es de 7.2 por 100.000 mujeres/afio y la tasa de mortalidad del 2.7

por 100.000 muejeres/afio (Documento de consenso S.E.G.O, 2003)

La lenta evolucidon del cancer de cuello uterino desde los estadios
preinvasivos hasta los de cancer en estadio clinico avanzado posibilita la
deteccion precoz y el tratamiento eficaz de esta neoplasia. La lesidon puede
ser tratada mediante cirugia conservadora in situ que obtiene casi un 100

% de curaciones.

La deteccion de las etapas preinvasivas del cancer cervical, displasias

(NIC/LIE/SIL) y el carcinoma in situ, se efectia mediante la citologia
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cervical exfoliativa (frotis Pap). Si esta prueba se realizara masivamente en

la poblacion de riesgo, se podria reducir significativamente la mortalidad.

1.2. Definicion.

El cancer cervical es un tumor epitelial no hormono-dependiente, que se
propaga por extensién local e infiltracion linfatica. La invasion de la parte
superior de la vagina, los parametrios, la vejiga y el recto es la forma mas

habitual de propagacion (Blaustein, 1994).

Los casos de cancer de cuello uterino primarios se originan a partir de los
tejidos epiteliales que recubren la mucosa cervical, del epitelio escamoso
poliestratificado plano o del epitelio glandular. Puede verse una variedad de
subtipos histoldgicos, que varian en grado de dieferenciacion y

caracteristicas morfoldgicas.

El cancer de cuello uterino de origen escamoso o tipo epidermoide surge de
lesiones precancerosas bien definidas como lo son las lesiones
intraepiteliales escamosas (LIE/SIL) o neoplasia intraepitelial cervical (NIC),
que constituyen un espectro de alteraciones no invasoras asociadas a la
infeccién por virus papiloma humano. Abarcan desde las alteraciones
displasicas leves y las propias de dicha infeccion viral, a nivel del tercio
inferior del epitelio escamoso (LIE de bajo grado/LSIL) hasta aquellas
alteraciones que ocupan la totalidad del espesor epitelial (LIE de
alto/carcinoma in situ/HSIL), siempre confinadas al epitelio, con la

membrana basal intacta.

El adenocarcinoma de cuello uterino surge de las células de reserva
subcolumnares pluripotenciales del epitelio columnar endocervical y es el
adenocarcinoma in situ el precursor inmediato del adenocarcinoma invasor

del cérvix.

El carcinoma epidermoide es el tipo histolégico mas frecuentemente
diagnosticado (Bosch y de Sanjosé, 2003; Clifford et al, 2003).
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1.3. Etiologia.

Las pruebas moleculares de deteccién de ADN, aplicadas en investigaciones
epidemioldgicas a nivel poblacional, han proporcionado de manera
consistente suficiente evidencia de que el genoma de ciertos papilomavirus

humanos estd presente en mas del 95% de los casos de cancer cervical,

estableciéndose de esta forma la relacidon causal entre la infeccién genital
por HPV y el cancer cervical, resumidas en los trabajos de Walboomers et
al, 1999; Bosch y Munoz, 2002; Bosch et al, 2002; Bosch y de SanJosé,
2003, Muioz et al 2003, entre otros.

Entre el 2% y el 20% de la poblacion femenina mundial incuba ADN-HPV
oncogénico, demostrado por la deteccion de secuencias virales en muestras
cervicales tisulares y celulares. Ademas se ha establecido que, bajo ciertas
condiciones, estas infecciones virales persisten y son capaces de inducir el
desarrollo de lesiones intraepiteliales de alto grado que progresan a cancer
invasor. De esta poblacion, las pacientes cuya edad se encuentra sobre los
30 anos podrian representar aquellas en las que ha fallado la eliminacion
del virus (persistencia viral) y se consideran, entonces, el grupo con relativo

alto riesgo de cancer cervical (Monsonego et al, 2004).

No obstante, todas estas investigaciones muestran ciertas limitaciones al
momento de establecer comparaciones, debido a que incluyen poblacién y
métodos de muestreo variables asi como métodos de diagndstico diferentes
y no estandarizados. A pesar de ello, la correlacion geografica entre la
prevalencia de la infeccion por HPV y la incidencia de céncer de cuello

uterino es bastante elevada.
1.4 Historia natural.

La historia natural de la enfermedad neopldsica cervical asociada a la
infeccién por HPV oncogénico constituye un excelente modelo de

epidemiologia molecular de la carcinogénesis.

Los principales pasos necesarios para el desarrollo de cancer de cuello

uterino incluye la infeccién por HPVAR, persistencia de la infeccion viral,
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progresién a NIC y finalmente la invasién, como se esquematiza en la figura
NO 1 (Shiffman y Kriger-Kjaer, 2003).

Dentro de estos pasos, cabe la posibilidad de que ocurra le eliminacién del
virus en pacientes inmunocompetentes o la regresidon espontanea de una
condicién precancerosa, ambos en un periodo de tiempo que no excede los
dos afios (Ho et al, 1998; Richardson et al, 2003).

La adquisicion del virus ocurre durante el contacto sexual, los HPV son los
agentes mas comunmente transmitidos mediante el coito (Burk et al,
1996). En dicha transmisién intervienen una serie de factores de riesgo,
muchos de ellos precisamente de indole sexual, que seran detallados mas
adelante en el apartado de los cofactores asociados a la carcinogénesis

cervical.

La persistencia de la infeccidon por HPV depende también de la permisividad
celular y de cofactores que cooperan con el virus para que este se replique
y aumente la carga viral, siendo esto un evento crucial para el desarrollo del
cancer cervical. Es importante destacar, que la mayoria de las infecciones
por HPV son transitorias, elimindndose espontdneamente, con intervencion
adecuada del sistema inmune, pero también puede pasar a un estado de
latencia por un largo periodo de tiempo (Ho et al, 1998; Stubenrauch vy
Laimins, 1999).

11
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Historia natural de la carcinogénesis cervical

Infeceion Progresion In\vaision

Eliminacion Regresion

10 - 15 afos

Anormalidades
citoldgicas e histolégicas leves

Figura N° 1. Modelo epidemioldgico de la carcinogénesis cervical.

Durante la persistencia del HPV en el epitelio cervical, es posible que ocurra
la integracion del genoma viral en el celular, siempre y cuando se tarte de
un tipo viral oncogéncio, de alli la relevancia de esta fase de persistencia.
Como veremos mas adelante, la habilidad de los HPV para integrarse al
genoma celular es lo que le proporciona su potencial oncogénico (Scheurer
et al, 2005).

Finalmente, el desarrollo de la neoplasia intraepitelial y la enfermedad
invasora ocurren como consecuencia de las alteraciones genéticas y

epigenéticas inducidas por los papilomavirus humanos oncogénicos.

1. 5 Carcinogénesis cervical.

El virus papiloma humano es considerado el carcinégeno inicial y directo causante
de la transformacion neoplasica de la superficie epitelial del cuello uterino. Las
oncoproteinas de los HPV de alto riesgo oncogénico modulan la funcién de una

variedad de proteinas celulares involucradas en el control del ciclo celular y la
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replicacion del genoma celular. Durante este proceso, los puntos de control mas
importantes son bloqueados funcionalmente por estas oncoproteinas virales, hecho
gue conduce a la acumulaciéon de anormalidades genéticas y a una eventual
transformacion maligna. Sin embargo, el HPV no es suficiente para causar el
desarrollo de la enfermedad invasora y metastasica. Ademas, se requiere de la
accion de cofactores que durante todo el proceso influyen para que este evolucione
y finalmente se establezca la lesion con potencial invasor. A continuacion, se
resume el proceso de carcinogénesis cervical iniciado por HPVAR y los cofactores

gue se asocian para completar la transformacion maligna de la mucosa cervical.

1.5.1 Aporte del papilomavirus humano (HPV) en el inicio de Ila

carcinogénesis cervical.

La mayoria de los tumores humanos (si no todos) estan regidos por un
conjunto diferenciado de principios genéticos y bioquimicos, en los que la
alteracion de un numero limitado de vias celulares seria suficiente para
inducir la transformacién maligna de una variedad de células, las cuales
“adquieren capacidades” que las caracterizan como fenotipo maligno, entre
ellas, crecimiento descontrolado sin inhibicidon, evasion de la apoptosis,
inmortalizacién, estimulacion mitégena independiente y angiogénesis
(Hanahan y Weinberg, 2000; Hahn y Weinberg, 2002; Brocchetta y
Carbone, 2004) .

La relacién entre el HPV y el origen del cancer de cuello uterino se sospechd
por primera vez hace mas de 30 afios (zur Hausen, 2002). EI ADN de
genotipos especificos de HPV se ha encontrado en practicamente todos los
canceres cervicales (Walboomers et al, 1999; Mufoz et al, 2003). Los
oncogenes de HPVAR que se expresan en las células neoplasicas cervicales
estan implicados en su transformacion e inmortalizacién y se requieren para

el mantenimiento del fenotipo maligno (McMurray et al, 2001).

Los estudios epidemioldgicos llevados a cabo en poblacion general, en
mujeres jovenes sexualmente activas y en pacientes con diagndstico de
cancer cervical confirmado han permitido establecer, a nivel mundial, que la
infeccién por HPV transmitida sexualmente es el principal factor de riesgo

para el cancer cervical y juega un papel central en el proceso de
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carcinogénesis (Palefsky y Holly, 1995; zur Hausen, 2002; Mufoz et al,
2003).

Se han propuesto modelos de carcinogénesis donde se podria reconocer
facilmente la accion de HPVAR como carcindgeno, ya que la expresion
continuada de sus oncogenes a través del tiempo puede conferirle a la
célula infectada capacidad fenotipica maligna (Scheffner y Krijer Kjaer,
2003; Steembergen et al, 2005). Esto explicaria, por tanto, el riesgo
elevado de desarrollar lesion neopldsica cervical como resultado de la
infeccién persistente por HPVAR, en cooperacion con una variedad de

cofactores (Castellsagué et al, 2002).

El cancer invasor de cuello uterino se desarrolla progresivamente en un
curso de anos o décadas. Se inicia con un espectro de cambios epiteliales
de tipo hiperpldsico provocados por el HPV, que avanzan en grado de
alteracion convirtiéndose en tejido con crecimiento displasico conocido
actualmente como Lesién Intraepitelial Escamosa (SIL) hasta convertirse en

una neoplasia invasora (Kurman et al, 1994).

La infeccidn genital persistente por HPVAR contribuye al desarrollo de
tumores malignos debido a que los productos de oncogenes virales tienen la
capacidad de interrumpir la integridad de puntos criticos de control de la
célula, convirtiéndola en una célula “iniciada” (Southern y Herrington, 2000;
Stanley, 2001).

En el contexto de la carcinogénesis cervical existen dos interacciones
clasicas notables aparte de la compleja gama de interacciones entre los
productos de los oncogenes virales E6/E7, con una amplia y variada
cantidad de proteinas de la célula huésped, dificil de resumir en una breve
revision. Por ello, a continuacidn se realizard una condensacién, por pasos,
de los eventos mas importantes que conllevan a la transformacion maligna
de las células del cuello uterino infectadas de forma persistente con HPV de

alto riesgo oncogénico.

14



Revision bibliografica

1.5.1.1 Infecciéon por HPV.

El ciclo de replicacién del HPV se inicia con la entrada del virus al tejido de
revestimiento facilitado probablemente por una leve abrasién o
microtrauma, generalmente a nivel del introito vaginal. La particula viral
podria unirse a receptores de superficie especificos como las integrinas
(Evander et al, 1997) o el heparan sulfato, a este ultimo se unen
especificamente los genotipos HPV 16/33 (Giroglou et al, 2001), entre
otros.

Este virus se aloja en el nucleo de las células del estrato germinativo del
epitelio cervical escamoso y/o metapldsico de la zona de transformacién, de
manera tal que pueda aprovechar la maduracion y diferenciacién epitelial
para producir proteinas que le permitirdn ensamblar nuevas particulas
virales activamente (Frattini et al, 1996). A este nivel del estrato basal, el
virus se mantiene en un bajo numero de copias en forma episomal
monomérica, no integrado (Thomas et al, 1999; Flores et al, 2000; Burd,
2003).

A medida que asciende el proceso madurativo de la célula, se expresan las
proteinas virales tempranas E encargadas de la replicacién y transcripcion
viral, especificamente E1, E2, E6 y E7. La amplificacién del ADN viral asi
como la expresidon de genes virales tardios (L1/L2) sélo ocurre en las células
epiteliales que alcanzan la diferenciacién terminal de caracter vegetativo

inducida por el virus (Fattini et al, 1995; Fehrmann et al, 2003).

Usualmente pueden detectarse bajos niveles de ARN mensajero viral en las
células basales infectadas pero la transcripcion viral, incluyendo las
proteinas E6 y E7, estd muy marcada en los estratos epiteliales
diferenciados (Stoler et al, 1992).

El estado fisico del ADN-HPV dentro del nucleo de las células infectadas
predice el curso bioldgico de la lesidn cervical inducida por este virus. El
ADN viral se encuentra en forma episomal en las lesiones intraepiteliales

escamosas de bajo grado, mientras que en las de alto grado y en el cancer
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invasor, estd integrado formando parte del genoma celular (Cullen et al,
1991; Park et al, 1997; Wang y Hildesheim, 2003).

Si la infeccién adopta un curso subclinico o latente, es muy probable que se
trate una infeccidén con un tipo viral de bajo riesgo oncogénico (HPV 6/11)
que sera dominada por la respuesta rapida de la inmunidad celular,
desapareciendo espontaneamente sin provocar ningun tipo de evidencia
clinica ni citoldgica (Moscicki et al, 1998; Stanley, 2001; Schiffman y Kriiger
Kjaer, 2003).

1.5.1.2 Persistencia HPV de alto riesgo oncogénico con integracion

al genoma celular.

La mayoria de las infecciones por HPV son transitorias y asintomaticas; esta
claro que sdélo una pequena fraccion de pacientes tendra una infeccidon por
HPVAR con caracter persistente, que evolucionara a neoplasia cervical (Ho
et al, 1998; Moscicki et al, 1998).

Por lo tanto, la sola infeccion por HPVAR no es suficiente para causar la
transformacién celular y es necesaria la implicacion de otros factores de tipo
ambiental, relacionados con el virus e inclusive inherentes al mismo
huésped, que en cooperacién al HPV induciran y daran origen al crecimiento
neoplasico (Mufioz, 2000; Moscicki et al, 2001). Estos cofactores seran

detallados mas adelante.

La persistencia del HPV aunado a la existencia de cofactores favoreceran la

integraciéon del ADN-HPV al genoma celular (Scheurer et al, 2005)

La integracion del ADN viral oncogénico al genoma celular es probablemente
el evento critico en la carcinogénesis cervical y este siempre precede al
desarrollo de anormalidades cromosdmicas (zur Hausen, 1994; Klaes et al,
1999; Wang y Hildesheim, 2003; Pett et al, 2004).

La replicacion del genoma HPV como una molécula episomal ocurre durante
el ciclo vital normal del virus. En las lesiones de alto grado y en el cancer

invasor, el ADN-HPV estd unido mediante enlace covalente al ADN
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cromosomal de la célula huésped (Cullen et al, 1991; Daniel et al, 1995;
Klaes et al, 1999), lo cual sugiere que la integracién de los genes virales

incrementa la progresion de la neoplasia preinvasiva a la invasiva.

La integracion del ADN-HPV al genoma celular ocurre en cualquier sitio con
fragilidad cromosomal, es decir, no existe un locus especifico de integracién
(Mincheva et al, 1987). Sin embargo, si se conoce que la secuencia
gendmica del HPV se interrumpe a nivel del fragmento de lectura abierta E2
(Jones et al, 1995; Furumoto e Irahara, 2002). La interrupcion del gen viral
E2 conlleva a una sobrexpresién de forma descontrolada de los oncogenes
E6/E7 debido a una mayor estabilidad por la fusion célula-virus (Klaes et al,
1999; Thierry et al, 2004).

La expresion conjunta de E6/E7 de HPVAR es suficiente para inducir la
inmortalizacién de los keratinocitos humanos en el cultivo celular y podria
cooperar con los oncogenes celulares para proporcionarle a la célula ventaja
para el crecimiento descontrolado, evasién de la apoptosis e induccién de la

transformacion maligna (Southern y Herrignton, 2000).

La primera de las interacciones entre el virus y la célula que lo hospeda es
la unién directa y el secuestro fisico del producto del gen supresor de tumor
Retinoblastoma, la proteina pRb por parte de la oncoproteina EZ-HPVAR,
impidiendo que esta proteina desempene la funcién crucial de regular la
progresién del ciclo celular de la fase G1 a S (Storay et al, 1988; Werness
et al, 1990).

E7 se une e induce la degradacion de pRb, cuya unién es a través de uno de
los tres dominios bien conservados: CR1, CR2 6 CR3 (Longoworth y Laimini,
2004). Esta proteina E7, por su estructura, frecuentemente tiende a unirse
con la proteina pRb, pero de igual forma podria unirse a otros miembros de
esta misma familia, como la p107 y la p130 (Dyson et al, 1989; Longworth
y Laimins, 2004).

Normalmente en su estado hipofosforilado, la pRb se une de manera

especifica al factor de transcripcién E2F-DP1. Enviadas las senales exdgenas
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para que la célula se divida, el complejo CDK4/6-ciclina D1 fosforila a la pRb
y se libera el E2F-DP1, promoviendo el aumento de la trancripcion de las
ciclinas y de otras proteinas que se requieren para la transicién de la fase
G1 a la S (Shirodkar et al, 1992).

El principal objetivo de E7 es activar el gen de transcripcion E2F-DP1 para
asi favorecer la replicacion viral. La unién entre la pRb y E7-HPV da lugar a
la liberacion de E2F-DP1 y como consecuencia a la progresién no regulada a
través del ciclo celular (Berezutskaya et al, 1997). La otra funcién
importante de la oncoproteina E7 es mediar la degradacién rapida de la pRb
por la via de la ubicuitina-proteosoma (Wang et al, 2001; Fiedler et al,
2004).

Este producto viral oncogénico interactia, ademas, con otras proteinas
celulares a fin de favorecer el curso normal del ciclo viral mediante el

control de la proliferacion celular.

El reclutamiento fisico de la pRb por la oncoproteina E7 interrumpe la
relacién funcional entre la pRb y la histona-dicacetilasa (HDAC-1/2). De esta
forma, se prolonga la vida de los keratinocitos indiferenciados, se
incrementa la trascripcion del factor de transcrpcién E2F2 y se le
proporciona estabilidad a la forma episomal del HPV (Tewari et al, 2000;

Longworth y Laimins, 2004 a,b; Longworth y Laimins, 2005).

La consecuencia de la interrupcidon entre la pRb y las HDAC1/2 es la
expresion aberrante del gen Notch-1, que se encarga de conducir al cancer
cervical, ya que determina la progresién de las células inmaduras a un
estado mas diferenciado a nivel de la zona de transformacién, donde las
células de reserva se diferencian a columnares o a metaplasicas por
determinacion de Notch-1 (Weubnaster, 1997; Motoyama et al, 2004). Los
niveles de Notch-1 se elevan a medida que avanza el grado de neoplasia
intraepitelial, para alcanzar niveles maximos en el estado invasor (Daniel et
al, 1997).
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Por otra parte, E7-HPVAR es capaz de interactuar con otras proteinas
reguladoras del ciclo celular como las ciclinas A y E (Tommasino et al, 1993;
Martin et al, 1998) y los inhibidores de kinasas dependientes de ciclinas p21
y p27 (Zerfass-Thome et al, 1996; Jones et al, 1997). La pérdida del control
en la transicion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular se ve reflejada por
un incremento de la p16INK4a (Sahebali et al, 2004).

El producto del oncogen E6 es una proteina de su mismo nombre, que se
asocia a una proteina celular compleja, la AP-E6. Este complejo, a su vez,
se une al producto del gen supresor de tumor TP53 que es la principal diana
de E6 para provocar su inactivacion funcional (Hubbert et al, 1992;
Longwort y Laimins, 2004) e inducir su degradacién proteolitica por la via
rapida de la ubicuitina-proteosoma (Wang et al, 2001). Como consecuencia,
se inactiva la via de la induccién de la apoptosis, ya que ademas se
inactivan otros genes pro-apoptosis como Bax y Bak (Thomas y Banks,
1999b; Li et al, 2005).

Cuando las células sufren un dafio en el ADN, la p53 activa la transcripcién
de genes como p21WAF1/CIP1 provocando un retraso en el avance hacia la
fase S mientras se repara el ADN. Simultdaneamente, la p53 podria inducir la
apoptosis mediante la activacidn de genes tales como Bax. La inactivacién
de p53 entonces resulta en la desregulacidén del ciclo celular y permite que

ocurran mutaciones en las células cervicales (Spitkosvsky et al, 1996).

La oncoproteina E6 se considera una proteina multifuncional porque es
capaz de interactuar con varias proteinas celulares y cumplir diferentes
funciones como inmortalizacion de células epiteliales humanas,
transformacién celular, activacién transcripcional y modulacién de la
apoptosis (Li et al, 2005).

En resumen, se requiere la expresidon continua de los oncogenes virales E6 y
E7 de los HPVAR para mantener el fenotipo maligno (Doobar, 2005). La
demostracién de la inactivacion de los producto de los genes supesores de

tumor, pRb y p53, ha proporcionado una explicacion basica de como los
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HPVAR inducen la transformacion neoplasica de las células cervicales
(Howley et al, 1991).

1.5.1.3 Induccion a la transformacion neoplasica por HPVAR e

inmortalizacion celular. Alteraciones genéticas y epigenéticas.

El surgimiento del cancer invasivo de cuello uterino es una complicacion
rara que ocurre después de un largo periodo de persistencia viral. El
bloqueo funcinal de la pRb y p53, junto a otros muchos reguladores del ciclo
celular, conducen a la inestabilidad genética por acumulo de aberraciones
en los cromosomas celulares constituyendo el inicio del proceso

multifactorial de la carcinogénesis cervical (Trunk et al, 2005).

Las lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado del cuello uterino
exhiben un patrén de expresién indicativo de transformacién inducido por la
produccién no regulada de oncoproteinas de los papilomavirus humanos. La
activacion de los oncogenes E6 y E7 de HPVAR integrado sin represién, a
nivel de las células basales inmaduras proliferativas, como ocurre en dichas
lesiones de alto grado, encabezan y desatan la cascada de alteraciones que
caracterizan el inicio del proceso de transformacion neoplasica (Klaes et al,
1999; zur Hausen, 2001; Pett et al, 2004), ya que la integracién viral da

como resultado un ADN inestable.

Los resultados de recientes estudios han proporcionado mayor conocimiento
acerca de los pasos que podrian contribuir a la transformacion maligna
seguida de la infeccién por HPVAR. Estos pasos incluyen eventos genéticos
y eventos epigenéticos adicionales a la infeccion viral para que

efectivamente surja la enfermedad cervical (Steenbergen et al, 2005).

Todas las alteraciones que suceden progresivamente entre la infeccion
inicial con un HPVAR vy el desarrollo de una lesidn intraepitelial no tendrian

mayor importancia si esto no resultase en la inmortalizacion celular.

Al quedar sin efecto el sistema de reparacion de errores en las secuencias

de ADN, la célula precancerosa es incapaz de eliminar el virus y también se
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ve imposibilitada para corregir los errores intrinsecos acaecidos. De este
modo va acumulando alteraciones genéticas, a lo que se suma la condicion
de que esta célula no puede “morir”, convirtiéndose en una célula
“inmortalizada” con ADN en progresiva decadencia, un ente neoplasico con

capacidad invasora y metastasica (Brocchetta y Carbone, 2004).

Los modelos de carcinogénesis cervical en los que interviene el HPV
muestran un fenotipo neoplasico que se adquiere por una via de induccion
secuencial obtenida a partir de fenotipos transformados, inmortalizados y

con crecimiento independiente (Hahn y Weinberg, 2002).

Las células con expresion de las oncoproteinas virales E6/E7 entran en un
periodo de crisis en el que la mayoria de ellas muere, siendo un pequeio
clon celular el que podria perpetuarse (Steenbergen et al, 2005). En este
clon celular fundamentalmente se encuentra reactivada la telomerasa, a
través de la inhibicion del represor de la telomerasa NFX1-91 mediada por
el complejo E6-E6AP (Kelly e tl, 2005; Li et al, 2005) para compensar el
acortamiento del teldmero durante las divisiones celulares. Asi, se le otorga
a la célula la posibilidad de proliferar indefinidamente y el estado de
inmortalizacién necesario para el crecimiento maligno (Kim et al, 1994;
Ngan et al, 2002; Brocchetta y Carbone, 2004; Cheung et al, 2004).

La reactividad de la telomerasa ocurre en un elevado porcentaje de
carcinomas invasores cervicales y en un menor numero de las LIEAG

(Snijders et al, 1998) luego de la infeccion viral.

Paralelamente, como resultado de la inestabilidad genética, van ocurriendo
las modificaciones cromosdmicas que se requieren para la progresiéon del
fenotipo potencialmente maligno (zur Hausen, 1994). Para evaluar estas
alteraciones cromosdémicas se ha efectuado el andlisis tanto en lineas
celulares transfectadas con HPV 16 y 18 como en lesiones cervicales de
pacientes infectadas con HPV oncogénico (Steembergen et al, 1996; Larson
et al, 1997).
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A través de estos andlisis, se han detectado alteraciones especificas en el
componente cromosdmico que involucran tanto a las de tipo estructural
como numéricas. Igualmente, se ha descubierto la pérdida de
heterozigocidad (LOH) de alelos en los brazos cromosdmicos (Steenbergen
et al, 1998; Heilmann y Kreienberg, 2002; Wani y Fair, 2003).

Stenbergen y colaboradores en 1998 demostraron mediante la técnica de
CGH (comparative genomic hibridization) aplicada a células transfectadas
con HPV 16 y 18 en cultivos de monocapa, que hay pérdida clonal de alelos,
particularmente en los cromosomas 3p, 11p y 13g, como cambios
citogenéticas mas comunes en las células inmortalizadas por HPVAR. Antes,
Salinas-Toledo y cols en 1997 informaron el hallazgo de aberraciones
cromosdmicas como la pérdida de los cromosmas 4, 6q y 10p y la ganancia
aleatoria de los cromosomas 3q, 5q, 11q, 14q, 16, 20 y 22qg en lineas de

cultivos celulares.

Cottage y cols en 2001 encontraron nuevas anormalidades cariotipicas
numéricas incluyendo pérdida de los cromosomas 15, 18 y 19 vy
reordenamientos estructurales de los cromosomas 1, 5, 8q, 10 y 20. Y mas
recientemente, Huang y cols (2005) evaluaron 28 tumores cervicales, 8
vulvares y 7 lineas celulares mediante CGH y encontraron un patrén
consistente con cambios genéticos representado por ganancias de los
cromosomas 1q, 3q (notablemente amplificado), 5p y 8q y pérdida de
cromosoma 2q, 3p, 4p Yy 1l1p, hallazgos que les permitieron sugerir que
pueden existir lesiones genéticas durante la progresion de tumores

genitales, basados en la iniciacién e integracidon del genoma viral.

Finalmente, estas investigaciones en las que se obtuvieron una diversidad
de alteraciones genéticas demuestran que realmente el cancer cervical esta
acompafiado de la infeccion por HPV oncogénico, el cual genera la
acumulacidon de una gama de aberraciones cromosdmicas que contribuyen
al crecimiento neopldsico con caracter invasor, consecuencia de la alteracion
de los mecanismos reguladores vitales del ciclo celular e inducida por este

virus.
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En cuanto a los eventos epigenéticos, la metilacion del ADN es la principal
modificacion epigenética en humanos y se ha demostrado que el 85% de las
células malignas estan hipermetiladas en comparacién con las células
normales (Esteller, 2002). Al respecto se han realizado investigaciones para
detectar este tipo de alteracién en el cancer cervical. La metilacidon
aberrante de genes supresores de tumor (hipermetilacién del promotor)
podria ocurrir en hasta un 60% de los tumores cervicales, entre otros la
hipermetilacién de p16INK4a (Narayan et al, 2003; Widschwendter et al,
2004). Este campo es actualmente estudiado con interés para el hallazgo de

nuevas dianas terapéuticas y de diagndstico.

Infeccion por VPH persistente

Inestabilidad genética

CIN'IE CINUI CINYN Cancer invasor
normal

Activacion de la
Telomerasa

Expresion

descontrolada m
feccié de
nfeccion E6/ET

Alteraciones genéticas
y epigenéticas:
ganancia de 3q,20q,
pérdida de 11
(inactivacion TSLC1)

Alteraciones genéticas
y epigenéticas:
Integracion viral JEEEECICEEEECNCR(

Mas omenos 2 6 3 afos Mas o menos 10 6 12 afos

Steenbergen et al, 2005.

Figura N° 2. Modelo de carcinogénesis cervical iniciado por la infeccién persistente
por papilomavirus humano de alto riesgo, propuesto por Steebergen et al, 2005, en
el que se resumen los pasos mas relevantes de este proceso multifactorial.

1.6 Cofactores asociados a la infeccion por HPV y su colaboracion en

la transformacion neoplasica cevical.

Para que se desarrolle el cancer invasor en el cuello uterino es necesario

que actuen factores adicionales a la infeccién por HPVAR, por lo que se dice
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que el HPV es una causa necesaria pero insuficiente para desarrollar la
neoplasia invasora (Galloway y McDougall, 1996; Bareman y Koutsky,
2005).

El largo periodo de latencia entre la infeccién primaria por HPV vy el
surgimiento del cancer cervical sugiere la existencia de cofactores
adicionales que podrian estar involucrados en el desarrollo tumoral (Mougin
et al, 2001).

Estudios realizados en mujeres con infeccidn por HPV y con lesién cervical in
situ e invasiva (Cavalcanti et al, 1996; Shah et al 1997) y estudios de casos
de carcinoma invasor y controles (Daling et al, 1996; Chaouk et al, 1998;
Chichareon et al, 1998; Ngelangel et al, 1998) han identificado una
variedad de cofactores, unos mas firmes e independientes que otros vy
relacionados entre si o no, los cuales podrian actuar en la via previa al
estado invasor, es decir, en el periodo comprendido entre la existencia de
un epitelio sano, sin lesidén y surgimiento del carcinoma in situ; de igual
forma otros podrian actuar en el tiempo comprendido entre carcinoma in

situ y carcinoma invasor (Thomas et al, 2001b).

Tabla N© 1. Cofactores mas estudiados en relacidon al desarrollo de cancer de cuello
uterino.

) actividad sexual (inicio precoz de la actividad sexual,
EXOGENOS promiscuidad, HIV y otras infecciones genitales), uso de
anticonceptivos orales (ACO), tabaco, dieta.

genotipo de HPV, variantes de HPV, carga viral,

LA persistencia, integracion del HPV e infeccién multiple.

edad, gestacion y paridad, trauma cervical, factores

DEL HUESPED 27 ; 4
genéticos, inmunidad.

A continuacion se citan resumidamente los avances alcanzados en la
evaluacion y efecto de los cofactores mas relevantes involucrados en el

proceso multifactorial de la carcinogénesis cervical, iniciada y promovida por
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los papilomavirus humanos oncogénicos. De igual forma, se afiade alguna

informacidn sobre aquellos menos estudiados.

1.6.1 Cofactores exdgenos.

La mayoria de los factores de riesgo mas comunmente relacionados con el
carcinoma cervical estan relacionados con el tema sexual, por lo que el
cancer cervical podria considerarse una enfermedad de transmision sexual,
cuyas caracteristicas epidemioldgicas serian todas aquellas relacionadas
cone ste topico. El cancer de cuello uterino es raro en mujeres virgenes
(Chaouki et al, 1998; Winer et al, 2003).

La iniciacion de la actividad sexual a edades muy tempranas (antes
de los 18 afos) se ha postulado como un factor de riesgo para las LIEAG y
el cancer invasor. Estas pacientes desarrollan un epitelio metaplasico con la
consecuente ectopia y exposicion de la zona de transformacidon a agentes
infecciosos, variaciones de pH y a otros cofactores, haciendo al cérvix mas
vulnerable y susceptible a la accién de carcindgenos (Hildesheim et al,
2001; Green et al, 2003).

La prevalencia de la infeccion por HPV incrementa con el nimero de
parejas sexuales y con el numero de nuevas parejas sexuales, lo cual
apoya la definicibn de que el cancer cervical es una enfermedad de
transmisidon sexual. Este es un factor independiente de otros factores como
edad, uso de ACO, raza y otras caracteristicas de comportamiento sexual
(Green et al, 2003; Shin et al, 2003). Las paciente mondgamas muestran
bajos porcentajes de prevalencia de infeccién por HPV (de Sanjose et al,
2003).

Thomas et al (2001c) destacan que las trabajadoras sexuales en Bangkok
son un reservorio de HPV oncogénicos y el cancer cervical en mujeres
mondgamas se desarrolla, en parte, como resultado de la transmision del

virus de las prostitutas a sus maridos.
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La influencia del uso de anticonceptivos orales (ACO) ha sido controversial;
sin embargo, cada vez se encuentra mayor asociacién de estos con el
desarrollo de lesion cervical en subgrupos especificos de mujeres
(Hildesheim et al, 2001; Green et al, 2003).

Un estudio realizado por Hildesheim et al, 2001 reporté un mayor riesgo de
cancer cervical en aquellas usuarias de ACO por mas de 5 afios consecutivos
de hasta 3 veces mas, en comparacion con mujeres que nunca los habian
usado. Sefalaron, ademas, que el mecanismo asociado es la influencia de
las hormonas en la progresion hacia la lesidon invasora mediante la
promocion para la integracién del ADN-HPV en el genoma celular y el
estimulo de la transcripcion de las oncoproteinas de HPVAR E6/E7 y por

consiguiente la persistencia viral.

La multiparidad ha sido consistentemente hallada en estudios de casos-
controles asociadas a carcinoma cervical in situ e invasor (Castellsagué y
Mufioz, 2003). Las pacientes que han tenido mas de 3 hijos podrian tener
un mayor riesgo de desarrollar neoplasia in situ en comparacion con las
mujeres nuliparas o con menos de 2 hijos (Mufioz et al, 2002; Green et al,
2003). Esto quizas se debe a la influencia de hormonas enddgenas durante
la gestacion y al trauma cervical que ocasiona cada parto, asi como a que la
zona de transformacion esta expuesta durante mucho mas tiempo al
exocérvix. A todo ello se auna la paridad a edades muy tempranas, el
estado nutricional de la paciente y el estatus de la inmunidad (Hildesheim et
al, 2001).

Las mujeres infectadas con HPVAR que han tenido un promedio de 7 hijos
tienen una asociacién mas directa con el desarrollo de carcinoma
epidermoide que con adenocarcinoma o carcinoma adenoescamoso, segun

los hallazgos de Mufioz et al, 2002.

Un factor de riesgo independiente, frecuentemente identificado en pacientes
con cancer cervical y lesiones precancerosas de alto grado determinado a
partir de estudios de casos y controles, es el uso del tabaco. Las mujeres

jovenes fumadoras, sexualmente activas, tienen mayor riesgo de desarrollar
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carcinoma in situ asociadas a HPV de alto riesgo, sobre todo del tipo 16 (Ho
et al, 1998b; Ylitalo et al, 1999; Winer et al, 2003). La presencia de
derivados del cigarrillo (nicotina y cotinina) en el moco cervical apoya esta

aseveracion (Prokopczyk et al, 1997).

Segun Castellsagué y Munoz (2003), los estudios de casos y controles
llevados a cabo para estudiar los efectos del tabaco muestran una
asociacion moderada y estadisticamente significativa con el cancer cervical
(OR entre 2-5 en pacientes HPV positivas), implicando un alto riesgo para el

desarrollo de esta neoplasia in situ e invasiva.

Ademds de la accion de sinergismo entre el HPV y el cigarrillo en la
neoplasia cervical, los carcindgenos quimicos relacionados con el cigarrillo
podrian ejercer un efecto mitogénico directo sobre el ADN causandole dafio.
Por otro lado, la exposicién al tabaco podria afectar la respuesta inmune
local efectiva ante a infeccion viral ya que disminuye el nimero de células

de Langerhans (Barton et al, 1989; Castellsagué y Muioz, 2003).

A esto se afade que las mujeres fumadoras tienen menos probabilidad de
controlar una infeccion por HPVAR en comparacion con aquellas que nunca

han fumado.

Se ha observado una fuerte asociacién en el consumo de tabaco y la
multiparidad (Hildesheim et al, 2001).

Las infecciones cervicales asociadas, causadas por otros agentes
infecciosos diferentes al HPV como el virus del herpes simple tipo 2 (HSV-2)
y Chlamydia trachomatis, podrian actuar en conjunto con el papilomavirus
humano e incrementar el riesgo para cancer invasor (Smith et al, 2002;
Castle y Giuliano, 2003).

Segun Risser y cols (2005), las adolescentes padecen de infecciones
genitales tan comunes como las clamidias, tricomonas, HSV-2 (e inclusive el
tipo 1) y por supuesto el HPV, constituyendo en conjunto con otros

cofactores, riesgos para desarrollar una lesién cervical.
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Se han propuesto varios mecanismos por medio de los cuales la existencia
de co-infecciones a nivel del cérvix podrian contribuir en el proceso de
transformacién epitelial al crear un microambiente mas favorecedor para la
accion del HPV; las infecciones de transmision sexual inducen un estado
inflamatorio crénico en el que los metabolitos oxidativos, especialmente el
oxido nitrico, provocan inclusive dafio genotdxico (Smith et al, 2002; Castle
y Giuliano, 2003).

Ademas, la condicion inflamatoria disminuye la respuesta inmune celular
local mediante la inhibicion de la producciéon de interleukinas en un
ambiente oxidativo; la presencia de oxigeno reactivo influye en la
replicaciéon del HPV (aumentando la carga viral), en la transcripcion de las
oncoproteinas E6/E7 y en la proliferacién celular y apoptosis (Castle y
Giuliano, 2003).

Los microorganismos como el HSV-2 producen ulceraciones en la mucosa
que permiten una mejor penetracién del HPV hacia las células inmaduras y
posteriormente promueven la persistencia viral al disminuir la funcionalidad

de las células presentadoras de antigeno (Castle y Giuliano, 2003).

1.6.2 Cofactores virales.

Como se ha indicado, la infeccion por HPV es comun en mujeres jovenes
sexualmente activas (Ho et al, 1998a) y con frecuencia estas infecciones
desaparecen espontaneamente gracias a una respuesta inmune celular
efectiva y este control de la infeccidn viral es reflejada en la ausencia de

alteraciones citoldgicas (Ferenczy y Franco, 2001).

Tanto la mujer como el hombre pueden ser portadores y vehiculos
asintomaticos de la infeccion por HPV y su diseminacién seria
principalmente, por contacto sexual. Las fracciones de cancer de cuello
uterino atribuibles al HPV determinadas a partir de muchos estudios oscilan
alrededor del 95-99% (Krliger-Kjaer et al, 2001; Mufioz et al, 2003; de
Sanjosé, 2005).
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Chichareon et al en 1998 llevaron a cabo un estudio de casos y controles en
pacientes tailandesas con cancer cervical y encontraron los siguientes
resultados: el 95 % de las pacientes con carcinoma epidermoide y el 90 %
de las que presentaban adenocarcinoma y carcinoma adenoescamoso tenian
ADN-HPV. En el primer grupo, el tipo viral prevalente era el HPV16 (60%);
por el contrario, en el segundo prevalecia el HPV18 (60%). Los controles

mostraron un 16% de positividad para el ADN-HPV.

Las mujeres infectadas con HPV oncogénicos (HPVAR: 16, 18, 31, 33, 45,
52, 58 y 59) tienen un mayor riesgo de desarrollar LIEAG y cancer invasor
si se comparan con aquellas infectadas por un tipo de HPVBR: HPV 6 u 11
(Chichareon et al 1998; Ylitalo et al, 2000; Schlecht et al, 2001; Munoz et
al, 2003).

La presencia de variantes de genotipos virales de alto riesgo como HPV16
o 18 constituyen un factor que contribuye a la persistencia y al desarrollo
de LIE y cancer de cuello uterino (Villa et al, 2000; Chang et al, 2002;
Hildesheim y Wang, 2002; Calleja-Macias et al, 2004; Cruz et al, 2004).

Se ha demostrado que las variantes del genotipo viral 16 tienen
propiedades diferentes en cuanto a potencial oncogénico. Asi, tenemos que
las variantes no europeas del HPV16 (AA) son mas oncogénicas que las
variantes europeas, pues las primeras contribuyen mas a la persistencia e
integracion viral (del Refugio Gonzdlez-Losa et al, 2004; Gagnon et al,
2004; Evans y Cooper, 2004; Tornesello et al, 2004)

A pesar de la elevada prevalencia de esta infeccién viral, la enfermedad
neoplasica cervical surge después de un largo periodo de persistencia
viral, prerrequisito para el desarrollo de LIEAG y carcinoma invasor
(Richardson et al, 2003) siendo mas pronunciado en pacientes mayores de
25 afios (Krliger-Kjaer et al, 2002). La persistencia del virus favorece la
integracion del genoma a los cromosomas de las células infectadas
(Acladious et al, 2002; Tjalma et al, 2005).
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También podria tener influencia la carga viral elevada, sobre todo si la
paciente presenta una citologia anormal (Brisson et al, 1996; Ylitalo et al,
2000; Schlecht et al, 2003; Giuliano et al, 2004).

Se ha propuesto que la determinacion de la carga viral podria ser usado
como un marcador de progresion de lesiones intraepiteliales a lesiones

clinicamente significativas (Dalstein et al, 2003)

Las infecciones por varios tipos de HPV o infeccion multiple se pueden
presentar en pacientes sin anormalidades citolégicas (Ho et al, 1998;
Woodman et al, 2001; Molano et al, 2002) y con LIEBG e inmunosuprimidas
por infeccion con HIV (Levi et al, 2002; van der Graaf et al, 2002; Cushieri
et al, 2005), favoreciendo quizas la persistencia viral y, por ende,
aumentando el riesgo de progresion del proceso infeccioso. Se requieren
mas estudios que permitan aclarar la relevancia de las infecciones multiples
por HPVAR en la progresion de la lesién neoplasica cervical (Cuschieri et al,
2004).

1.6.3 Cofactores del huésped.

Las mujeres jovenes sexualmente activas presentan las mayores tasas de
prevalencia de la infeccién por HPV, alcanzando hasta un 43% (Ho et al,
1998; Cuschieri et al, 2004). A medida que avanza la edad se observa una
disminucién de la infeccidn genital por HPV (9,2%) a nivel mundial (Bosch y
de Sanjosé, 2003; Sheurer et al, 2005).

Los estudios de casos y controles llevados a cabo en diferentes regiones del
mundo muestran un pico de prevalencia de infeccién por HPV en mujeres
cuya edad estd alrededor de los 25 afios, luego se aprecia una disminucion
de las tasas de prevalencia en mujeres de 35 a 54 afios y se encuentra un
segundo pico después de los 55 anos, que probablemente se debe a la
reactivacién de infecciones latentes (Herrero et al, 2000; Lazcano-Ponce et
al, 2001; Molano et al, 2002; Schiffman y Castle, 2003; Castle et al, 2005;
Clifford et al, 2005)
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Independientemente de la edad y origen geografico de la poblacion
estudiada, el HPV16 es el genotipo viral mas prevalente (Clifford et al,
2005): entre mujeres de 23 a 31 afnos puede verse una incidencia de HPV16
de 24% (Laukkanen et al, 2003).

La infeccion por HPV es muy comun pero también es transitoria debido
quizas al desarrollo de una respuesta inmune de tipo especifico efectiva
que se encarga de controlar el virus, sobre todo si es de bajo riesgo
(Steenbergen et al, 2005).

Caso contrario ocurre en aquellas pacientes infectadas con HPV16, el cual
activa las células dendriticas y neutraliza la respuesta de inmunoglobulinas
G (Yang et al, 2005). Ademas las proteinas de expresién temprana E6 y E7
de los virus oncogénicos inhiben a componentes especificos del sistema
inmune innato, a las sefales de interferon tipo I, a la expresion de proteinas
clase I del complejo mayor de histocompatibilidad de la superficie celular y

son resistentes a las células NK (Woodworth, 2002).

Las pacientes inmunosuprimidas como ocurre en los casos de infeccién por
HIV son mas propensas a la infeccién por HPV y al desarrollo de LIE, en
asciacion con otros factores como la prostitucion y la drogadiccion (de
Sanjosé et al, 2000; Levi et al, 2002).

Los cambios hormonales también influyen en el riesgo de desarrollo de
neoplasia cervical, especificamente aquellos que ocurren en estado de
gestacion, responsables del aumento de la proliferacién celular a nivel de la
zona de transformacion y de la ectopia con exposicion de la zona de
transformacién al exocérvix durante un tiempo prolongado (Mufioz et al,
2002).

A nivel celular, los oncogenes virales transforman las células solo en
cooperacion con los oncogenes celulares o con la exposicidon de esteroides
humanos ya que estos virus requieren de la proliferacion y diferenciacion
tisular inducida por estas hormonas para su replicacion y expresiéon
(McGlennen, 2000).
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1.6.4 Otros cofactores.

Existen otras variables consideradas como posibles factores que podrian favorecer
en un entorno el proceso de carcinogenésis y que merecen mayores estudios ya

que las evidencias son menos consistentes entre los grupos de investigacién.

El intervalo de realizaciéon de la citologia para pesquisa de cancer cervical y
lesiones precursoras podria convertirse en un factor de riesgo (Chichareon et al,
1998). Aquellas pacientes con citologias anormales tienen mayor posibilidad de

desarrollar una lesidon neoplasica invasiva si la pesquisa no se realiza a tiempo.

El status socioeconémico y nivel educativo bajo también son variables
discutidas que podrian intervenir en la carcinogénesis cervical; estas caracteristicas
quizas tendrian mayor influencia en poblaciones de alto riesgo econdémica y
culturalmente menos favorecidas, con otros cofactores asociados como
multiparidad, uso del cigarrillo y multiples parejas sexuales (Chichareon et al,
1998; Ngelangel et al, 1998; Thomas et al, 2001a; Thomas et al, 2001b).

La condicion nutricional y dietética se ha estudiado en relacion a la influencia de
este en el riesgo de desarrollo de la neoplasia cervical. Los resultados obtenidos son
controversiales e inconsistentes e inclusive muchos informan no haber hallado
asociacion significativa entre el nivel sérico de micronutrientes y la lesion en cuello

uterino (Castle y Giuliano, 2003).

Aunque autores como Ho et al, 1998b no hallaron ninguna asociacién entre el
desarrollo de LIEAG y niveles plasmaticos de micronutrientes (retinol, beta-
carotenos, alfa-tocoferol y acido ascérbico), otros como Hernandez et al, 2004 y
Piyathilake et al, 2004 aportan evidencias que indican que fuentes alimenticias ricas
en tiamina, riboflavina, folatos y vitamina B12, C y E, carotenoides y retonoides
podrian ejercer un efecto protector (actividad antioxidante) contra la carcinogénesis
cervical. Estas evidencias coinciden con las comunicadas por Garcia-Closas et al en
el 2005 quienes sefialan, ademas, que las evidencias con respecto a esta variable
aun no son totalmente convincentes y que se necesitan mas estudios para una

evaluacion adecuada.
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2.- VIRUS PAPILOMA HUMANO.

2.1 Importancia de la infeccion por Virus Papiloma Humano (HPV).

La relacion entre el origen del cancer de cuello uterino y la infeccion genital
por el virus papiloma humano (HPV) fue en principio una sospecha, hace

mas de 30 afos (zur Hausen 2002).

El ADN de ciertos tipos especificos de HPV se ha aislado en casi todos los
tumores malignos del cuello uterino. Los oncogenes de estos HPV se
encuentran constantemente expresados en las células cervicales
neoplasicas y estan involucrados en la transformacion e inmortalizacion de
los keratinocitos siendo necesarios para la progresién hacia malignidad

(Hawley-Nelson et al, 1989; Miinger y Howley, 2002).

Los estudios epidemioldogicos y moleculares han determinado que los HPV
oncogénicos son el principal factor etioldgico del cancer de cuello uterino
(Walboomers et al, 1999; Mufioz et al, 2003).

2.2 Definicion, nomenclatura y clasificacion.

Los papilomavirus se encuentran ampliamente distribuidos en el reino
animal, siendo muy especificos de especie (mamiferos, aves, hombre) pero
bastante semejantes en su estructura fisica y organizacién gendmica. Hasta
el presente, existen mas de 200 tipos de papilomavirus humanos, de los
cuales por lo menos 118 tipos virales se han aislado y caracterizado,
mediante la secuenciacién de acido desoxirribonucléico (ADN) de la regién
L1 del genoma viral, regiéon bien conservada en todos los papilomavirus
(revisado en De Villiers et al, 2004; Bernard, 2005).

El comité internacional de taxonomia de los virus (International Committe
on the Taxonomy of Virus, ICTV) ha reconocido y separado oficialmente a
los miembros de la antigua familia Papovaviridae en dos familias distintas
(De Villiers, 2004):
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e Papillomaviridae.

e Polyomaviridae.

Se define un nuevo tipo de HPV como un genoma completo en el que la
secuencia del gen L1 es diferente en por lo menos el 10%, a la de cualquier

otro tipo ya caracterizado.

Cuando existe una diferencia en la regién L1 entre el 2-10% en algun tipo
de HPV ya conocido, se trata entonces de un subtipo. Como ejemplo se
citan que el HPV46 es un subtipo del HPV20 y el HPV55 es un subtipo del
HPV44,

Las variantes de un tipo especifico de HPV difieren en por lo menos el 2%
del tipo viral aislado originalmente. Estas variantes de un mismo tipo viral
muestran diferencias bioldgicas y patoldgicas de gran importancia clinica. El
mejor ejemplo lo constituye el tipo HPV16, del cual se conocen cuatro
variantes que se han estudiado ampliamente para determinar su
distribucion mundial y relacién con la neoplasia cervical invasora:
E(Europea), Asi(Asiatica), AA(Asidtica-Americana) y Af(Africana), segun

informaron Villa y cols en el 2000.

En la nueva taxonomia de los papilomavirus humanos, la alta relacién
filogenética entre los tipos de HPV se denomina “genero” (alfa-
papilomavirus, en el que se incluyen los 2 principales tipos de HPV
oncogénicos: HPV 16 y 18), beta-papilomavirus y gamma-papilomavirus).
La menor relacion filogénetica comprende la “especie” (dentro del género
estan designadas con numeros), por ejemplo, el género alfa-papilomavirus
incluye 15 especies: en la especie 7 se ubica el HPV18 y en la especie 9, el
HPV16, segun muestra el arbol filogenético de De Villiers et al, 2004 (Figura
No 3).
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Figura N° 3. Arbol filogenético de los tipos de papilomavirus.

Por los menos 40, de los mas de 100 tipos de HPV caracterizados, muestran
marcado tropismo por la mucosa anogenital. Tales tipos se han clasificado,
considerando diferentes aspectos, en conjunto con el resto de los

papilomavirus que afectan al hombre.

La clasificacion bioldgica que indica la afinidad de los papilomavirus
humanos por un tejido en particular comprende a los siguientes (Richard et
al, 1998; Wick, 2000):

1. Cutaneotroficos: tipicamente encontrados en la poblacién general y
causantes de las verrugas en las manos y pies. También algunos de
estos genotipos pueden encontrarse en pacientes inmunosuprimidos.

2. Mucosotréficos: que producen lesiones proliferativas tanto benignas
como malignas, por lo que se clasifican a su vez en tipos de bajo y

alto riesgo de acuerdo a su potencial oncogénico.

Los papilomavirus también se clasifican de acuerdo a su potencial
oncogénico o relacion con el cancer de cuello uterino y sus lesiones
precursoras. Asi tenemos que aquellos que se relacionan con el cancer
cervical invasor son de alto riesgo oncogénico (AR) y aquellos que se han

aislado con mayor frecuencia de las lesiones intraepiteliales de bajo grado y
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de los condilomas acuminados se denominan de bajo riesgo oncogénico
(BR).

Los prototipos de HPVBR mas comunes son los tipos 6 y 11, que se
detectan con mayor frecuencia en verrugas genitales benignas y condilomas
cervicales. Los HPV 16, 18, 31 y 45 son los tipos predominantemente
encontrados en las lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado
(LIEAG) y el cancer de cuello uterino (Clifford et al, 2003), siendo el HPV16
el tipo mas frecuentemente encontrado en los casos de cancer invasor de

cuello uterino del mundo (Bosch et al, 2002; Munoz et al, 2003).

Los estudios epidemioldgicos realizados a grandes escalas (Castle y
Giuliano, 2003; Mufioz et al, 2003) han establecido de manera general una
buena correlacién entre la clasificacion filogenético, el tropismo tisular y la

habilidad de estos virus para provocar la transformacion celular.

Recientemente, Mufioz y cols en el 2003 establecieron que existen
papilomavirus con mucha probabilidad de tener potencial oncogénico que
anteriormente se consideraban de riesgo intermedio. Se trata de los tipos
virales HPV 26, 53 y 66. Otros HPV con riesgo intermedio encontrados mas
frecuentemente en lesiones precancerosas que en las de tipo invasor son
HPV 35, 39, 51, 52, 55, 56, 58, 59, 64 y 70.

2. 3 Organizacion gendémica.

El virién del HPV estd compuesto por un genoma de ADN, de doble cadena
circular, con aproximadamente 7900 pares de bases (pb), desnudo, sin
envoltura pero protegido por una capside icosahédrica de mas o menos 55
nm (Richard et al, 1998).

La capside viral contiene 72 pentameros de L1 y aproximadamente 12
moléculas de L2. Los genes E regulan la replicacién viral y algunos de ellos
(E6-E7) tienen potencial para provocar la transformacion celular maligna
(zur Hausen, 2000; Steenbergen et al 2005).
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El genoma viral es circular, pero en linea se aprecia que posee 8 fragmentos
de lectura abierta (secuencias) de expresion temprana, designadas con la
letra E; 2 fragmentos de lectura abierta de expresion tardia en el ciclo viral
(L) y una regién de largo control (URL) no codificable. Los genes de la
region L1 y L2 codifican las proteinas de la capside mayor y menor

respectivamente (Figura N° 4).

A continuacion se especifican las funciones mas importantes de cada uno de
los genes del HPV en relaciéon a la replicacién, transcripcion y habilidad

transformante (zur Hausen, 2000; Saveria Campo, 2005):

La proteina E1 se requiere para mantener el genoma viral y para su

replicacion.

La E2 es una de las principales proteinas reguladoras de la transcripcidon
viral que interactia con sitios de unidn especificos de la regién LCR. Esta
proteina ejerce un efecto tanto positivo como negativo sobre la

transcripcion.

Las funciones de la proteina E4 no estan completamente dilucidadas. Sin
embargo parece que interrumpe la red de citoqueratina lo que se refleja en
la formacion del coilocito, que es considerada la célula patognomédnica de

esta infeccién y, ademas, es posible que regule la estabilidad del ARNm.

La E5 es una proteina hidrofébica asociada a la membrana celular, la cual
parece que activa el receptor del factor de crecimiento epidérmico. También
podria inhibir la expresiéon del gen supresor de tumor p21 afectando el

control del ciclo celular (Tsai y Chen, 2003).

Las proteinas E6 y E7 son las principales oncoproteinas de los HPV. Estas
son capaces de unirse a la p53 y pRb, respectivamente, inhibirlas
funcionalmente e inducir su degradacién rapida por la via de la ubicuitina-
proteosoma (Dyson et al, 1989; Scheffner et al, 1990). Ademas, mantienen

el episoma viral durante la infeccién productiva y es posible que E7
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interrumpa el programa de diferenciacion celular (Thomas et al, 1999;
Flores et al, 2000).

Los genes L1 y L2, como se menciond antes, se encargan de codificar las

proteinas mayor y menor de la capside viral respectivamente.

UTR
g

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 7900
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Figura NO© 4. Esquema del genoma del HPV estructurado linealmente. Los
segmentos en azul representan los genes virales de expresién temprana (E) y los
segmentos rosa a los genes de expresion tardia (L).

2.4 Transmision y adquisicion.

Las infecciones por HPV anogenitales son las mas comunes transmitidas
sexualmente. La naturaleza de la transmision sexual de la infecciéon por HPV
ha sido comprobada al realizar estudios en pacientes virgenes (Krijer-
Kjaer et al, 2001).

El contacto sexual con una pareja infectada es necesario para la
transmision, presumiblemente a través de un microtrauma de la mucosa,

por ejemplo a nivel del introito vaginal (Schiffman y Krijer-Kjaer, 2003).

2.5 Ciclo viral.

El ciclo de vida de los papilomavirus humanos esta intimamente relacionado
con el programa de diferenciacién del epitelio infectado, debido a que estos

virus son epiteliotroficos (revisado en Longworth y Laimins 2004a).

Los papilomavirus infectan las células inmaduras de la capa germinativa del
epitelio escamoso no queratinizante del cuello uterino, cuando la integridad

de la barrera epitelial ha sufrido una microabrasiéon o cualquier otro trauma.
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La zona de transicién o zona de metaplasia escamosa inmadura es la mas

vulnerable a la accion viral.

El genoma viral se establece en el nucleo de las células epiteliales
inmaduras en forma episomal, no integrado, en un bajo nimero de copias.
Asi permanece bien en estado de latencia o abandona la latencia y
aprovecha la diferenciacién celular propia del tejido epitelial (Richard,1998).
De este modo, paralelo al proceso de maduracion y diferenciacion epitelial,
los papilomavirus humanos expresan sus genes en forma secuencial:
primero los genes E1 al E8 a nivel del estrato basal, encargados del control
de la transcripcion y replicacidén del virus y luego en las capas superficiales,
los genes estructurales de expresion tardia, L1 y L2, que conformaran la
capside de la particula viral infectiva (revisado en Fehrmann y Laimins,
2003; Doorbar, 2005).

Al alcanzar la superficie epitelial dentro de las células totalmente maduras,
las particulas virales se encuentran en un numero elevado de copias. Los
HPV no son liticos, pero la expresidon de la proteina viral E4 afecta a los
filamentos intermedios para facilitar la liberacidn de los viriones que
infectaran otras células epiteliales inmaduras. Este efecto citopatico de E4
sobre la red de filamentos intracelulares la podemos observar manifestada
en la conocida atipa coilocitética, indicando que la infeccidn es activa.
Histopatoldgicamente, este hallazgo de atipia coilocitdtica se clasifica como
lesidn intraepitelial de bajo grado (LIEBG) o displasia coilocitica (Blaustein,
1994).

Debido a que los HPV carecen de produccion enzimatica, la reproduccion del
genoma viral depende exclusivamente de la maquinaria de sintesis del ADN
celular. Por lo tanto, los keratinocitos totalmente diferenciados son
incapaces intrinsecamente de apoyar la transcripcién de genes virales. El
HPV entonces se ve obligado a expresar sus propias proteinas que le
permitirdn crear o mantener las vias que estimulan constantemente la

proliferacidn celular.
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Durante esta fase, es imprescindible que el virus sea persistente durante un
largo periodo de tiempo, hasta que sufre un proceso de integracién dentro
del genoma celular, dando origen a una serie de acontecimientos que
conducen a la alteracion del medio regulador del ciclo celular, y a la
acumulacidon de errores genéticos que son la base de la transformacion
tumoral de la mucosa cervical. Todas estas estrategias especificas seran

detalladas mas adelante en el apartado de la carcinogénesis cervical.

En la figura N° 5 se muestra esquematicamente el ciclo vital del HPV tanto
en lesiones intraepiteliales como en cancer cervical (Goodman y Wilbur,
2003).

Normal cervix HPV infection {CIN 1) Cervical cancer (CIN 3)
Perinuclear
clearing

Infectious viral virus pal’lidﬁw (koilocytosis)

particles

New infectious

Integrated
viral DNA

Figura N° 5. Esquema del ciclo vital del HPV y el desarrollo neoplasico del cuello
uterino.

2.6 Prevalencia.

Segun sefiala Koutsky en 1997, aunque es dificil estimar la prevalencia
general de la infeccidon por HPV, los ensayos moleculares demuestran que
por lo menos el 15% de los adultos entre 18 y 28 afos de edad
sexualmente activos, tienen infeccién subclinica. La infeccidon por este virus

es entonces extremadamente comun.
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La infeccién genital por HPV es la mas comunmente diagnosticada entre

mujeres jévenes sexualmente activas (Sanchez-Aleman et al, 2002).

La prevalencia de la infeccion por HPV a nivel mundial se estima en un
rango que oscila entre el 2% y 44%. La amplia variacion podria deberse a
las diferentes caracteristicas de la poblacidn estudiada cuando se desea
conocer la incidencia-prevalencia de esta infeccidon y a la sensibilidad de los
diferentes métodos de laboratorio empleados para la deteccidn del ADN-HPV
(Bosch y de Sanjosé, 2003). A manera general, mas del 50% de las
mujeres sexualmente activas se han infectado por uno o varios genotipos
de HPV en algun momento de su vida. La mayor prevalencia de la infeccidn
por HPV se encuentra en el grupo de pacientes cuyas edades oscilan entre
los 20 y 30 afios (Kulasingam et al, 2002; Richardson et al, 2003; Cuschieri
et al, 2004).

Como se ha indicado, gran parte de los estudios demuestran que el
porcentaje de prevalencia de infeccién por HPV disminuye con la edad,
apreciandose que la prevalencia vuelve a incrementarse por encima de los
55 afios (Herrero et al, 2000).

La prevalencia media de infeccién por HPV oncogénico en mujeres de 30

anos o mas puede ser de hasta 9.2% (Bosch y de Sanjosé, 2003).

En Espafia, se estima que la prevalencia de la infeccién por HPV en la
poblacion general oscila entre el 3% y el 6%, siendo una de las mas bajas
en Europa. Este dato coincide con la baja incidencia de cancer cervical, que
es una de las menores del mundo (documento de consenso de SEGO,
2003).

El HPV16 es el tipo viral mas prevalente tanto en pacientes citoldgicamente
normales (Ho et al, 1998) como en pacientes con LIE y carcinoma invasor
(Mufioz et al, 2003). Esta prevalencia se repite a nivel mundial (Bosch y de
Sanjosé, 2003).
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La infeccion por multiples tipos de HPV varia segun las caracteristicas de la
poblacion estudiada y el tipo de lesiones cervicales, si se trata de lesiones
intraepiteliales o invasoras. En el caso de las LIE, la prevalencia de infeccion
multiple es mayor si se compara con la hallada en casos de cancer cervical
invasivo, aproximadamente 20% (Zehbe y Wilander, 1997; Ho et al, 1998;
Mufioz et al, 2003; Garcia-Cabezas et al, 2005). Esta variacion depende
precisamente de la poblacion estudiada y, sobre todo, del grado de

sensibilidad del ensayo de deteccidon del ADN viral utilizado.

Las mujeres portadoras del HIV tienen elevada prevalencia de infeccion
multiple, a su vez que elevado porcentaje de lesiones intraepiteliales

escamosas (Branca et al, 2004).

La infeccidn multiple por varios tipos de HPV se ha asociado con la
persistencia de la infeccion (Ho et al, 1998; Woodman et al, 2001), lo cual

implica un mayor riesgo de progresion de la enfermedad.

2.7 Diagnéstico.

2.7.1 Clinico.

La infeccion por papilomavirus humano se caracteriza clinicamente por
presentarse como verrugas y condilomas acuminados (lesiones exofiticas) a
nivel de los genitales externos y vagina o como condiloma plano (lesiones

planas) en el cuello uterino (Weedon, 2002).

2.7.2 Citoldgico.

Las células epiteliales cervicales anormales incluyendo los efectos
citopaticos de la infeccion por HPV pueden detectarse microscépicamente en
frotis cervicovaginales tefiidos con Papanicolaou (Meisel y Morin, 1997), los
cuales constituyen la base de los programas de pesquisa de cancer cervical
y sus lesiones precursoras. Esta es la principal fuente de deteccion de
pacientes de alto riesgo de progresidon de la enfermedad (Cuschieri y Cubie,
2005).
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El coilocito es la célula patognomoénica de la infeccién por HPV,
generalmente de tipo intermedio, aparece aislada o en grupos, con amplio
citoplasma de bordes bien definidos, poligonal, bien diferenciado, ciandfilo o
eosindfilo y a veces queratinizado, con una gran vacuola clara alrededor de
un nucleo atipico. Es frecuente la bi o multinucleacién, con grados variables
de hipercromasia nuclear que van acompanados por variacion en el tamafio
y de la forma. Ademds, la cromatina puede estar distribuida
uniformemente, verse “borrosa” o mostrarse densamente opaca. Asi
mismo, no puede reconocerse la presencia o no de nucleolos. El contorno de

la membrana nuclear es irregular.

Cuando observamos coilocitos en la citologia cervicovaginales se considera
compatible con una lesién intraepitelial escamosa de bajo grado con signos

clasicos de infeccién por HPV.

. »
s
o

Figura N° 6. Coilocitos, signo patognomodnico de la infeccidn por virus papiloma
humano (LIEBG) en la citologia cervicovaginal . Tincidon de Papanicolaou. 20 y 40X.

2.7.3 Histopatoldgico.

El patron histopatoldgico de la infeccion por HPV se caracteriza por la
presencia de un epitelio escamoso maduro, con una marcada acantosis,
hiperqueratosis, paraqueratosis e hiperplasia del estrato profundo. El
componente celular exhibe el efecto citopatico viral o atipia coilocitética, de
variable pero usual atipia nuclear leve. Las figuras mitéticas estan presentes
en el tercio basal y no son numerosas ni atipicas. El estroma presenta

variaciones en el grado de infiltracién inflamatoria (Meisels y Morin, 1997).
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Figura N© 7. Lesién del cuello uterino inducida por los papilomavirus humanos en la
gue observamos un epitelio escamoso con atipia coilocitética (LIEBG). HE. 200X.

2.7.4 Molecular.

Hasta la aparicion de las nuevas técnicas de deteccién de acidos nucléicos,
el diagnéstico de la infeccidn por HPV se ha basado en la evaluacion
morfoldgica de los efectos citopaticos causados por el virus a partir de
muestras provenientes de lesiones caracterizadas clinicamente, en la
observacién de las particulas virales a través de la microscopia electrénica y
por métodos inmunohistoquimicos. Han sido los procedimientos de
deteccién del ADN viral los que han permitido un avance en su diagnodstico
(Stoler, 2000; Molijn et al, 2005)

Los papilomavirus humanos no crecen en cultivos celulares convencionales
y los ensayos seroldgicos cuentan con exactitud limitada, por lo que la
deteccion de estos virus se realiza mediante ensayos moleculares para el
ADN-HPV. Existe una variedad de métodos moleculares para la deteccion,
tipificaciéon y cuantificacion del ADN-HPV (Dillner, 1999; Iftner y Villa,
2003).

La incorporacién de estas técnicas a los estudios epidemioldgicos ha
ofrecido la oportunidad de alcanzar un mejor entendimiento de los factores

asociados al origen del cancer de cuello uterino y de la historia natural de
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las diferentes neoplasias; y ha permitido, ademas, predecir las proporciones

de supervivencia en los casos de cancer cervical ya diagnosticados.

2.7.4.1 Métodos de deteccion del ADN-HPV.

El ADN del HPV puede detectarse tanto a partir de muestras cervicales

obtenidas por raspado como en biopsias de tejido.

Los primeros ensayos introducidos en el comercio no fueron utilizados
ampliamente por la comunidad cientifica, debido a que no detectaban todos
los genotipos oncogénicos de HPV y carecian de buena sensibilidad. Estos
primeros ensayos (ViraPap y ViraType) para HPV se comercializaron a partir
de los afios 80s, e incluian en sus protocolos la utilizacién de fésforo
radiactivo para el marcaje de las sondas. En este mismo periodo se
introduce la Hibridacién in situ (HIS) sobre tejido tumoral cervical (Hubbard,
2003).

La HIS se basa en el uso de sondas marcadas que hibridan especificamente
con el ADN-HPV intracelular. Aunque su sensibilidad es limitada, permite
localizar la infeccidon viral en la muestra y también la co-localizacion con
otros marcadores (Wick, 2000). De forma alternativa, el ADN-HPV puede
aislarse directamente de muestras clinicas y detectarse por Southern blot o
por dot blot. Sin embargo, tales métodos no son lo suficientemente
sensibles, son muy laboriosos y no se han aplicado a grandes masas de

poblaciones en programas de pesquisa.

La captura de hibridos (CH) es un método de amplificacion de la sefal
basado en la hibridaciéon del ADN-HPV diana en solucion, con sondas de ARN
marcadas (Lorincz, 1996). Los hibridos son capturados en placas con
microporos y se detectan con un anticuerpo monoclonal especifico y un
sustrato quimioluminiscente, proporcionando asi una medicion semi-
cuantitativa del ADN-HPV. Se usan dos cocktails diferentes de sondas, uno
para HPV de bajo riesgo: 6,11,42,43 y 44 y otro que contiene sondas para
13 tipos de HPV de alto riesgo: 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59 y 68.

45



Caracterizacion inmunofenotipica del cancer de cuello uterino asociado a infeccién por HPV.

Este ensayo se ha estandarizado en muchos paises y se usa ampliamente
en estudios clinicos, ademas de que ha sido aprobado por la Food and Drug
Administration (FDA) de los Estados Unidos para utilizarse en la pesquisa de
cancer de cuello uterino de rutina. Entre las limitaciones que se le adjudican
a esta prueba tenemos que distingue entre la infeccién por un tipo de HPV
de alto y bajo riesgo, pero no permite la identificacion de HPV especificos y
pueden producirse reacciones cruzadas entre ambos cocktails de sondas. En
la actualidad ya se estd probando una nueva generacion de captura de
hibridos III automatizada (Iftner y Villa, 2003).

Entre los sistemas de amplificacién de dianas, contamos con la reaccién en
cadena de la polimerasa o PCR (polymerase chain reaction), mediante la
cual se ha logrado la amplificacién selectiva de secuencias especificas de
acidos nucléicos bajo sintesis enzimatica, constituyendo una practica
sencilla para la deteccion de ADN-HPV. Permite la identificaciéon de un solo
tipo viral utilizando cebadores que se unen a secuencias especificas de este
o0 a varios tipos de HPV, mediante cebadores (primers) generales o de

consenso (Iftner y Villa, 2003)

Los cebadores de consenso o generales como MY09/11 (Manos et al, 1989),
GP5+/6+ (de Roda Husman et al, 1995), SPF10 (Kleter et al, 1998)
permiten detectar una amplia variedad de genotipos virales realizando una
sola PCR. Tales cebadores reconocen una region bien conservada de
diferentes papilomavirus humanos como la regiéon L1 del genoma viral.
También se han desarrollado cebadores para amplificar las regiones
gendmicas E1, E6 y E7 de los HPV.

Actualmente, se estdn validando el uso y la aplicacion en la rutina de
laboratorio para la genotipificacion de HPV, los cebadores de consenso
SPF10 que amplifican un pequefio fragmento (65 pares de base) de la
region L1 de los HPV. Esto le confiere una alta sensibilidad al ensayo ya que
discrimina entre un amplio espectro de alrededor de 43 tipos de HPV (Kleter
et al, 1998, 1999), tanto en biopsias de tejido como en material celular de
pacientes con lesiones premalignas y malignas del cuello uterino (van
Muyden et al, 1999; Pirog et al, 2001; van Doorn et al, 2002;
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La sensibilidad y especificidad de los procedimientos de laboratorio basados
en PCR podria mostrar un amplio rango de variacion, que depende
principalmente de los cebadores utilizados, del tamafio del amplicén o
producto obtenido, de las condiciones que rigen la reaccién, el rendimiento
de la DNA polimerasa usada en la amplificacién, el espectro de DNA-HPV
amplificado y también de la habilidad para detectar multiples tipos de HPV
(Ifner y Villa, 2003).

Para alcanzar el éxito en los ensayos moleculares, es imprescindible la
obtencién de una muestra adecuada de ADN viral a partir de material
celular. Los raspados cervicales proporcionan una cantidad limitada de
células epiteliales y si ademas estas células o algunas de ellas contienen
pocas copias virales, podrian producirse errores dependientes de la muestra
que repercuten en la sensibilidad del ensayo, sobre todo en el caso de que
la infeccidn existente se debiera a varios genotipos de HPV a la vez y que

estos estuvieran presentes en diferentes cargas virales (Molijn et al, 2005).

De igual forma, el almacenamiento y transporte de la muestra es
importante ya que se pueden obtener resultados falsos negativos causados
por degradacién promovida por endonucleasas enddgenas. Debe evaluarse
la integridad del ADN gendmico en el espécimen y su idoneidad para el
analisis molecular a través de la utilizacion de controles internos adecuados
tales como la amplificacion del gen beta-globina o cualquier otro gen que

nos indique la presencia de material gendmico adecuado.

2.7.4.2 Métodos de genotipificacion del ADN-HPV.

La deteccion de secuencias de ADN-HPV se ha logrado mediante la
metodologia antes mencionada, haciendo uso de los cebadores especificos
que identifican secuencias amplificadas del genoma viral y permiten su
genotipificacién exacta (Wick, 2000; Hubbard, 2003).

De acuerdo a los cebadores que se utilicen en la amplificaciéon por PCR, se
obtendran productos con diferentes tamafios. La eficacia de la PCR que

genera un producto pequefio es considerablemente alta en comparaciéon con
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aquella que amplifica regiones gendmicas de mayor tamano, como podemos

deducir a través de la figura N° 8, de Molijn et al, 2005.
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Figura N© 8. Cebadores o primers mas utilizados para la amplificacion por PCR de
los genes de HPV.

Ademas de la PCR especifica, existen variados métodos por medio de los
cuales podemos identificar a los HPV involucrados en las lesiones cervicales.
Uno de ellos, que se ha ido perfeccionado desde su introduccién (Gravitt et
al, 1998), es la genotipificacion de ADN-HPV mediante hibridacion reversa
en tira, evaluada y validada en varias investigaciones, incluyendo material
de biopsia y raspado cervical (Kleter et al, 1999; Melchers et al, 1999;
Quint et al, 2001; Rubin et al, 2001; Perrons et al, 2002; Perrons et al,
2005). Este método alcanza una buena eficacia para la identificacion de
prototipos de HPV que se presentan como un uUnico tipo viral o como

infeccién multiple.

Finalmente, con la intensidon de encontrar pruebas cada dia mas sensibles y
especificas pero que impliquen menos costo efectivo, mas sencillez y
prontitud en la obtencidn de los resultados, se estan validando los HPV DNA
chips o HPV-DNA microarrays para identificar los papilomavirus que afectan
al humano (An et al, 2003; Choi et al, 2005; Lin et al, 2005) .
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Estos chips consisten en fijar secuencias de oligonucleétidos de diferentes
tipos especificos de HPV sobre una membrana de celulosa, incrustada en un
cristal. Ademas, incluyen controles positivos y negativos asi como una
secuencia de un gen control (An et al, 2003; Choi et al, 2005). Tienen la
caracteristica hasta ahora de que constituyen un método sensible, rapido

sencillo y econémico (Lin et al, 2005).

2.7.4.3 Utilidad clinica del diagndstico molecular del HPV.

Los métodos moleculares empleados para la deteccién y genotipificacion del
HPV permiten identificar a las pacientes con alto riesgo de desarrollar
cancer cervical invasor, es decir a aquellas con una lesién precancerosa y
con riesgo de progresion. De igual forma, dichos métodos tienen utilidad en
la elaboracién de vacunas, estudios epidemioldgicos y de la historia natural

de la infeccidn (Cuschieri y Cubie, 2005).

Los resultados del estudio ALTS (The ALTS group, 2003) en pacientes con
ATIPIAS/LIE han encontrado que muchas de estas pacientes (sobre todo
aquellas con atipias que no descartan una LIEAG, ASC-H, sistema Bethesda
2004) tienen asociado un tipo de HPVAR y, por lo tanto, se consideran
pacientes de alto riesgo a desarrollar una lesién clinicamente significativa
(NIC 2 0 mas) entre un 30% y 40% en comparacidén con aquellas infectadas
por un HPVBR (10%-15%). Por ello, sugieren que en el protocolo de manejo
de pacientes con citologias atipicas se incluya el estudio molecular para
deteccion vy tipificacion viral, como complemento a la evaluacidn
citomorfolégica y «clinica para un mejor seguimiento clinico e

implementacion del tratamiento adecuado de acuerdo a cada caso.

La deteccion molecular del HPV proporciona un enfoque diferente para la

pesquisa de cancer cervical y el manejo de estas pacientes.
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3.- BIOMARCADORES TUMORALES EN EL CANCER CERVICAL.

3.1 Proliferacion celular en cancer cervical.

Las células normales requieren de sefales mitogénicas de crecimiento para
pasar del estado de reposo a la proliferacion activa. Por el contrario, las
células tumorales generan sus propias sefales de crecimiento,
independientemente del microambiente celular normal que las rodea. Esta
autonomia en el crecimiento le confiere a los tumores la gran capacidad
para crecer de forma descontrolada haciendo caso omiso a los mecanismos
antiproliferativos.

En el cancer de cuello uterino, la proliferacion celular se desencadena y
persiste como consecuencia de la accion de los productos de los genes de
los papilomavirus oncogénicos asociados al tumor sobre las principales vias

de regulacion de la proliferacion celular.

3.1.1 EI crecimiento celular descontrolado es caracteristico de las

neoplasias.

La proporcién de células tumorales que se encuentra en el conjunto de
proliferacion se denomina fraccién de crecimiento; en la fase inicial del
crecimiento tumoral, la inmensa mayoria de las células trasformadas
forman parte de la fraccion de crecimiento. A medida que el tumor va

creciendo, las células malignas se mudan a la fase GO/G1 (Robbins, 2000).

Por lo tanto, el crecimiento tumoral es intenso en fases iniciales o
subclinicas, para luego disminuir de manera tal que cuando se hace
clinicamente detectable, la fraccion de crecimiento puede estar bastante

reducida.

La actividad proliferativa de un tumor se mide a través de la expresion
inmunohistoquimica de diferentes antigenos, que sélo se expresan en
células que se encuentren en fase proliferativa. Entre los antigenos que se

han evaluado ampliamente en las neoplasias tenemos a Ki-67 y PCNA.
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El antigeno Ki-67 se expresa exclusivamente en el nucleo de las células que

se encuentran en fase de proliferacién (G1, S, G2 y M) del ciclo celular y no
se detecta en aquellas en fase GO, en reposo. La utilizacidon del anticuerpo
monoclonal MIB-1 contra Ki-67 es considerada un medio sencillo,
reproducible y confiable para evaluar en muestras de tejido, la fraccion de
crecimiento de las neoplasias malignas con relativa exactitud (Brown vy
Gatter, 1990).

La fraccidon de crecimiento tumoral es un factor que influye en el
comportamiento de la neoplasia, por lo que la medicidon de este parametro
proporcionaria al clinico informacion de prondstico y también sobre la
respuesta tumoral ante la instauraciéon de cualquier terapia (Suzuki et al,
2000; Liu et al, 2001).

3.1.2 Proliferacion celular en el cancer de cuello uterino.

Las determinaciones de la proliferacidon celular y las anormalidades en el
contenido nuclear de ADN se han evaluado ampliamente en lesiones
precursoras y en tumores malignos del cuello uterino asociados a la
infeccién por HPV, como un marcador adjunto de diagndstico y prondstico
(Stoler, 2003).

La evaluacién inmunohistoquimica del antigeno Ki-67/MIB-1 se utiliza para
predecir la progresiéon de las neoplasias intraepiteliales del cuello uterino
grados 1 y 2 hacia el carcinoma in situ y también, en el caso de cancer
cervical, para determinar el grado de agresividad tumoral y metastasis,
demostrando tener en este Ultimo aspecto un valor prondstico (Keating et
al, 2001b; Kruse et al, 2003).

La expresidn inmunohistoquimica de Ki-67 en el cancer cervical muestra
alteraciones cuantitativas cuando se compara con las encontradas en las
lesiones intraepiteliales, siendo inclusive inferior en la neoplasia invasiva

que en la intraepitelial (Dellas et al, 1997; Carrillo et al, 2003).

La actividad proliferativa se expande por todo el espesor del epitelio

displasico, observandose mayor intensidad a medida que la lesién aumenta
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en severidad. Por el contrario, en el epitelio cervical normal los indices
proliferativos elevados se ubican a nivel del estrato profundo y parabasal,
mientras que las capas superiores e intermedias no muestran reactividad
(Hietala et al, 1998; Kruse et al, 2001).

La evaluacién de la actividad proliferativa también ha sido medida
considerando el grado de diferenciacion tumoral. Pahuja y cols en el 2003
reportaron que el indice de crecimiento medido con Ki-67 y AgNOR fue
mayor en un numero significativo de carcinomas pobremente diferenciados
en comparacion con los carcinomas con buena o moderada diferenciacion,

siendo este hallazgo correlativo con la agresividad tumoral.

El analisis multivariable en muestras de tejido cervical también ha arrojado
buena correlacién entre la expresién de Ki-67, la infecciéon cervical por
HPVAR y otros biomarcadores relacionados con la regulacién del ciclo celular
como la proteina p16INK4a y el grado de neoplasia cervical, siendo estos
resultados elevados para todos los parametros evaluados junto con el

aumento en el grado de severidad de la lesidon cervical (Agoff et al, 2003).

En la evolucidon de la patologia del cuello uterino, Ki-67 es considerado un
marcador de proliferacidén celular que debe evaluarse en conjunto con otros
biomarcadores especificos que permitan revelar la existencia de alteraciones
en el ciclo celular de la neoplasia cervical, incluyendo el estatus de la
infeccién por HPV, con la finalidad no sélo de acertar en cuanto a prondstico
de la lesion, sino también para determinar su utilidad en la pesquisa de

cancer de cuello uterino y sus lesiones precursoras.

3.2 El ciclo celular en el cancer cervical.

La progresion normal del ciclo celular es estrictamente controlada por
diferentes grupos de proteinas altamente conservadas que garantizan el
estado de homeostasis celular.

El desarrollo de la neoplasia cervical puede verse favorecido por la
inactivacion de vias reguladoras por medio de las cuales las células de la
mucosa cervical controlan sus procesos fisioldgicos. Es muy probable que en

la carcinogénesis multifactorial del cuello uterino participen inicialmente
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oncoproteinas virales que interactuan con una gama de proteinas celulares
reguladoras, alterando finalmente el equilibrio entre las células que se
dividen y proliferan y aquellas que deben desaparecer oportunamente,
iniciando de esta forma la transformacion neoplasica.

El cancer surgira como consecuencia de la acumulacion secuencial de una

serie de mutaciones que conducen a la proliferacion celular descontrolada.

3.2.1 Proteinas reguladoras del ciclo celular normal: Ciclinas,

kinasas dependientes de ciclina e inhibidores de la actividad kinasa.

Las moléculas que regulan el ciclo celular son universales y muy bien
conservadas. Distintas proteinas ejercen el control en la entrada y la
progresién a lo largo de las fases del ciclo celular (Lodish et al, 2004;
Alberts et al, 2004).

El ciclo celular es un proceso complejo, estrictamente coordinado, que
asegura la replicacion completa y exacta del ADN antes de la divisién
celular. La interfase de una célula epitelial eucariota comprende las
siguientes fases: fase G1, fase S, fase G2 y fase de mitosis o M, con la cual

finaliza la division celular.

Las células en estado de proliferacion activa se encuentran en ciclo celular,
proceso en el que existen diferentes puntos de vigilancia para garantizar
qgue la replicacion completa ocurra sélo en células normales, sobre todo sin
dafios a nivel del ADN. El control del ciclo celular estd a cargo de un sistema
complejo de ciclinas y kinasas dependientes de ciclinas (revisado en Pines,
1995; Pines, 1999a).

La progresién a través de cada fase del ciclo celular estd regida por una
serie de pasos de fosforilacion coordinados que activan complejos
proteinicos para iniciar eventos especificos tales como la replicacién de
ADN, segregacion cromosémica y la division celular. Estos complejos
consisten en subunidades cataliticas de kinasas dependientes de ciclinas
(CDK) y una subunidad reguladora de activacion conocida como ciclina
(Pines, 1999b).
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Hay varias kinasas y ciclinas que controlan las diferentes fases del ciclo
celular. Cuando una CDK es activada por una ciclina, la célula progresa
hacia la fase que regula esta CDK en particular. Al completarse la fase, se
desactiva el complejo, finaliza esta parte y se activan otros eventos que dan

lugar a que la célula avance hacia un nuevo estado.

Asi como existe esta actividad reguladora positiva de los complejos de CDK-
ciclina, las células también cuentan con mecanismos reguladores negativos
directos que inhiben la actividad de las CDK, cuyos encargados son los
inhibidores de kinasas dependientes de ciclina o CDKI (Morgan 1995, 1997).

3.2.1.1 Ciclinas.

La familia de las ciclinas (ciclina A, B1, B2, C, D1, D2, D3, E1, E2, F, G1,
G2, H, I, K, T1 y T2) presente en todas las células, estan estructural y
funcionalmente relacionadas. Llevan esta denominacion debido a que cada
una de ellas se sintetiza en un momento determinado del ciclo celular, lo
cual estd regulado transcripcionalmente de forma que un complejo CDK-
ciclina funcional activa un factor de transcripcién que, a su vez, activa la
sintesis de la nueva ciclina. El nivel de la CDK permanece constante
(revisado en Jonson y Walter, 1999; Alberts et al, 2004).

Las ciclinas controlan el ciclo celular por sintesis y destruccién periddica. Las
ciclinas forman complejos con las kinasas dependientes de ciclinas (CDK-
ciclina) que controlan la progresion del ciclo celular mediante la activacion
de una serie de proteinas por fosforilacién. Cuando ya no se requiere el
complejo CDK-ciclina, esta ultima se degrada y los niveles de concentracién

descienden.

Las ciclinas estan agrupadas de acuerdo a la fase del ciclo celular en que
actuan: las de la fase G1 incluye a la ciclina D y E, que se encargan de
regular la transicion de la fase G1/S. La ciclinas A estd involucrada en la
fase S/G2 tardia; y en la fase M, la ciclina B. El resto de estas proteinas
estan asociadas a la transcripcién y fosforilacién de la ARN polimerasa II

(revisado en Johnson y Walter, 1999) .
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3.2.1.1.1 Ciclina D.

La ciclina D controla el avance de la fase G1 hacia la fase S del ciclo celular,
junto con las ciclinas E y A. Existe en tres formas: D1, D2 y D3,
dependiendo del linaje celular. En la células epiteliales, la formacién del
complejo CDK4-6/ciclina D1 actua al inicio de la fase G1 y una de sus
principales dianas es el producto del gen Retinoblastoma, que en su estado
hipofosforilado libera al factor de transcripcion E2F para dar inicio a la
sintesis de proteinas (entre otras a la ciclina E) requeridas para entrar a la
fase S y sintesis de ADN (Dowdy et al, 1993).

Por tanto, los niveles de expresién de la ciclina D1 estan regulados por la
pRb. Si la pRb se encuentra mutada o inactivada funcionalmente los niveles

de la ciclina D1 serdn minimos (Mdller et al, 1994; Lukas et al, 1994).

La inhibicion de los complejos CDK4-6/ciclina D1 estd a cargo por las
proteinas inhibidoras de CDK: p15, p16, p21, p27, consideradas por ello
supresoras de tumor. Las proteinas p15 y p27 inducen el detenimiento de la
fase G1 en respuesta al factor de crecimiento transformante B (TGF-B). La
proteina p16 inhibe a las CDK4 y 6 por unidn competitiva con la ciclina D1;

pl5 también se une a CDK4.

3.2.1.1.2 Ciclina E.

La ciclina E se sintetiza hacia la fase G1 tardia y es indispensable para
ingresar a la fase S. En las células normales, la expresién de ciclina E
disminuye rapidamente a medida que la célula entra a la fase S. La ciclina E
forma un complejo con la CDK2 que fosforila también a la pRb y otras
proteinas afines, liberando al factor E2F, paso esencial para la transicidon

hacia la fase de sintesis de material genético (Koff et al, 1991).

La regulacion de la expresion de la ciclina E en parte estd a cargo del TGF-
B, el cual activa al inhibidor de kinasa p27. Tanto p27 como p21 interactuan
e inhiben al complejo CDK2/ciclina E. De esta forma, pueden inducir el

detenimiento de la fase G1 avanzada, cuando es requerido.

55



Caracterizacion inmunofenotipica del cancer de cuello uterino asociado a infeccién por HPV.

3.2.1.1.3 Ciclinas A/B.

La ciclina A forma el principal complejo de la fase S con CDK2, siendo
necesario en la replicacion del ADN. Este complejo interactia con la p107 y
E2F y es inhibido por la proteina p21. Al final de la fase S, la ciclina A se
une con preferencia a la CDK1 permitiendo el avance hacia la fase G2.
Ademas, parece intervenir en la iniciacion de la mitosis, aunque la principal
ciclina en esta fase es la ciclina B (MPF), que se encarga de catalizar la sub-
unidad proteina kinasa CDC2 (CDK1) para promover la mitosis (Zerfass et
al, 1995; Inocente et al, 1999).

3.2.2. Kinasas dependientes de ciclinas (CDK).

La progresion del ciclo celular requiere de la activacion coordinada de varias
kinasas dependientes de ciclina (CDK-ciclina), algunas de las cuales son
activadas mediante la unién con su respectiva subunidad de ciclina para
funcionar durante un determinado momento del ciclo celular. Se han
identificado 9 CDK (CDK1-CDK9) que contienen aproximadamente 300
aminoacidos y muestran un 75% de homologia en sus secuencias (revisado
en Alberts et al, 2004).

Las integrantes de la familia de CDK cumplen funciones especificas una vez
activadas. El principal mecanismo de activacion ocurre con la unién a su
subunidad de ciclina reguladora y la consecuente fosforilacion a cargo de

una kinasa de activacion de CDK designada como CAK (Morgan, 1997).

Ademas de la unidén a la ciclina, también existen otros niveles de regulacién
de la actividad kinasa durante el ciclo celular, que se pueden resumir en:
e La fosforilacidon de la CDK, que regula la actividad de estas proteinas
positiva o negativamente (Arellano y Moreno, 1997).
e La via de la proteolisis mediada por la ubicuitina, que dianiza ciclinas
y CDK para su destruccion en el momento oportuno del ciclo celular.
Esta irreversibilidad de la proteolisis garantiza la direccionalidad del

ciclo celular (Pagano, 1997).
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e La accion de las proteinas inhibidoras de kinasas dependientes de
ciclinas (Cho et al, 2002).

3.2.3 Inhibidores de las kinasas dependientes de ciclinas (CDKI).
Las proteinas inhibidoras de CDK-ciclinas modulan la actividad del ciclo
celular. Las CDKI estan divididos en 2 grupos (revisado en Sherr, 2000):

1. INK4 que inhiben los complejos CDK-ciclinas en las que estan
involucradas las CDK4, CDK6 vy la ciclina D1 expresadas en la mitad
de la fase G1; dentro de este grupo se incluyen la p15INK4b,
p16INK4a, p18INK4c y pl19INK4d. Su principal funcion en el ciclo
celular es prevenir la formacién del complejo CDK4-6 con las ciclinas
tipo D.

2. WAF1/KIP/CIP1 que incluye a las proteinas p21WAF1/CIP1/SDI1,
p27KIP1 y p57KIP2. La p21 es considerada el “inhibidor universal” ya
que interactla con varios complejos de CDK/ciclina a través del ciclo

celular.

Los niveles de expresion de los CDKI estan influenciados por la induccion
del producto de genes supresores de tumor (p53) o por la degradaciéon de
proteinas (Alberts et al, 2004). La expresién de estos CDKI tiene en algunos

tumores un significado prondstico.

3.2.3.1 p16INK4a.

La p16INK4a es una fosfoproteina, producto del gen supresor de tumor
CDKN2 que, al igual que otras proteinas, se encarga deregular la progresion
del ciclo celular al actuar como un inhibidor de kinasas dependientes de
ciclinas. Estas ultimas tienen como funcion principal regular la actividad
supresora de la pRb sobre el factor de transcripcion E2F que estimula la
expresion de genes requeridos en la fase S del ciclo celular (Serrano et al,
1993; Serrano, 1997).

Existe, entonces, una relacién inversa entre la expresion de pl6 y la
presencia de pRb normal. La p16 se detecta cuando la pRb estd mutada,

delecionada o inactivada y, se reduce o estd ausente en células que
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contienen pRb con actividad normal. Ademas, la acumulacion intracelular
significativamente elevada de la p16 ocurre como respuesta a los también
niveles elevados de E2F libre, en ausencia de una pRb funcional (Kleif et al,
1996).

3.2.3.2 p21WAF1/CIP1/SDI1.

La p21WAF1 fue el primer CDKI identificado y es de naturaleza
multifuncional. Tiene la propiedad de interactuar principalmente con la
CDK2, aunque podria unirse también a otras CDK dependientes de ciclinas
(Xiong et al, 1993).

La p21 es la principal diana transcripcional de la proteina supresora de
tumor p53 en presencia de un dafio en el ADN celular. En esta situacion, es
considerada un determinante critico del detenimiento de la fase G1 que se
produce en respuesta a dicho dafio, con la finalidad de que este sea
reparado. La paralizacion de la fase G1 inducida por p21 ocurre mediante
dos vias: por inhibicién de los complejos CDK/ciclina y por la inhibicion de la
sintesis de ADN al unirse al factor PCNA (el-Deiry et al, 1994).

La proteina p21 interactla directamente con PCNA (antigeno nuclear de
proliferacidn celular). Este factor prolonga la accién de la ADN polimerasa y
es un componente de la maquinaria de reparacién de ADN. Asi, este CDKI
logra bloquear la funcién que cumple PCNA en la replicacion de ADN celular
(Li et al, 1994).

Ademas, p2l1 es capaz de inhibir al factor de transcripcion E2F
independientemente de la pRb vy, por tanto, la pérdida de la p21 representa
también la pérdida de la inhibicién de la proliferacién celular (Jones et al,
1997).

Finalmente, la p21 tiene la capacidad de responder a otras sefales
independientes de las emitidas por la p53. Michieli et al, 1994, demostraron
que la via de la p21 puede inducirse en respuesta a mitdégenos como los
factores de crecimiento fibroblastico o epidérmico en células con p53

deficiente y en células normales. Esta proteina, ademas, ha sido implicada
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en la diferenciaciéon terminal y en el estado de reposo celular (Pines, 1994;
Coffman y Studzinski, 1999; Aliouat-Denis et al, 2005).

3.2.3.3 p27KIP1.

La proteina p27KIP1 actla inhibiendo a los complejos de proteinas kinasas
dependientes de ciclina CDK2/4, considerada por ello una proteina
supresora de tumor debido a su caracter de regulador negativo de la fase
G1. La actividad de p27 se ve seriamente afectada en las células tumorales
lo cual representa un mal prondstico para el paciente con cancer
(Toyoshima y Hunten, 1994).

La p27 es una proteina multifuncional que interviene en una serie de
eventos celulares de regulacién entre los que se podrian mencionar
(revisado en Sgambato et al, 2000):

e Es un regulador negativo del ciclo celular, al unirse al complejo
CKD2/ciclina E.

e Regula la diferenciacién celular ya que induce el estado de
quinescencia celular o de reposo, por blogueo y cese de la divisidon
mitética.

e Tiene un efecto pro-apoptoético, que surge como un mecanismo
homeostatico en respuesta a la proliferacion celular excesiva y

descontrolada.

La regulacion de la p27 ocurre mediante varios mecanismos (revisado en
Slingerland y Pagano, 2000):

e Disminuye su expresion cuando la célula recibe senales mitogénicas.
La tendencia en esta situacion es la degradaciéon rapida de la p27 por
la via de la ubicuitina-proteosoma.

e Cuando hay sefiales mitogénicas, se incrementa la actividad kinasa
del complejo CDK2/ciclina E, el cual es capaz de fosforilar la p27 y
que su degradacion sea mas intensa.

e Es posible que la actividad supresora de p27 se vea bloqueada por la
interaccion directa con oncoproteinas virales como la E7 de los

papilomavirus oncogénicos.
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e La sobrexpresion de protoncogenes como ras inducen la degradacién
de la p27 por la via ubicuitina-proteosoma y la sobrexpresién de c-
myc impide la formacion del complejo p27-CDK2/ciclina E.

e Cuando la célula ha completado su diferenciacidon, la p27 se
incrementa con la finalidad de detener la division celular al recibir
sefiales intercelulares o también puede sobrexpresarse como
mecanismo homeostatico en aquellas neoplasias con proliferacion
celular descontrolada.

e Esta proteina es sintetizada en respuesta a la inhibicién de contacto o
por el factor de crecimiento tumoral (TGF-B) segun Polyak et al,
1994.

La p27KIP1 es un inhibidor del ciclo celular que se incrementa
fundamentalmente en respuesta a estimulos antimitogénicos. Esta proteina
actua en las fases GO e inicio de G1 del ciclo celular para inhibir a las CDKs
de esta fase, siendo su principal objetivo el complejo CDK2-ciclina E para

suprimir la proliferacion celular (Slingerland y Pagano, 2000).

En general, los niveles y actividad de la p27 son constantes durante todo el
ciclo celular. La pérdida excesiva de p27 se eleva en tumores humanos

agresivos y podria conferirles una ventaja de crecimiento.

Finalmente, la carencia de la fidelidad del progreso controlado del control
del ciclo celular crea definitivamente una situacion de inestabilidad genética,
lo cual parece ser un factor contribuyente al desarrollo de las células
malignas. Por tanto, el céncer es considerado una enfermedad que se
caracteriza por una regulacion anormal del crecimiento y proliferacién

celular (Galloway y McDougall, 1996; Hanahan y Weiber, 2000).

3.2.4 Productos de los genes supresores de tumor.

La progresion del ciclo celular en forma armédnica puede verse afectada por
uno o varios factores que actuando en forma aislada o en conjunto llevan a
la disregulacion del mismo. En la transicidn de la fase G1/S es donde se

producen las alteraciones con consecuencias mas graves. A este nivel, se
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pueden inactivar proteinas transcendentales, ya sea por mutacion genética
o por inactivacion funcional, entre las cuales tenemos los productos de los

genes supresores de tumor TP53 y RB (revisado en Alberts et al, 2004).

El papel de los genes supresores de tumor en el desarrollo de las neoplasias
malignas humanas ha sido motivo de innumerables estudios; mas aun en
aquellos donde se involucra la accion viral en el proceso de carcinogénesis,
como es el caso del cancer de cuello uterino donde la infeccién por HPV de
alto riesgo oncogénico es factor protagdnico, pues sus oncogenes E6 y E7
inactivan funcionalmente los productos de estos genes supresores de
tumor, p53 y pRb respectivamente, alterando de tal forma los mecanismos
de control celular que se permite el crecimiento y mantenimiento de la

enfermedad maligna cervical (zur Hausen, 2000; Salcedo et al, 2002).

3.2.4.1 La proteina supresora de tumor pRb.

Las sefales antiproliferativas podrian bloquear el crecimiento celular
mediante diferentes mecanismos y muchas de ellas son canalizadas por el

producto del gen retinoblastoma, la proteina pRb.

La proteina Rb es una fosfoproteina nuclear que interviene en el control de
la divisidén y diferenciacidon celular. Su funcion principal es la regulacion de
los factores de transcripcion E2F. Esta proteina pRb presenta en su porcion
central una hendidura que le permite secuestrar al factor E2F, que
transcribe genes cuyos productos son requeridos para la progresion del ciclo
celular y conducir la maquinaria de replicacién del material genético
(revisado en Alberts et al, 2004).

La actividad de la pRb, cuya concentracién a diferencia de las ciclinas
permanece fija a lo largo del ciclo celular, es regulada en base a su estado
de fosforilacion. Asi tenemos que la pRb se encuentra en dos estados de

fosforilacidon: hipofosforilada e hiperfosforilada.

La pRb se encuentra en su forma activa cuando estd hipofosforilada. De

esta forma secuestra al factor de transcripcién E2F, actuando como un freno
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del ciclo celular a nivel de la fase G1 tardia. Por otro lado, si la célula recibe
una sefal para dividirse, el complejo CDK4-6/ciclina D1 fosforila a la pRb, la
cual pasa a su forma inactiva (hiperfosforilada), liberando a E2F que se
encargara de transcribir genes cuyos productos son necesarios para iniciar a

la fase S.

Muchos tipos de céncer humano se caracterizan por mostrar mutaciones o
deleciones en el gen Retinoblastoma, lo que permite que la células avancen

despreocupadamente hacia la fase S (Robbins, 2000).

La deteccién inmunohistoquimica de la pRb en tejido normal se hace mas
fuerte a medida que las células adquieren mayor madurez y diferenciacion,
para luego disminuir o presentar reacciones no detectables (Salcedo et al,
2002).

3.2.4.2 La proteina supresora de tumor p53.

El producto del gen supresor de tumor TP53, la proteina p53 que es una
fosfoproteina nuclear cuya principal funcién es controlar la progresion del
ciclo celular mediante la vigilancia de la integridad del genoma. La
concentracidon de la p53 normal o tipo “silvestre” en células normales es
baja pero su nivel puede sufrir un rapido incremento cuando se detecta
algun tipo de dafio que afecta al ADN celular y por tanto a la integridad del

genoma (revisado en Sidransky y Hollstein, 1996).

El gen TP53 es la diana mas frecuente de las alteraciones genéticas en el
cancer humano. Cerca del 50% de los tumores malignos humanos

contienen mutaciones en este gen (Robbins, 2000).

La p53 cumple diversas funciones como punto de control del ciclo celular a
nivel de la fase G1/S y luego en la fase G2/M; por tanto, su actividad es
critica como supresor de tumor. Esta proteina supresora de tumor es
miembro principal de la maquinaria del proceso de muerte celular

programada o apoptosis (Sidransky y Hollstein, 1996).
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La primera via de accién de la p53 es la supresidn del crecimiento de células
genéticamente dafadas con elevado potencial neoplasico a cargo de la p53
normal. Ocurre mediante dos mecanismos a saber: a) impide la
proliferacion de células con material genético defectuoso, al actuar como
factor de transcripcion en las fases G1/S y posteriormente en G2/M (el-
Deiry et al, 1994; Innocente et al, 1999); b) estimula el detenimiento del
ciclo celular mediante la induccién del inhibidor del complejo CDK/ciclina, la
proteina p21WAF1 (el-Deiry et al, 1994).

La segunda via de accion de la p53 ocurre si el dafio en el ADN es
irreparable promoviendo la salida del ciclo celular cuando activa a otros
genes que, a su vez, se encargan de poner en marcha la maquinaria que
dard como resultado el fendmeno de muerte celular programada o
apoptosis, eliminando a la célula alterada de la poblacion general de forma
permanente (revisado en Haupt et al, 2003). Este aspecto sera tratado con

detalle mas adelante.

La actividad del producto del gen supresor de tumor TP53 estd regulada
fundamentalmente por el producto del gen MDM-2, el cual forma un

complejo con la p53 y bloquea su funcién (Momand et al, 1992).

MDM-2 es una proteina ubicuitina ligasa E3 cuya funcién es ejercer control
sobre la p53, inhibiendo la actividad transcripcional de esta proteina
supresora de tumor, favoreciendo su salida del ndcleo y estimulando su
degradacion por la via de la ubicuitina-proteosoma (Haupt et al, 1997;
Chene, 2003).

La union del CDKI p19ARF para formar complejo con MDM-2 afecta su
actividad ubicuitina ligasa, permitiendo asi la estabilizacion de p53
fosforilada (Honda y Yasuda, 1999). Ademas, la p53 ejerce un autocontrol
induciendo la expresién de MDM-2 minutos después de que esta proteina

supresora de tumor ha sido inducida (Haupt et al, 1997).

La combinacién del estudio de la inmunoexpresion de las proteinas

supresoras de tumor p53 y pRb con el estudio de otros biomarcadores que
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reflejen el proceso de carcinogénesis como por ejemplo: otras proteinas
reguladoras del ciclo celular o particularmente, la infeccion de la mucosa
cervical con papilomavirus humano, constituye en la actualidad el objetivo
de diversas investigaciones con la finalidad de comprender mejor dicho
proceso, aclarar incognitas y aportar métodos que permitan predecir la
capacidad de progresidon de las lesiones implicadas y, en otros casos, su

prondstico.

3.2.5 Virus papiloma humano y el ciclo celular del cancer de cuello

uterino.

Debido a que el genoma los papilomavirus no codifica enzimas que le
permitan replicarse de forma independiente, estos virus si que expresan
genes cuyos productos (E5, E6 y E7) tienen como dianas los principales
puntos de vigilancia del ciclo celular, constituidos por una serie de proteinas
reguladoras a las que bloguean funcionalmente, alterando asi la maquinaria
celular para su propio beneficio, tanto a nivel de las fases G1/S asi como
G2/M (zur-Hausen, 2000).

Las células malignas muestran tipicamente anormalidades en los
mecanismos que regulan la proliferacion, diferenciacion y supervivencia
(Hanahan y Weinberg, 2000; Malumbres et al, 2002). El papilomavirus
humano oncogénico estimula la progresion celular descontrolada evadiendo
los sistemas reguladores celulares e induciendo la replicacién de ADN
celular anormal con acumulacién de anormalidades genéticas (revisado en:
Galloway y McDougall, 1996; Southern y Herrington, 2000; Clarke y Chetty,
2001; Cho et al, 2002).

El virus papiloma humano (HPV) es considerado el carcindégeno inicial y
directo causante de la transformacion neopldsica de la superficie epitelial
del cuello uterino. Los HPV de alto riesgo oncogénico modulan la funcién de
una variedad de proteinas celulares involucradas en el control del ciclo

celular y la replicacién del genoma celular (Clarke y Chetty, 2001).
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Durante el proceso de la carcinogénesis cervical, los puntos de control mas
importantes a nivel de la fase G1 inicial son bloqueados funcionalmente por
las oncoproteinas virales E6 y E7, hecho que conduce, con el tiempo, a la
acumulacidon de anormalidades genéticas y a una eventual transformacion

maligna (Galloway y McDougall, 1996).

3.2.5.1 HPV y proteinas supresoras de tumor.

Las oncoproteinas virales E6 y E7 tienen la habilidad de controlar el ciclo
celular mediante la inactivacién funcional de las proteinas supresoras de

tumor p53 y pRb, respectivamente (Southern y Herrington, 2000).

La oncoproteina viral E6 tiene como diana principal la proteina supresora
de tumor p53 (zur-Hausen, 2000). La inactivacién y degradacion por
ubicuitinizacién de p53 mediada por E6-HPVAR, traeria como consecuencia
la superacion de los sistemas reguladores impuestos en G1 y G2 con la
progresién del ciclo celular de forma descontrolada con ADN dafiado; el
bloqueo de la muerte celular programada; el impedimento de la actividad
transcripcional del inhibidor de kinasa dependiente de ciclina (p21WAF1) por
parte de este supresor de tumor; vy, finalmente, la induccion de
anormalidades cromosdémicas numeéricas; todo ello en sincronizacidon con la
inactivacién de la pRb/E7 (Hickman et al, 1994; Hickman et al, 1997;
Giannoudis y Herrington, 2000).

Es posible también, aunque en un pequeio porcentaje de carcinomas
cervicales, que el gen TP53 esté mutado y este evento parece no estar
relacionado con la presencia o ausencia de la infeccién por HPV (Tommasino
et al, 2003).

La expresién inmunohistoquimica de p53 en el tejido cervical neoplasico
depende de si este gen esta mutado, si el producto estd presente en su
forma “silvestre” o si ha sido degrado por induccién E6 de papilomavirus.
Encontramos, entonces, heterogeneidad en la expresién de esta proteina,
con ausencia de expresidén, niveles muy bajos o por el contrario, con

sobrexpresion inmunohistoquimica en comparacion con el tejido cervical
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normal (Helland et al, 1993; Benjamin et al, 1996; Hunt et al, 1996; Avall-
Lundqvist et al, 1997; Troncote et al, 1998; Tsuda et al, 2003; Horner et al,
2004).

La falta de control del ciclo celular por parte de la p53 también afecta dichas
actividades en las fases G2/M, provocando anormalidades cromosdmicas
numeéricas y estructurales lo que indica su importancia en el mantenimiento

de la integridad gendmica (Thomas y Laimins, 1998).

Dellas y cols (1997) analizaron el patrén de expresién de p53 y su proteina
reguladora MDM-2 en la neoplasia cervical y detectaron sobrexpresion de

ambas proteinas.

La acumulacién de p53 y la expresion de MDM-2 son mas altas en
carcinomas que en lesiones precancerosas del cuello uterino, existiendo
ademas una correlacidn inversa entre la proliferacion tumoral incrementada

y la expresion de MDM-2 en carcinomas invasores.

Es posible que se encuentren diferentes fenotipos tumorales que
demuestran la frecuente expresién aberrante de MDM-2 en la neoplasia
cervical. Por ejemplo, en el caso de estar asociado un HPVAR, la lesion
cervical mostrara inmunoreactividad negativa para p53 al igual que para
MDM-2. Si se trata de inestabilidad genética, la expresion de p53 serd
importante pero con negatividad para la proteina MDM-2. Si existen
mutaciones en el gen TP53 o amplificaciones del gen MDM-2 encontraremos

otros fenotipos de expresién inversa (Dellas et al, 1997).

Skomedal y cols (1999) refieren que MDM-2 inclusive podria proteger a la
proteina p53 de la degradacién inducida por HPV, con lo cual es posible que

la expresion de p53 en lesiones cervicales asociadas a HPV esté aumentada.
Lo anterior permite, entonces, deducir que es posible encontrar variaciones

en la inmunoreactividad de MDM-2 y p53 en tejido cervical neoplasico,

constituyendo un reflejo directo de la variedad de mecanismos bioldgicos de
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carcinogénesis y progresion tumoral originados a partir de diferentes

factores etiopatogénicos.

Es posible que MDM-2 también interactie con la proteina supresora de
tumor pRb, con lo cual, ademas de inhibir la funcién supresora de p53,
también tiene efecto sobre la pRb, favoreciendo mas aun el desarrollo vy

crecimiento neoplasico (Xiao et al, 1995).

MDM-2 es una proteina ubicuitina ligasa E3 cuya funcién es ejercer control
sobre la p53, inhibiendo la actividad transcripcional de esta proteina
supresora de tumor, favoreciendo su salida del ndcleo y estimulando su
degradacion por la via de la ubicuitina-proteosoma (Haupt et al, 1997;
Chene, 2003).

La union de p19ARF a MDM-2 afecta su actividad ubicuitina ligasa,
permitiendo asi la estabilizacién de p53 fosforilada (Honda y Yasuda, 1999).
Ademas, la p53 ejerce un autocontrol induciendo la expresion de MDM-2

minutos después de que esta proteina supresora de tumor ha sido inducida.

La pRb puede estar expresada en células del cancer humano y en el tejido
normal, incluyendo el cuello uterino. La unién y degradacién de pRb por E7-
HPVAR es esencial para mantener la proliferacién de las células cervicales
malignas, con lo cual la pRb estd mas disminuida en las lesiones cervicales

invasivas que en la intraepiteliales (Salcedo et al, 2002).

Sin embargo, Amortegui et al en 1995 reportan que la tincion de la pRb es
mas frecuentemente encontrada en LIE y en carcinomas cervicales
comparada con el tejido cervical normal o con atipia reactiva, alcanzando

valores tan elevados como el 93%.

La expresion de la oncoproteina E7 conduce a la suspensidon de varias
sefales reguladoras de crecimiento negativas, incluyendo el detenimiento
de la fase G1 mediado por la proteina p53, la inhibicién del crecimiento
mediado por el factor anti-cremiento TGF-B y la entrada al estado de reposo

(GO) de los keratinocitos suprabasales (Jones et al, 1997).
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Ademas de la inactivacién de la funcion de la pRb, E7-HPVAR es capaz de
interactuar y provocar la interrupcién de los complejos de CDK/ciclinas a

nivel de las fases G1 y S del ciclo celular (Galloway y McDougall, 1996).

3.2.5.2 HPV y ciclinas, kinasas dependientes de ciclinas e

inhibidores de Ila actividad kinasa.

Otras vias reguladoras afectadas por la intervencién de las oncoproteinas
E6/E7 independientes de la via de la pRb, incluye a los miembros de los
complejos kinasas dependientes de ciclinas (fundamentalmente a las
ciclinas de la fase G1) y a los inhibidores de estos complejos: p16, p21 y
p27 (Cho et al, 2002).

La sobrexpresion de la ciclina D1 es una de las alteraciones mas
comunmente observadas en los tumores malignos humanos (Fu et al,
2004). Esta proteina muestra caracteristicas de un oncogene humano. La
ciclina D1 forma asociaciones fisicas con muchos factores de transcripcion
asi como con receptores nucleares: por ejemplo los estrogénicos, lo cual

favorece la proliferacion celular (Gladden y Diehl, 2005).

Los niveles de expresidon inmunohistoquimica de la ciclina D1 en lesiones
cervicales pueden estar significativamente bajos en carcinomas vy
adenocarcinomas con ADN-HPVAR positivo y considerados de mal
prondstico con posibilidades de recidiva (Cho et al, 1997; Bae et al, 2001;
Cheung et al, 2001), aunque Nichols et al en 1996 reportaron elevados
niveles de ARNm de ciclina D1 en cancer cervical que no se asociaron a

niveles semejantes de la proteina.
Tampoco se ha encontrado relacién entre la expresién de la ciclina D1 y
parametros clinicohistopatolégicos como, por ejemplo, el tipo histolégico de

cancer cervical y la edad de la paciente (Skomedal et al, 1999).

La ciclina D1 y la proteina E7-HPVAR poseen una regién de unién a la pRb

similar, con lo cual la expresion de la ciclina D1 (innecesaria) puede verse
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disminuida debido a dicha unién y al mantenimiento de factor E2F libre, con

la constante proliferacion celular (Kim y Zhao, 2005).

Los niveles de ciclina E (inducida por la liberacion de E2F y requeida para
la transicién de la fase G1 a la S) y la CDK2 asociada se encuentran
incrementados en las células cervicales premalignas y malignas con
expresion de E7-HPVAR, ya que tienen un papel fundamental en la
replicaciéon del ADN (Duronio et al, 1996).

La expresion de la ciclina E muestra un patrén anormal cuando se trata de
células tumorales. Los niveles de ciclina E tienden a disminuir a medida que
la célula normal avanza en el ciclo y se intensifica la reducciéon cuando entra
en fase S. En trabajos realizados por Cho et al, 1997 y Kim et al, 2000, el
indice de expresion de la ciclina E se encontré incrementado con

significancia estadistica en casos positivos para HPV.

En lineas celulares derivadas de carcinomas y tumores humanos (cervicales,
mamarios y prostaticos) el patron de expresion tiende a ser anormal,
debido a que al pasar hacia la fase S e inclusive en la fase G2, estas células
incrementan la expresion progresiva de la ciclina E, relacionandose este

hecho con un mal prondstico (Erlandsson et al, 2003).

Los mecanismos puestos en accién por parte de las oncoproteinas de los
HPV oncogénicos podrian contribuir en la expresién aberrante de la ciclina E
en las lesiones cervicales. La liberacion del factor E2F por accién de E7
sobre pRb conseguiria provocar el incremento de los niveles de la ciclina E y
de la actividad proliferativa, en combinacién con la acciéon blogueante de
E7/p21 (Cho et al, 2002).

Las lesiones cervicales escamosas y glandulares asociadas a HPVAR
muestran una expresion incrementada de la ciclina E en comparacion con el
epitelio cervical normal. En este ultimo, la deteccién de esta ciclina es muy
leve correlacionada con la disminucidon de p21, p27 y con el incremento de
E2F (Cho et al, 1997; Dellas et al, 1998).
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La oncoproteina E7 de los HPVAR tiene la capacidad de bloquear la actividad
inhibidora de p21(WAF1) sobre la CDK asi como la replicacion del ADN
dependiente del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA), a través
de la inhibicién directa de la p21 cuando se une a ella por medio de la

terminacion carboxilo de la p21 (Funk et al, 1997; Jones et al, 1997).

En el cancer cervical podemos encontrar niveles de expresion
inmunohistoquimica de la p21 disminuidos o bien podria estar
sobrexpresada. Skomedal et al, 1999b encontraron niveles elevados de p21
en lesiones cervicales, que se intensificaban a medida que la lesién
avanzaba en severidad, coincidiendo con los hallazgos de Lie et al, 1999 y
Bae et al, 2001.

Por el contrario, Kim et al, 1998, Huang et al, 2001 y Lu y cols en el 2005,
encontraron que la p21 estaba disminuida en los casos de carcinoma
invasor incluidos en sus respectivos estudios, al compararlos con el tejido

cervical normal.

Del estado en que se encuentre la p21 en las células malignas dependera su
deteccion inmunohistoquimica. Asi tenemos que esta proteina podria estar
mutada (aunque es un hecho raro entre los carcinomas cervicales), o
blogueda por la oncoproteina E7-HPVAR o que sus dianas estén
sobrexpresadas y que sea insuficiente para contrarestar la accién de esta
Gltima (Bae et al, 2001).

La oncoproteina E6 y también la E7 utilizan la via ubicuitina-proteosoma
para “marcar” a sus proteinas dianas p53 y pRb, respectivamente,
inactivarlas y provocar su degradacion rapida. De igual forma ocurre con la
p21 que eleva sus niveles en respuesta a las senales de p53 aunque esté
bloqueada, y es entonces degradada rapidamente mediante dicha via
(Scheffner y Whitaker, 2003).

En cuanto a la proteina inhibidora de CDK dependiente de ciclina p27CIP1,

segun Polyak et al 1994, podria ser secuestrada e invalidada para actuar
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sobre el complejo CDK2/ciclina E en aquellas células con excesiva

proliferacion.

Es posible también que la p27 sea inactivada funcionalmente cuando se
unen a ella oncoproteinas virales tales como E7 del HPV16. La habilidad de
E7-HPV16 para esquivar ciertas formas que detienen la fase GO/G1 esta
mediada en parte por la union fisica de esta oncoproteina viral a la p27 y la
posterior inactivacion de este inhibidor de la actividad kinasa (Zerfass-
Thome et al, 1996).

Kim y cols en el 2000, realizaron una investigacion para evaluar la
expresion de p27 y la ciclina E sobre biopsias cervicales que incluyeron 45
carcinomas cervicales invasivos y 23 NIC, ademas de un grupo control
(n=22) y reportaron que el indice de expresion de p27 fue
significativamente mas bajo (15.2%) en pacientes con infeccion por HPV
gue en aquellas pacientes sin infeccion. A medida que avanza el grado de la
lesidn, los niveles de p27 disminuyen: 65% en tejido normal, 32% NIC y
24,8% en carcinoma cervical, con lo cual concluyen que la p27 podria verse
desregulada en cuanto a expresidén en fases iniciales de la carcinogénesis

cervical que precede al desarrollo tumoral invasivo.

Segun Troncone et al, 1999, el céncer cervical podria mostrar reduccion de
la expresion de p27 independientemente de la actividad proliferativa y estos
cambios en la expresidén podrian estar relacionados a la cinética no regulada

en la carcinogénesis cervical.

Shiozawa et al, 2001, demuestran que la p27 cumple la funcién de unirse a
CDK2, especificamente en tejidos provenientes de carcinomas invasores
cervicales e, inclusive, la ciclina E también se encontraba formando parte
del mismo complejo conservando su capacidad fosforilativa. Es posible que
la funcion de p27 sea insuficiente y su degradacion sea inducida por

fosforilacidon a cargo del complejo CDK2/ciclina E.
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Finalmente, Sgambato et al en 2000 concluyen que la p27 tiende a
disminuir en presencia de un dafio oxidativo en el ADN de las células
malignas de la mucosa cervical y su expresién es menor a medida que el
tumor es mas indiferenciado. El stress oxidativo puede ocurrir por
exposicion a oxidantes ambientales o durante el proceso metabdlico
enddgeno. El dafio genotdxico ocasionado por stress oxidativo ha sido

sugerido como un factor de riesgo para cancer.

Actualmente se evalla con intensidad e interés la expresion celular de la
proteina reguladora p16(INK4a) mediante técnicas
inmunohistocitoquimicas para determinar su valor como marcador de
diagndstico y prondstico en las lesiones neoplasicas del cuello uterino, tanto
en muestras de tejido como en citologias cervicovaginales compatibles con
neoplasia intraepitelial cervical y carcinoma epidermoide, asi como casos de
adenocarcinoma endocervical y precursores asociadas a infeccion por HPV
(von Knebel Doeberitz, 2001).

Los resultados de muchas investigaciones han permitido concluir que la
inmunodeteccién de la p16 podria ser un marcador sensible y especifico de
lesiones cervicales clinicamente significativas asociadas a infeccidn por
HPVAR (Sano et al, 1998 a,b; Keating et al, 2001; Klaes et al, 2001; Bibbo
et al, 2002; Schorge et al, 2004; Tringler et al, 2004; Trunk et al, 2004).

La proteina p16 es inactivada por varios mecanismos genéticos incluyendo
mutaciones puntuales, deleciones homocigéticas e hipermetilaciéon del
promotor de p16. Estos eventos epigenéticos son raros en la neoplasia
cervical (Kim et al, 1998).

Las bases moleculares de la expresion de pl6 aun no estan claras
totalmente. Es posible que una mutacion genética le confiere una vida
media mas larga o la interaccion de la oncoproteina E7 con la pRb provoca
un incremento de pl16 al detectar niveles elevados de E2F (Giarre et al,
2001).
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Todo lo anteriormente expuesto permite deducir que la transformacion
neoplasica de las células infectadas por los papilomavirus humanos
oncogénicos requiere de la accién de estos virus durante cierto tiempo, lo
cual permitiria la interferencia viral en la accidon de las proteinas claves
encargadas de la regulacion del ciclo celular y eventos significativos como
la apoptosis, estimulando a receptores para distintos factores de
crecimiento y activando la telomerasa (detallada mas adelante) responsable

de la inmortalizacion celular.

A continuacién, en la figura N° 9, se muestra en forma esquematica y
resumida la interrelacion entre las oncoproteinas virales E6/E7 con los
sistemas reguladores del ciclo celular que conllevan al desarrollo de la

neoplasia cervical invasora.

El ciclo celular en el cancer de cuello uterino asociado a HPV oncogénico.

p53

/ mes  CDK4 pm\
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@ pRb  E2F
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CDK1/ciclina B Inhibicién
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P Fosforilacion
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MDM-2 E6 )
E6 Oncoproteinas

E7 HPV oncogénico
Tomado y modificado de Clarke y Chetty, 2001.

Figura N° 9. El ciclo celular en el cancer de cuello uterino asociado a infeccién por
HPV oncogénico.
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3.3 Marcadores de la apoptosis en el cancer cervical.

La muerte celular programada o apoptosis es un evento natural que ocurre para
mantener el equilibrio entre las células que se producen y las que mueren. Por
tanto, esta involucrado en la regulaciéon y mantenimiento de la poblacién celular del
tejido en condiciones fisiolégicas y patoldgicas. También ocurre en respuesta a una
injuria irreparable sobre el material genético.

Los defectos en la magquinaria apoptdtica, incluyendo sus miembros sensores-
efectores y su interrelacion, podrian conllevar al surgimiento del cancer,
enfermedades autoinmunes, difusion y persistencia de infecciones virales y
desordenes neurovegetativos.

Las células malignas gozan de excesiva supervivencia e inmortalizacion, lo que
permite al tumor crecer, promover su progresion y finalmente producir metastasis.
En el cancer cervical, los papilomavirus humanos oncogénicos tienen la habilidad de
interferir en las sefiales apoptdticas e incluso interrelacionarse con las proteinas
apoptoticas para desequilibrar el proceso e impedir que las células mueran

contribuyendo al avance de la condicion neoplasica del tejido cervical.

3.3.1 Muerte celular programada: apoptosis.

La apoptosis o muerte celular programada es un evento fundamental tanto
en las poblaciones celulares normales como en las neoplasicas. La apoptosis
contribuye en el mantenimiento de la homeostasis y proliferacion celular
apropiada, al eliminar las células que han envejecido o que estan en exceso,
aquellas que poseen un potencial de transformacién neoplasica debido a la
existencia de material genético dafiado y las células que estan infectadas
(Kerr et al, 1994).

La apoptosis se caracteriza morfolégicamente por el rompimiento de la
membrana plasmatica; por la condensacién y fragmentacion de la célula y
su nucleo; vy, finalmente, por la formacién de cuerpos apoptéticos (Robbins,
2000).

Un complejo balance entre la proliferacién celular y la apoptosis mantiene la
renovacion celular normal. Los eventos genéticos conducen a un incremento
en la proliferacién y a una reduccién de la apoptosis, que podria resultar

entonces en el desarrollo de neoplasia.
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La muerte celular ocurre cuando la célula recibe sefiales bien del medio
extrinseco o desde su interior. Varias sefiales podrian disparar el inicio de la
apoptosis y en general se presenta como parte de la regulacién del ciclo
celular (Haupt et al, 2003).

La apoptosis es un componente esencial en la respuesta celular al dafio que
sufra, como por ejemplo cuando se ve afectada por virus, los cuales
desarrollan distintos mecanismos para la modulacién de la apoptosis de la
célula huésped. Los productos de los oncogenes virales podrian interferir
tanto en los mecanismos efectores de la apoptosis como en los reguladores
(Thomson, 2001).

La habilidad de las células tumorales para expandirse depende de las
células anormales que se generan y de las células que a su vez mueran.
Entre las alteraciones esenciales del cancer, que en conjunto dictaminan el
desarrollo tumoral, se presenta el hecho de un crecimiento celular excesivo,
descontrolado y las alteraciones en el circuito de sefalizacién que conlleva

la apoptosis (Hanahan y Weinberg, 2000).

La resistencia celular a la apoptosis puede adquirirse a través de una
variedad de estrategias. La mas comun ocurre con la pérdida funcional
(visto en aproximadamente el 50% de los canceres humanos) del producto
del gen supresor de tumor, la p53, considerado el principal regulador

proapoptético (Hanahan y Weinberg, 2000).

El gen TP53 estd involucrado en la regulacion del crecimiento celular. La
proteina p53 podria inducir la apoptosis en algunas células y podria reducir
simultdneamente las funciones de algunos miembros antiapoptéticos de la
familia de genes Bc/-2 (Reed, 1994; Sidransky y Hollstein, 1996; Haupt et
al, 2003)

La p53 podria inducir la apoptosis por cualquier mecanismo. Pero, a su vez,

este proceso podria bloquearse por medio de la elevacion de cualquier

proteina antiapoptotica, especialmente la proteina Bcl-2 (Waga et al, 1994).
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La maquinaria apoptdtica estd conformada por miembros sensores
(receptores de membrana, la proteina p53 y los miembros de la familia Bcl-

2) y efectores: las caspasas (Fadeel et al, 1999; Borner, 2003).

Los miembros de la familia Bc/-2 tienen como funcidén principal mantener la
integridad mitocondrial y controlar la liberacion de las proteinas
mitocondriales hacia el citosol (Reed, 1994; Borner, 2003). Este grupo
abarca las proteinas que poseen una secuencia similar en 4 dominios
llamados dominios de homologia (BH) de Bcl-2 y estd subdividido en dos
grupos de genes que codifican las proteinas antiapoptéticas Bcl-2, Bcl-xI,

A1/BFL1 y MCL1 y las proteinas proapoptéticas Bax, Bak y Bok.

La proteina Bax puede formar homodimeros y también heterodimeros in
vivo con otros miembros de la familia Bc/-2. La sobrexpresion de Bax
implica la aceleracion de la muerte celular programada ya que esta es
necesaria para la liberacién del citocromo ¢ mitocondrial (Oltvai et al, 1993;
Redd, 1994).

La proteina Bcl-2 ha surgido como un regulador critico de la muerte celular
programada en una variedad de contextos fisioldgicos y patoldgicos, ya que
actua inhibiendo la apoptosis. Segun Redd (1997) la proteina Bcl-2 posee
una doble identidad, en el sentido de que puede ser una proteina formadora
de canal en conjunto con Bax, que permite el flujo de iones como Ca*? y
proteinas como el citocromo ¢, a través de membranas intracelulares

(mitocondrial, del reticulo endoplasmico y de la envoltura nuclear).

Por otra parte, Bcl-2 es una proteina adaptadora y esto le permite
interactuar con varias proteinas celulares (proteina kinasa Raf-1, CED-4 y la
proteina de union a p53: p53-EP, entre otras) con la consecuente
inactivacion funcional. La union especifica de Bcl-2 a la proteina p53-EP
explicaria como la sobrexpresion de Bcl-2 podria interferir en el traslado de

p53 desde el citosol al nucleo.
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3.3.2 Apoptosis en el cancer de cuello uterino.

El cancer humano no sélo podria surgir por activacién de oncogenes que
promuevan y mantengan el crecimiento celular descontrolado como por
ejemplo, la expresion del gen anti-apoptoético Bc/-2 (Ryan et al, 1994), sino
también por inactivacion de genes que normalmente suprimen la
proliferacién en situaciones de estrés celular, como el gen supresor de
tumor e inductor de la apoptosis, p53 (Kerr et al, 1994). La carcinogénesis,
entonces, dependerda no sélo de la habilidad para escapar al control del

crecimiento sino también de la habilidad para prevenir la apoptosis.

La apoptosis ocurre espontaneamente en los tumores malignos. Se han
reportado resultados contradictorios en relacion al significado del papel de
los eventos reguladores de la apoptosis de p53/Bcl-2 en la carcinogénesis
cervical (Pillai et al, 1999).

Considerando que la infeccion por HPV es el principal factor de riesgo para
el desarrollo de la neoplasia cervical, muchas investigaciones han evaluado
el impacto de esta infeccion viral en los eventos involucrados en la
regulacion del ciclo celular, como la apoptosis, para obtener un mejor

entendimiento de la carcinogénesis cervical asociada a HPV oncogénico.

Los papilomavirus humanos oncogénicos podrian modular el proceso de
apoptosis y de las proteinas reguladoras apoptéticas por medio de la
interaccion directa de la oncoproteina viral E6-HPVAR con la p53,
prolongando la expresién de Bcl-2 y reduciendo la elevacion de Bax. Pero,
ademas, E6 interactla con otras proteinas involucradas en la apoptosis
como Bak, el receptor del factor de necrosis tumoral, Fas y FasL vy
proteinas reparadoras del ADN como MGMT (Li et al, 2005).

El mecanismo apoptotico es defectuoso en el proceso de transformacion
maligna del epitelio cervical y se ve reflejado en la evaluacidon
inmunohistoquimica de la proteina Bax asi como de otras proteinas
proapoptéticas como las caspasas y Bak, las cuales se encuentran

disminuidas en casos de carcinoma epidermoide comparados con lesiones
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intraepiteliales de alto grado, segun muestran los resultados de Cheung et
al, 2002.

En varios tumores humanos, como los de origen mamario, colorectal,
ovarico y en linfomas, se ha observado una asociacion inversa entre los
niveles de expresion de p53 y Bcl-2. Sin embargo, en el caso del cancer de
cuello uterino se reportan hallazgos controversiales al comparar la
inmunodeteccién de estos biomarcadores. Se ha observado expresion
incrementada tanto de p53 como de Bcl-2 (Tjalma et al, 2001; Giarnieri et
al, 2001), pero también se han obtenido resultados opuestos en la

expresion elevada de p53 y Bcl-2 disminuida (Bitiren et al, 2003).

Saegusa y cols en 1995 informan que obtuvieron una inmunoreactividad
positiva (mas del 10% de citoplasmas tefiidos) de Bcl-2 en el 20% de los
carcinomas epidermoides estudiados. Por el contrario, en los casos de
neoplasia intraepitelial cervical, este parametro alcanzo el 46% en NIC1/2 y
el 75% en las NIC3, mientras que el tejido normal mostré un 58% de
reactividad. Estos resultados les permitieron concluir que la alteracién de las
funciones de Bcl-2 puede ocurrir inicialmente en la carcinogénesis cervical

para luego disminuir en la neoplasia invasora.

La inmunoreactividad elevada de Bcl-2 se ha observado en mas del 60% de
las neoplasias intraepiteliales cervicales de alto grado (Saegusa et al,
1995; Brychtova et al,2000) vy también puede verse esta positividad,
aunque con menor intensidad, en células malignas bajo condiciones de p53
inactiva (Liang et al, 1995). Esta caracteristica le confiere a dichas células
una ventaja selectiva para la supervivencia y, a su vez, favorece el proceso
de transformacion maligna asociado a la presencia de HPVAR. Por ello,
podria atribuirse a Bcl-2 un caracter de marcador de evolucion o progresion
(Kurvinen et al, 1996; Ter Harmsel et al, 1996; Li et al, 2005).

Ademads, también podria ser considerado un marcador molecular para
predecir el prondstico de la enfermedad, por lo que es de gran utilidad
clinica (Uehara et al, 1995; Giarnieri et al,2000; Ozalp et al, 2002). En un

estudio realizado por Aletra et al, 2000, en carcinomas epidermoides de
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diferentes grados de maduracién resultd que la proteina Bcl-2 se expresd
mas frecuentemente en los carcinomas bien diferenciados que en los

pobremente diferenciados.

En lesiones cervicales in situ e invasoras de origen glandular también se
observa expresidon elevada de Bcl-2, como lo demuestran los estudios
realizados por Dimitrakakis et al, 2000 y Ali-Fehmi et al, 2004.

Kokawa y cols en 1999, evaluaron la expresidon conjunta de Bcl-2 y de Bax
tanto en carcinomas epidermoides como adenocarcinomas endocervicales y
concluyen que la expresion elevada de Bax con una disminucion de Bcl-2 en
adenocarcinoma endocervical se correlaciona con recurrencia y mal
pronostico, pues la renovacién celular se incrementa. En los carcinomas
epidermoides ocurre lo contrario: el desarrollo tumoral es mas lento ya que
los valores de inmunoexpresién de estos biomarcadores de apoptosis son

menos acentuados que en los tumores cervicales de origen glandular.

En resumen, el patréon de expresion de Bcl-2 en lesiones del cuello uterino
es variable. Aunque en la literatura predomina el hecho de que las
neoplasias intraepiteliales escamosas muestran una positividad para Bcl-2
gue se va incrementando a medida que la lesién aumenta en severidad,
tanto aquellas de origen glandular como escamoso, para los casos de cancer
cervical la variabilidad de patrones de expresién es mas acentuada. Por
esto, se precisan mas estudios para aclarar su utilidad clinica en cuanto a
marcador de evolucién y de prondstico. En la figura N° 10, se ilustra
esquematicamente un resumen de la modulacion de las proteinas

apoptéticas por la oncoproteina EGHPVAR.
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Nucleo

p53

Figura N© 10. Modulacién de la apoptosis por la oncoproteina E6 de los
papilomavirus oncogénicos. Tomado y modificado de Li et al, 2005.

80



Revision bibliografica

3.4 Degradacion de proteinas en el cancer cervical. Sistema
ubicuitina-proteosoma.

Todos los eventos de mdaxima importancia para la supervivencia y homeostasis
celular son regulados, en parte, por el mantenimiento apropiado de los niveles de
las proteinas intracelulares involucradas, las cuales son continuamente degradadas
y remplazadas. La célula cuenta con una maquinaria proteolitica de alta
selectividad, estrictamente regulad.; Mientras que la sintesis de nuevas proteinas
es un proceso lento, la degradacion de estas por medio del sistema ubicuitina-
proteosoma no lisosomal es, por el contrario, muy rapida.

La oncogénesis cervical inducida por los papilomavirus humanos de alto riesgo esta
medida por la alteracion de la protelisis a través de la via ubicuitina-proteosoma,
utilizada por las oncoproteinas virales E6 y E7 fundamentalmente para “marcar” los
productos de los genes supresores de tumor p53 y pRb respectivamente, con la
Unica finalidad de que sean degradas en forma rapida, dejando a la célula
desprovista de sus principales puntos de control antiproliferativos, reparadores del

dafio gendmico e inductores de la apoptosis.

3.4.1 Proteolisis por la via ubicutitina-proteosoma.

La remocion rapida de enzimas y proteinas reguladoras de accién limitada
es esencial para el control del crecimiento y el metabolismo celular. Una via
rapida de degradacion de proteinas intracelulares se inicia con la adicién de
multiples mondmeros de ubicuitina, seguida del reconocimiento vy
degradacion de la proteina-sustrato especifica por parte de la organela

proteosoma 26S (Pagano, 1997).

La proteolisis no lisosdmica mediada por la via ubicuitina-proteosoma
incluye a una variedad de proteinas celulares generalmente de vida media
corta, dentro de las cuales se incluyen, entre otras, las ciclinas (D1y E), los
inhibidores de kinasa dependientes de ciclinas (especificamente la
p27KIP1), los productos de los genes supresores de tumor (p53 y pRb), los
factores de transcripcién (E2F) y receptores de membrana. También son
degradadas por esta via aquellas proteinas mutadas que podrian afectar la
homeostasis celular (Rolfe et al, 1997; Scheffner, 1998).
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Aparte de la degradacién de proteinas, la ubicuitina es considerada un
mecanismo que interviene en los procesos de sefializacion celular tanto
fisioldgicos como patoldgicos, implicados en muchas funciones celulares no
proteoliticas como la transcripcion de genes, reparacién del ADN vy trafico
intracelular. Este mecanismo de sefializaciéon funciona de la misma manera

que la fosforilacidn proteinica (Haglund y Dikic, 2005).

Las proteinas que deben degradarse (sustrato) son ubicuitinizadas durante
una reacciéon dependiente de ATP. A tales proteinas se van anadiendo varias
moléculas de ubicuitina (enzima polipeptidica de 76 aminoacidos) en
cadena, unidas covalentemente a la proteina-sustrato; el sustrato
poliubicuitinizado o “marcado” de esta forma es reconocido por el complejo
multiproteinico proteosoma 26S de forma cilindrica, que cataliza la ruptura
de las proteinas-sustrato hasta conseguir pequefios péptidos de 6 a 12
aminoacidos (Hochstrasser, 1995; Mitch y Goldberg, 1996).

El proceso secuencial de ubicuitinizacién es multienzimatico. Se inicia con la
activacidon de la molécula de ubicuitina en su terminacién carboxilo cuando
se anade la enzima E1. La ubicuitina-E1, a su vez, es transferida a una o
varias enzimas de conjugacién a la ubicuitina llamadas E2. Finalmente, el
grupo carboxilo de la ubicuitina se acopla al grupo amino de la proteina-
sustrato, por las ligasas de ubicuitina E3. De esta forma, se van afiadiendo
moléculas de ubicuitina formando una cadena y esta modificacion del

sustrato sirve para su reconocimiento y degradacién.

El miembro del sistema ubicuitina E3 se considera el mas importante en el
paso del reconocimiento de la proteina especifica destinada a la
degradacion, debido a que es el que se une directamente al sustrato. Esta
selectividad se debe a que las células contienen una variedad de E2 y E3
gue son especificas para diferentes tipos de proteinas (revisado en Mitch y
Goldberg, 1996).

De estas enzimas ligasas E3 celulares se ha logrado clonar la E6-AP, que
fue descubierta en el curso de la caracterizacién del mecanismo por el cual

la oncoproteina E6 de los papilomavirus humanos relacionados con el cancer
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cervical desactivar a la proteina supresora de tumor p53; de alli su

designacidon E6-associated protein (Scheffner et al, 1993; Scheffner, 1998).

La figura N° 11 muestra en forma esquematica el proceso de

ubicuitinizacidon y degradacidn proteosémica de las proteinas.

3.4.2 Activacion del sistema proteolitico ubicuitina-protesoma por
los papilomavirus oncogénicos durante la carcinogénesis del cuello

uterino.

Muchos tumores humanos mantienen activado el sistema proteolitico
ubicuitina-proteosoma, con la consecuente degradaciéon rapida de
numerosas proteinas que conllevan al caracteristico descontrol en la

proliferacidn celular de las neoplasias (Pagano, 1997).

En el proceso de carcinogénesis del cuello uterino, la integracion del
genoma de ciertos HPV oncogénicos, como los tipos HPV 16 y 18, al
genoma de la célula que lo hospeda, permite la expresién continua pero sin

control de los oncogenes virales E6 y E7 (zur Hausen, 2000).

Debido a que los virus son incapaces de replicarse por si solos, se ven
obligados a interactuar con proteinas celulares especificas que les permiten
reprogramar a las células hospedero de acuerdo a sus necesidades y para

su propio beneficio.

Entre dichas interacciones, existe la union covalente de oncoproteinas
virales a la ubicuitina y a otras proteinas relacionadas a esta, para modificar
e inducir la degradacion de las proteinas celulares que les convenga.
Algunas oncoproteinas inclusive son blanco del sistema ubicuitina-
protesoma y aprovechan esta situacién para unirse directamente a las
proteinas celulares especificas, atrayendo el efecto de este sistema hacia las
propias proteinas celulares, y doblegando a la célula para su beneficio. El

mejor ejemplo es el HPV (revisado en Scheffner y Whitaker, 2003).
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Los HPVAR 16 y 18 utilizan el sistema proteolitico celular ubicuitina-
protesoma para dianizar a los productos supresores de tumor, p53 y pRb,
provocando la degradaciéon rapida de estas proteinas reguladoras. Esta
habilidad viral se la proporcionan sus dos principales oncoproteinas, E6 y
E7.

Para la propagacion del HPV y la continua expresion de sus principales
oncoproteinas, es necesario que la célula infectada sea conducida
irreversiblemente hacia la fase de sintesis del ciclo celular. Para ello, se
forma el complejo E7-HPVAR-pRb que deja libre al factor de transcripcién
E2F activo y sin restricciones. Esta interaccién conduce a la degradacion de
la pRb mediada por la ubicuitina-proteosoma (Boyer et al, 1996; Gonzalez
et al, 2001).

La oncoproteina E7-HPVAR recluta a la enzima ligasa-ubicuitina E3 para
dianizar la pRb que, de esta forma, queda ubicuitinizada para posterior

degradacion ejecutada por el protesoma 26S.

Es posible también que E7 sirva como adaptador directo entre la pRb vy el
proteosoma 26S, de modo que la pRb es degradada mas rapidamente sin
previa ubicuitinizacién (Berezutskaya y Bagchi, 1997). Por tanto, la pRb
puede verse inactivada y conducida a degradacion rapida en aquellas

células del epitelio cervical infectadas por HPVAR.

En cuanto a la accién especifica de la oncoproteina E6 sobre la proteina
p53, es una interaccion funcionalmente equivalente a la inactivacion de p53
por mutacion, lo cual indica que el complejo E6-HPVAR-p53 representa uno
de los eventos mas importantes de la carcinogénesis cervical, dada la
interrupcidon de los puntos de control e inhibicion de la apoptosis (Sheffner,
1998).

La oncoproteina E6 tanto de los papilomavirus de alto riesgo como de bajo
riesgo oncogénico revelan gran afinidad por la p53, pero sélo los primeros
conllevan a la degradacién rapida de esta proteina supresora de tumor
(Huibregtse et al, 1995; Traidej et al, 2000).
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La oncoproteina E6 atrae a la enzima ligasa E6-AP para que le permita
unirse a la p53, de forma que sea ubicuitinizada; asi la p53
poliubicuitinizada es reconocida y degradada por el proteosoma 26S
(Scheffner, 1998). Por tanto, la expresion inmunohistoquimica de p53 en
células neoplasicas cervicales podria ser nula, si a esto se suma la accion

reguladora de la proteina MDM-2.

La degradacién de la p53 inducida por E6-E6AP es un logro significativo de
los HPVAR para alcanzar la transformaciéon maligna de las células epiteliales
del cuello uterino, en conjunto con la inactivacién y degradacion de la

proteina Rb.

La expresion inmunohistoquimica del epitope ubicuitina ha sido poco
estudiada a nivel de tejido cervical neoplasico. Sin embargo, ha tenido
mayor aplicacion en la evaluacion de enfermedades neurodegenerativas

como el Alzheimer y Parkinson.

Si consideramos la accion proteolitica de las oncoproteinas E6 y E7 de los
papilomavirus humanos oncogénicos sobre las proteinas supresoras de
tumor p53 y pRb utilizando la via de degradacion ubicuitina-proteosoma, es
deducible que la ubicuitina altamente conservada tanto en el ndcleo como
en el citosol, se encontrara inmunohistoquimicamente sobrexpresada en
aquellas lesiones neopldsicas del cuello uterino asociadas a infeccion por

HPV oncogénico.

85



Caracterizaciéon inmunofenotipica del cancer de cuello uterino asociado a infeccion por HPV.

Proteolisis via ubicuitina-proteosoma
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Figura N°© 11. Esquema de la degradacién de proteinas mediante la via de la
ubicuitina-proteosoma. Fuente: MITCH WE, GOLDBERG AL. 1996.

DEGRADACION DE LAS PROTEINAS SUPRESORAS
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Figura N© 12. Degradacion proteolitica de la p53 y pRb inducida por los HPV
oncogénicos.
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3.5 Sistemas de adhesion celular en el cancer cervical.

Las células de los tejidos normales se reconocen entre si y se adhieren
especificamente, hecho de gran importancia en multiples procesos biolégicos tanto
fisiolégicos como patoldgicos.

La habilidad de las células malignas para crecer descrontroladamente, migrar,
invadir tejidos adyacentes y producir metastasis se asocia con frecuencia a una
débil o ausente adhesion intercelular y de células-matriz extracelular. La falta o
ausencia de expresion de las moléculas de adhesion celular en las células tumorales
es caracteristica y ocurre en relacion a la pérdida de diferenciacion tumoral lo cual

le confiere un elevado potencial de invasion.

3.5.1 Moléculas de adhesioén celular.

Las células homotipicas poseen la capacidad de reconocerse y relacionarse
selectivamente entre si durante la histogénesis. Esta forma de adhesion
celular estd mediada por diferentes tipos de moléculas con denominacion
comun de moléculas de adhesiéon celular o CAMs, cell adhesion molecules
(Geneser, 2000).

Las CAMs estan involucradas en numerosos procesos bioldgicos de vital
importancia como la embriogénesis, la reparacién tisular, la diferenciacién,

el crecimiento, la comunicacién y la movilizacion celular.

Las moléculas de adhesion cumplen dos funciones principales: la primera y
principal es que se unen a ligandos especificos ubicados en otras células o
en la matriz extracelular, facilitando las interacciones celulares y la
migracién de ellas por los diferentes tejidos; en segundo lugar, traducen

sefiales reguladoras luego de la interaccion con sus ligandos.

Dentro de la familia CAMs se encuentran los siguientes miembros:
selectinas, integrinas, superfamilia de las inmunoglobulinas, proteinas de la
matriz extracelular, CD44 y cadherinas. En esta revision se enfocaran

principalmente la cadherina E y la CD44.

Las cadherinas constituyen los principales componentes de la Zzona
adherens y de los desmosomas. Son glicoproteinas transmembrana,

monoméricas, que median la interconeccion celular entre células del mismo
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tipo, en presencia de iones de Ca*", lo que permitiendo que el tejido al que
pertenecen conserve su arquitectura y morfologia, induciendo Ila
diferenciacion epitelial y suprimiendo la motilidad celular (revisado en
Ivanov et al, 2001).

Dependiendo de las células que las poseen, se conocen bien por lo menos
tres tipos de cadherinas: epitelial (E), placentaria (P) y neuronal (N). Estas
moléculas de adhesién conservan un dominio extracelular, uno
transmembrana aislado y otro citoplasmatico altamente conservado. A este
ultimo se une la catenina (alfa, beta o0 gamma) que a su vez unird a las
cadherinas con el citoesqueleto. De esta forma se mantiene el fenotipo

normal de las células epiteliales.

Las cateninas son proteinas que unen a las caderinas a los filamentos de
actina del citoesqueleto y son esenciales para la adhesion mediada por las

caderinas (Geneser, 2001).

Cuando las zonas de unidén intercelular mediadas por la cadherina E estan
afectadas, se producen como resultado cambios en el fenotipo celular,
incremento en la motilidad celular e incremento en la invasion celular (Chen
et al, 1997; de Boer et al, 1999).

Otro miembro de las CAMs son las moléculas CD44 (cluster differentiation
44), glicoproteinas ampliamente distribuidas a nivel transmembrana. Estan
compuestas por 20 exones de los cuales 10 exones varian entre el exon 5
(vl) y el exon 15 (v10), constituyendo una familia heterogénea de
isoformas de CD44 (Tdlg et al, 1993).

La forma mas pequena de CD44 es la CD44s (standard) que no contiene
ninguno de los exones variables. Esta proteina se ha implicado en diferentes
funciones celulares, tales como migracion, proliferacion, adhesion célula-

célula y célula-matriz extracelular.

Las CAMs muestran una fuerte expresion en los tejidos epiteliales normales

sin excepcion. En los tejidos neoplasicos, por el contrario, se ha observado
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tendencia a la reduccién o pérdida de la inmunoreactividad tanto en el caso
de la cadherina E como en CD44 e isoformas, lo cual sugiere que los
sistemas de adhesién celular alterados son una caracteristica de las células
con transformacion maligna y de tumores con caracteristicas
histopatoldgicas agresivas, lo que contribuye en la liberacién de las células
malignas del tumor primario e invasién (Shiozaki et al, 1996; Hirohashi,
1998).

La distribucion anormal, tanto de la cadherina E como de las CD44, es
frecuentemente observada (es posible que esté ausente en las zonas de
adhesién). De igual forma, podemos encontrar expresidn disminuida en
tumores indiferenciados "“agresivos”, con alto potencial de invasividad
(Ivanov et al, 2001).

3.5.2 Adhesion celular y cancer cervical.

Las células con potencial maligno poseen reducciéon en el contacto con las
células vecinas y esta caracteristica se refleja en la pérdida de la
arquitectura que dard origen a la destruccién de la estructura histoldgica

propia del crecimiento neoplasico (Hanahan y Weinberg, 2000).

Los tumores de tipo difuso estan constituidos precisamente por multiples
células disociadas, que han perdido la polaridad y que se han infiltrado en el
estroma subyacente de forma dispersa. Dichos tumores poseen gran
potencial de invasion y metastasis. Por lo tanto, es ldgico incluir en este
fenomeno la pérdida del contacto intercelular dentro de los multiples pasos

de la carcinogénesis.

La pérdida o alteracién en la adherencia celular también es vista en el
cancer cervical de origen escamoso y glandular y sus respectivas lesiones
precursoras: las lesiones intraepiteliales escamosas y la neoplasia
intraepitelial glandular (Vessey et al, 1995; Darai et al, 2000; Baleiro-
Rodrigues y Lopes, 2004; Heatley, 2004; van de Putte et al, 2004).

La expresiéon alterada de la cadherina E en cancer de cuello uterino podria
ser uno de los factores responsables del proceso de invasién y metastasis
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de estas neoplasias (Honda, 1992). La pérdida selectiva de la cadherina E
podria generar desdiferenciacion e invasividad de las células malignas
cervicales, lo cual sugiere que esta actia como un supresor de invasion vy,
por lo tanto, considerarse un parametro util de malignidad y marcador de
menos diferenciacion celular (Sun et al, 2000; Wu et al, 2000).

En las lesiones premalignas del cuello uterino (NIC/LIE), a medida que el
grado de la lesion aumenta, la inmunotincién para la cadherina E se hace
menos intensa, llegando a estar ausente en las lesiones intraepiteliales de
alto grado (LIEAG) o carcinoma in situ. Segun los hallazgos de Jeffers et al,
1997, y de Boer et al, 1999, en las LIEBG se observa una disminucién leve
de la expresidon de la cadherina E. A manera general, el patron de expresion
de la cadherina E en estas lesiones es semejante al del epitelio escamoso
normal. En cambio, en las LIEAG, encontraron una fuerte disminucién de la
cadherina E e inclusive hubo casos con pérdida total de expresion de
cadherina E en las capas basales, que luego es restaurada en las capas
suprabasales. Esta ultima observacion también fue vista por Felix et al,
2002.

La localizacidon de la cadherina E es un parametro importante de determinar
ya que podria estar relacionada con el grado de anormalidad de la lesién
cervical, de forma que puede verse expresada a nivel citoplasmatico, en

lugar de su localizacion membranosa habitual, segin Vessey y cols en 1995.

La cadherina E se expresa en los carcinomas escamosos maduros y bien
diferenciados del cuello uterino (Wu et al, 2000) al igual que en los
carcinomas de células pequefias (Zarka et al, 2003). Los resultados de
Jeffers et al, 1997 mostraron una expresion difusa de cadherina E en la

mayoria de los casos de carcinoma invasivo cervical.

En los carcinomas cervicales mas indiferenciados, la reaccidn
inmunohistoquimica para la cadherina E estd mas reducida o simplemente
puede ser ausente (Inoue et al, 1992; Sun et al, 2000; Wu et al, 2000;
Carico et al, 2001).
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En aquellos carcinomas de cuello uterino con positividad para ADN-HPV de
alto riesgo se observa expresidn reducida o ausente de la cadherina E,
segun Daniel y cols en 1999, implicando quizas a la integracién de este

virus al genoma celular en dicha alteracion.

En resumen, durante el desarrollo de las lesiones cervicales ocurren
alteraciones esenciales en la expresion de las CAMs, ya sean de caracter
cualitativo (localizacién citoplasmatica o membranosa) o alteraciones
cuantitativas (cambios en la expresién) segin Shimabukuro et al, 1997,

Baleiro-Rodrigues y Lopes, 2004 y Rodriguez-Sastre et al, 2005.
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3.6 Actividad telomerasa en cancer cervical.

La estabilidad de la longitud del telémero, en las células humanas germinales y
también en las células altamente proliferativas, se requiere para la supervivencia
ilimitada y para el fenotipo inmortal de las células derivadas del cancer.

Esta caracteristica se logra a través de la expresion de la enzima telomerasa
transcriptasa reversa (telomerase reverse transcriptase, TERT), la cual sintetiza
repetidamente secuencias por transcripcion reversa de un patréon de ARN, que se

van afadiendo al telédmero y a su vez, alargando la vida celular.

3.6.1 La telomerasa en la inmortalizacion de las células

tumorales.

Entre las habilidades adquiridas por las células tumorales estd el gran
potencial que muestran para replicarse de forma ilimitada, potencial que les
permite convertirse en un clon celular inmortalizado (Hanahan y Weinberg,
2000).

A medida que las células normales cumplen con su ciclo de vida y se van
dividiendo, los extremos finales de los cromosomas o teldmeros van
sufriendo un progresivo acortamiento, marcando asi cada mitosis. Este
acortamiento se debe en parte a que la ADN polimerasa va perdiendo la
capacidad de completar la replicacién de la porcion de ADN de 3’ de los
cromosomas durante la fase S (Counter et al, 1998). Como consecuencia de
este acortamiento, los cromosomas de las células viejas tienden a
fusionarse a nivel de sus telémeros y entonces causan desarreglos en el

cariotipo que conllevan a la muerte de las células afectadas.

La telomerasa es una enzima especializada del tipo transcriptasa reversa
que se encarga de conservar la integridad del teldmero. Sintetiza
secuencias repetidas de ADN al final de los extremos cromosdémicos o
teldmeros, a expensas de un componente ARN que contiene un dominio
complementario a la secuencia de ADN telomérico (Greider, 1996; Bryan y
Cech, 1999), ver figura N° 13.
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La telomerasa es un complejo de ribonucleoproteina constituida por dos
subunidades: una subunidad patron de ARN o hTR (human telomerase
RNA) que posee una secuencia de nucleétidos que es complementaria al
ADN telomérico; y la otra subunidad hTERT (human telomerase reverse
transcriptase) segmento proteinico catalitico y fundamental para mantener
y estabilizar el teldmero (revisado en Harley, 2002). Aunque ambas
subunidades proteicas pueden expresarse tanto en células normales como
en células neoplasicas, la subunidad hTERT se expresa selectivamente en un
pequefio grupo de células normales (stem cells) y también en lineas

celulares derivadas tumor.

Fig N© 13. Funcion de la telomerasa como enzima transcriptasa reversa.

La ausencia de la actividad de telomerasa en la mayoria de las células
somaticas humanas provoca un progresivo acortamiento de los telémeros
con cada division celular. Por el contrario las células malignas e
inmortalizadas contienen niveles detectables de actividad de la telomerasa
gue mantienen la longitud de sus teldmeros y un gran potencial proliferativo
(Shay y Bacchetti, 1997).

El fragmento hTERT de la telomerasa esta expresado en células somaticas
normales, en muchos tumores primarios y en lineas celulares derivadas de
tumor (placenta, higado, prdstata, entre otras) pero ademads en esta
expresada en una proporcién significativa de lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo y alto grado y se va incrementando a medida que dichas
lesiones muestran mayor anormalidad histopatoldgica, alcanzando niveles
muy altos en la neoplasia invasora de origen escamosa y glandular, segun
lo mencionan Yashima et al, 1998; Yokohama et al, 1998; Jarboe et al,
2002; Wang et al, 2004.
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Existen casos de cancer cervical con niveles elevados de actividad
telomerasa en los cuales se ha detectado la presencia de ADN-HPV 16 y 18
(Anderson et al, 1997) asi como en LIE de AG con infeccidon asociada por un
HPVAR (Yashima et al, 1998).

Un elevado porcentaje de todo tipo de células malignas muestran
reactivacion de la actividad de la ribonucleoproteina telomerasa (Shay y
Bacchetti, 1997; Bryan y Cech, 1999). Este hecho permite que las células

malignas se multipliquen de forma ilimitada.

3.6.2 Actividad de la telomerasa en el cancer cervical.

Actualmente, se han llevado a cabo multiples estudios para evaluar a la
telomerasa como un posible marcador de neoplasia intraepitelial cervical,
con gran utilidad como un adjunto al diagndstico citolégico para evaluar a
aquellas pacientes con anormalidades en células epiteliales del cuello
uterino (Jarboe et al, 2002; Reesink-Peters et al, 2003; Bravaccini et al,
2005; Pinto-Tang et al, 2005).

La proteina E6 de los papilomavirus humanos oncogénicos induce la
actividad telomerasa en las células neoplasicas cervicales (Stoppler et al,
1997; Veldman et al, 2003), predominantemente por medio del estimulo de
la transcripcion del gen hTERT (Gewin y Galloway, 2001; Oh et al, 2001). La
oncoproteina E6 requiere de la cooperatividad de la E7 para llevar a cabo la
inmortalizacién de los keratinocitos humanos infectados (Mantovani y
Banks, 2001; Veldman et al, 2001).

El mecanismo por medio del cual E6-HPVAR induce la activacidon de la
telomerasa en las células con inestabilidad genémica parece involucrar al
gen myc. La formacién del complejo E6-myc provoca la expresion del gen
hTERT, mediante la activacion del promotor de este gen (Veldman et al,
2001; Fehrmann y Laimins, 2003).

La actividad de la oncoproteina E6-HPVAR es relevante en el proceso de

inmortalizacién celular y sugiere que otros genes celulares (myc) podrian
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ser regulados por esta proteina viral, a favor del mantenimiento de la

progresién celular e inmortalizacién (Veldman et al, 2003).
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3.7 Otros biomarcadores tumorales en el cancer cervical.

3.7.1 Antigeno Carcinoembrionario (CEA).

El Antigeno Carcinoembridnico (CEA) comprende una familia de
glicoproteinas totalmente caracterizadas, agrupadas en el cromosoma
19q13.2. Fue descubierto en 1965 en extractos de carcinoma de colon,
considerandose desde entonces un marcador tumoral de cancer colorectal y

otros canceres humanos (revisado en Hammarstrom, 1999).

El CEA se ubica en la membrana celular, mostrando un patrén de expresion
complejo en tejido normal y canceroso; sin embargo, esta claro que es un

excelente marcador de diferenciacién epitelial.

Algunos afios después de su descubrimiento, se encontré que el CEA podia
medirse en el suero de pacientes con carcinoma colorectal y otros
carcinomas como el cancer de cuello uterino (Molina et al, 2003; Molina et
al, 2005).

De igual forma, se ha medido en lineas celulares creadas a partir de
carcinomas cervicales, mostrando elevados niveles de CEA (Isaka et al,
2004)

Ademas, se ha evaluado ampliamente en lesiones benignas, premalignas y
malignas del cuello uterino tanto de origen escamoso y glandular, mediante
técnicas inmunohistoquimicas; en principio, para comparar su expresion en
tejido cervical neoplasico y no neopldsico (Speers et al, 1983; Bamford et
al, 1983) encontrandose mas frecuentemente expresado en lesiones

neoplasicas invasoras que en tejido benigno.

Luego, se ha evaluado en lesiones cervicales variadas, observandose
consistentemente fuerte expresion de CEA en carcinomas cervicales
gueratinizantes y no queratinizantes (van Nagell et al, 1982), en lesiones
genitales asociadas a infeccion por HPV (Tolino et al, 1990) y en
adenocarcinoma invasivo en asociacion con expresion moderada o alta de
Ki-67 (Cina et al, 1997).
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También, ha tenido interés para evaluar el prondstico de la enfermedad
cervical de acuerdo a la localizacién de la expresidén del CEA en la lesién

neoplasica (Toki y Yajima, 1991).

Actualmente, se ha visto que la expresion de CEA muestra utilidad junto a
otros marcadores inmunohistoquimicos para identificar el sitio de origen del
tumor primario en mujeres con tumores pélvicos ginecolégicos (Park et al,
2004) y para diferenciar el origen certero, endocervical o endometrial, del
adenocarcinoma de cérvix, en casos donde exista confusidon. En este
sentido, CEA se expresa en un rango que oscila entre el 62% y el 96% de
los adenocarcinomas endocervicales (Castrillon et al, 2002; McCluggage et
al, 2002; Alkushi et al, 2003), en comparacién con el adenocarcinoma

endometrial que no supera el 27% (Castrillon et al, 2002)

3.7.2 Citoqueratinas(CK).

Las citoqueratinas constituyen el principal componente del citoesqueleto de
las células epiteliales, donde forman un gran grupo de filamentos
intermedios cuyo didmetro oscila entre 8 y 10 nm. En la especie humana
forman una compleja familia codificada por, al menos, 20 genes diferentes,

cuyo peso molecular varia entre 40 y 70 kDa (Steinert y Roop, 1988).

Las CK comprenden un grupo de 19 proteinas clasificadas en dos
subgrupos, mediante el uso de anticuerpos monoclonales: la primera
comprende proteinas basicas relativamente grandes (de 56 a 67 kDa),
numeradas del 1 al 8; mientras que la segunda estd constituida por

proteinas mas pequefas, mas acidas y son numeradas del 9 al 19.

Las citoqueratinas de bajo peso molecular (40 kDa) se encuentran en
epitelios simples y glandulares; las de peso molecular intermedio, en
epitelios estratificados; y las de alto peso molecular (aproximadamente 67
kDa) en epitelios queratinizados. Los cambios patoldgicos podrian afectar la

expresion de las distintas CK en dichos epitelios (Sawaf et al, 1991).

En general, cada tejido epitelial expresa, por lo menos, dos CK diferentes.
Por ejemplo, las citoqueratinas 5 y 14 se expresan en todos los

queratinocitos, la CK 1 y CK 10 son propias de los epitelios queratinizados,
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la CK4 y CK13 las encontramos en los epitelios estratificados no
queratinizados y las citoqueratinas 8 y 18, en los epitelios simples, aunque
en estos la expresion de citoqueratina 19 es caracteristica. No obstante,
dependiendo de la complejidad del epitelio, el ndmero y tipo de

citoqueratinas presentes puede variar.

Los citoplasmas de las células escamosas y cilindricas que componen la
mucosa cervical normal, en presencia de anticuerpos monoclonales como
AE1/AE3, han mostrado tinciéon positiva para la mayoria de las CK, por lo
que son de utilidad para identificar las células tanto de epitelios simples

como de los estratificados (Smedts et al, 1993a).

Los epitelios cervicales con lesiones premalignas y malignas conservan la
expresion de CK, aunque el patron podria ser mas complejo de lo que se
piensa, ya que su expresion podria estar relacionada con las caracteristicas
de diferenciaciéon de la lesién asi como con las células progenitoras de
dichas lesiones (Suo et al, 1992; Smedts et al, 1993b).

Nair y cols en 1997 y Carrilho y cols en 2004, sugieren que existe un
correlacién significativa entre la expresién de ciertas CK y el grado de
diferenciacion de las lesiones neopldsicas del cuello uterino. Cuando la
neoplasia muestra menor grado de diferenciacién, las citoqueratinas se
acumulan con menor intensidad en los citoplasmas celulares (Suo et al,
1992).

Por lo tanto, este biomarcador podria ser de utilidad cuando se desea
evaluar el grado de diferenciacién de la neoplasia cervical en combinacion

con otros marcadores del mismo tipo, como el CEA.
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1.- MATERIAL.

1.1 Muestra.

El material para estudio consisti6 en la seleccion de casos de cancer
invasor de cuello uterino diagnosticados en el Servicio Anatomia
Patologia del Hospital Clinico Univerisitario de Valencia, utilizando los
archivos muertos y computarizados de este servicio. Se incluyeron dos

grupos, el primero con los casos diagnosticados durante los afios 2000 a

2005 vy el segundo, con 15 casos de cancer de cuello uterino diagnosticados

entre los afios 1969 y 1998, por encontrarse este material archivado y

disponible. Estas muestras de tejido fueron fijadas con formalina

tamponada al 10% e incluidas en parafina.

Una vez obtenido el listado de casos de cancer cervical, se procedid a ubicar
los bloques de parafina con el tejido neopldsico incluido, asi como las
correspondientes hematoxilinas originales que, en su momento, sirvieron

para emitir el diagndstico definitivo.

Las hematoxilinas de todos y cada uno de los casos de cancer cervical
fueron revaluadas con la finalidad de corroborar el diagndstico original vy
para clasificar los casos de acuerdo al tejido epitelial que le dio origen,
considerando los siguientes criterios histopatoldgicos (Blaustein, 1994):

1. Carcinoma epidermoide: neoplasia del cuello uterino originada a
partir de las células que conforman el epitelio escamoso
poliestratificado. Microscopicamente, las células neopldsicas forman
cordones o lenguetas que infiltran el estroma subyacente, también
pueden verse agrupadas en nidos o masas irregulares. Las células
malignas son generalmente poligonales u ovaladas con citoplasma
eosindfilo, queratinizado, con membrana celular bien delimitada. Los
puentes intercelulares pueden o no ser visibles. En algunos casos, los
nucleos exhiben relativa uniformidad; mientras que en otros, son

completamente pleomarficos e hipercrémicos. La cromatina es gruesa
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e irregular. Las mitosis son muy comunes, incluyendo las formas

atipicas.

A su vez, los carcinomas epidermoides fueron clasificados de acuerdo al

grado de diferenciacién tumoral, considerando los siguientes criterios

histopatoldgicos de Broders ( citado por Blaustein, 1994) con algunas

modificaciones:

1.a. Carcinoma epidermoide bien diferenciado (BD): las células malignas

se disponen en cordones, nidos o en masas sélidas, variando en tamano
y configuracion. Exhiben amplio citoplasma denso y frecuentemente
queratinizado, los nucleos centrales e hipercrémicos, irregulares y con
moderado grado de polimorfismo. Es caracteristico, la formacion de
perlas corneas (estructuras compuestas por grupos de células
escamosas queratizadas que se organizan en nidos concéntricos). Las

mitosis son infrecuentes.

1.b. Carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado (MD): las

células epiteliales malignas se disponen frecuentemente en nidos sélidos,
conservando las caracteristicas de epitelio estratificado. Sus células
poseen queratinizacién individual pero sin formacién de perlas cérneas.
Los citoplasmas son densos eosindfilos, con nlcleos irregulares vy

discreto niumero de mitosis.

1.c. Carcinoma epidermoide pobremente diferenciado o inmaduro (I): se

observa predominio de células pequefias con ausencia o escaso
citoplasma no queratinizado, separadas por trabéculas, que recuerdan al
epitelio escamoso, con pérdida de la diferenciacion y maduracion. Los
nldcleos son hipercrémicos y marcadamente irregulares en forma vy

tamano. Hay elevado nimero de mitosis, muchas de ellas son atipicas.

1.d. Carcinoma epidermoide inmaduro e indiferenciado (II): las

alteraciones celulares mencionadas anteriormente son mas acentuadas.
Las células malignas son redondas, frecuentemente con ausencia de

citoplasma y dispuestas en nidos aislados. No se observan trabéculas, ni
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polarizacion. Los nucleos son  hipercrémicos, = marcadamente
pleomdrficos, con formas aberrantes y frecuentemente multinucleados.

El indice mitdtico es muy elevado y predominan las imagenes atipicas.

2. Adenocarcinoma de cuello uterino: esta neoplasia crece con un
patron sdlido, a veces papilar; estd constituida por células basales
cilindricas, seudoestratificadas e irregulares, con nucleos

pleomérficos, hipercrémicos y nucléolo prominente o macronucléolos.

Los adenocarcinomas fueron subclasificados siguiendo los criterios

histopatoldgicos que a continuacidn se describen (Blaustein, 1994):

2.a. Villoglandular: esta variante de adenocarcinoma de origen
endocervical adopta patrén velloso o glandular; estd acompafiada de
todas las alteraciones a nivel nuclear y citoplasmatico mencionadas

anteriormente.

2.b. Papilar: adenocarcinoma constituido por elementos celulares

glandulares con proyecciones papilares.

2.c. Endometrioide: neoformacién epitelial glandular que adopta patrén

tubular, atipico, irregular, con dilatacion y tendencia a la solidificacion.

3. Carcinoma Adenoescamoso: esta formacién tumoral se incluye en
la clasificaciéon de otros tumores epiteliales del cuello uterino, que
involucra tanto el epitelio escamoso estratificado como el cilindrico
columnar, con una mezcla de células escamosas y glandulares

malignas.

La presencia de cualquier otro tipo histoldgico de cancer cervical se

identificé siguiendo los criterios establecidos en la bibliografia consultada.
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Criterios de exclusion.

Fueron excluidos todos aquellos tumores que presentaran algunas de las

siguientes caracteristicas:

e Excesiva necrosis y hemorragia.
e Material tumoral insuficiente.
e Material tumoral mal preservado.

e No se encontré bloques de parafina correspondiente.

1.2 Grupo Control.

Se incluyeron también como grupo control, 22 casos de tejido cervical
normal de pacientes con indicacién de estudio histopatolégico por
enfermedad no neopldsica y cuyo resultado fue de benignidad o normal.
Estos casos fueron utilizados para comparar con la reactividad

inmunohistoquimica de los tumores cervicales.
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DISENO EXPERIMENTAL

Figura N© 14. Disefio experimental
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2.- METODOS.

A todos los casos de cancer de cuello uterino seleccionados para este
estudio asi como a los tejidos cervicales normales (grupo control), se les
aplico el disefio experimental que se muestra como figura N° 14, el cual
incluye evaluacion histopatoldgica y estudio inmunohistoquimico. Se realizé
también un estudio molecular para la deteccién y genotipificacién de ADN-

HPV pero sélo a los casos de cancer de cuello uterino.
2.1. Preparacion del material.

Se realizaron cortes de tejido de 3 micras, tanto de los casos de cancer
cervical como del tejido benigno, con la finalidad de corroborar los
diagndsticos originales y clasificar las muestras de acuerdo a los criterios

histopatoldgicos anteriormente detallados.

2.2. Estudio Histopatoldgico. Tincion de hematoxilina-eosina
(HE).

La hematoxilina-eosina es la técnica de tincién histoldégica convencional, en
la que se emplea la hematoxilina para tefiir el nlcleo de azul y la eosina,
colorante acido que tife el citoplasma de rojo a rosa. Ejecutamos los

siguientes pasos:

1. Incubamos las muestras a 60°C aproximadamente 20 minutos antes
de desparafinar.

2. Desparafinamos las muestras en xilol 5 minutos.
Realizamos pases por etanol (90°/809/70°) para hidratar, de 2 a 5
veces en cada uno.

4. Hidratamos las muestras.
Realizamos la tincidn nuclear con Hematoxilina de Harris, 5 minutos.
Enjuagamos con agua destilada 2 minutos (en forma de zambullidas).

6. Para decolorar, sumergimos las muestras en acido clorhidrico al 0,5%

(un pase rapido). Lavamos con agua corriente y luego con hidréxido
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de amonio. Nuevamente realizamos un lavado rdpido con agua
corriente.

7. Para la tincion citoplasmatica, sumergimos las muestras en eosina
durante 4 minutos. Lavamos con agua corriente (inmersiones
rapidas).

8. Deshidratamos con pases en etanol (709/809/909°), aproximadamente
de 30 segundos cada uno. Finalmente aclaramos con xilol, 1 minuto.

9. Montamos con entellan y cubreobjeto.

2.3. Estudio Inmunohistoquimico.

2.3.1 Fundamento.

Las técnicas inmunohistoquimicas son técnicas de inmunolocalizaciéon de
antigenos tisulares o celulares mediante su unién con anticuerpos
especificos, que utilizan una enzima como “marcaje”. Por este motivo, la
reaccion antigeno-anticuerpo se visualiza afiadiendo al final de la reaccién el
sustrato de la enzima mas una sustancia cromdgena, lo que da lugar a un
precipitado insoluble y coloreado. La enzima peroxidasa es el “trazador”
mas comunmente utilizado y empleado en técnicas con anticuerpos

marcados directa o indirectamente (Pardo-Mindan et al, 1997).

Cuando se trata de la técnica con anticuerpos marcados indirectamente, el
anticuerpo secundario se une al primario que, a su vez, ya se ha unido al
antigeno especifico en estudio. La técnica ABC o complejo de avidina-
biotina-peroxidasa, desarrollada por Hsu et al en 1981, introduce una forma
hipersensible para amplificar la sefial de la reaccién, sobre todo cuando los

antigenos se encuentran en tejidos en parafina.

2.3.2 Tecnologia de los "tissue microarrays” o micromatrices

tisulares.

Actualmente y cada vez con mayor aceptacion, se estd utilizando la

tecnologia de las micromatrices tisulares en el campo de la investigacién,
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debido a que permite el estudio de multiples biomarcadores para conocer la

patogenia y progresion de enfermedades como el cancer.

Ofrece la ventaja de poder estudiar a la vez varias muestras de tumor con
un alto nivel de estandarizacién. Ademas, soélo se requieren pequefias
cantidades de reactivos, minimo personal de laboratorio y, muy importante,

es un método que proporciona una extrema eficacia y coste efectivo.

Este método consiste en colocar cuidadosamente, a manera de cilindros, un
numero elevado de tejido tumoral en un Unico bloque de parafina, de forma
simultanea, permitiendo asi el procesamiento de todos los tumores bajo las

mismas condiciones técnicas (Kononen et al, 1998; Shergill et al, 2004).

Hidalgo y cols en 2003, aplicaron esta metodologia a 36 lesiones de cuello
uterino obteniendo resultados satisfactorios. Lo recomiendan como una
alternativa con una amplia utilidad por ser econédmico, eficaz y porque sirve

para validar marcadores nuevos.

Para el presente estudio, construimos 6 micromatrices tisulares en la que
incluimos todos los casos de cancer de cuello uterino seleccionados.
También construimos micromatrices con los tejidos cervicales normales,
como se especifica a continuacion y cuyas plantillas se muestran en los
anexos NO 1, N© 2 y NO 3:

e 2 micromatrices tisulares, marcadas como A y B, cada una de ellas
con areas distintas del tumor, seleccionadas como se muestra en la
figura N° 15, constituidas ambas por carcinomas epidermoides.
Incluyen como testigos para orientarnos: 1 tumor vesical y 1 tejido
de cuello uterino benigno y como controles positivos (de reactividad

conocida): 1 tumor de mama, 1 linfoma y 1 tumor vesical.

e 2 micromatrices tisulares, marcadas como A y B, cada una de ellas
con areas distintas del tumor (ver figura N° 15), constituidas ambas
por adenocarcinomas endocervicales. Incluyen como testigos

para orientarnos: 1 tumor vesical y 1 tejido de cuello uterino benigno
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y como controles positivos (de reactividad conocida): 1 tumor de

mama, 1 linfoma y 1 tumor vesical.

e 1 micromatriz tisular de Exocérvix benigno (n=22).

e 1 micromatriz tisular de Endocérvix benigno (n=22).

Figura N© 15. Seleccion las diferentes areas de un caso de carcinoma epidermoide

para incluir en la micromatriz tisular respectiva.

Se construyeron por separado dos micromatrices de los tumores cervicales
con la finalidad de evitar la pérdida definitiva de los discos de tejido
tumoral, garantizando asi su presencia en una micromatriz o en otra. Para
las micromatrices de tejido benigno, se tomo de cada bloque la parte de exo

y endocérvix.

2.3.3 Protocolo para la construccion de las micromatrices tisulares.

Previo a la construccién de la micromatriz tisular, se prepard el siguiente
material:
1. Bloques de tejido cervical y sus respectivos cristales tefidos con

HE, con el area tumoral identificada al microscopio. De igual
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manera, para los casos que serviran como control positivo y los
casos de tejido cervical normal.

2. Plantilla indicando la posicién exacta de cada muestra de cancer
cervical, los testigos y los controles positivos.

3. Bloque receptor de parafina blanca.

Una vez preparado el material asi como la puesta a punto de las medidas en
los ejes X y Y en el instrumento (MTA-1 Manual Tissue Arrayer, Beecher
Instruments, USA) utilizado para la construccion de micromatrices,
procedimos a la construccion de las mismas, siguiendo los pasos que a

continuacion describimos:

1. Seleccionamos al microscopio 2 de las areas mas representativas de
cada tumor de cuello uterino, en el extendido tefido con HE,
marcandolas con un rotulador. Luego, enfrentamos el frotis de HE
con el blogue correspondiente para marcar las mismas areas sobre el

bloque de tumor (figura N© 15).

2. Primero alisamos la superficie del bloque receptor antes de empezar
a introducir los cilindros de tejido, desgastando un poco la parafina
en el microtomo para que asi todos los cilindros tuvieran el mismo
angulo. Colocamos el bloque receptor en la base del instrumento y lo

aseguramos correctamente.

3. Elegimos el juego de agujas apropiado, en este caso de 1 mm de
diametro. Situamos a la izquierda la mas gruesa que tomaria el
cilindro de tejido del bloque donador y, a la derecha, la que haria el

agujero en el bloque receptor.

4. Ajustamos a cero los micrometros que fijarian la alineacién de las

filas y columnas de los cilindros, como se indicé previamente.

5. Hicimos primero el agujero en el bloque receptor, rotando el émbolo

de aguja para profundizar aproximadamente 3 mm.
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A continuacion colocamos el bloque de tejido donador sobre el
puente, cambiamos de aguja y tomamos el tejido tumoral o normal

demarcado.

Retiramos el puente con el bloque donador y expulsamos el cilindro
de tejido exactamente encima del agujero hecho en la parafina, sin
hundirlo. Posamos encima del hueco un portaobjetos para alisar la

superficie del cilindro y nivelarla con la parafina.

Cambiamos la medida del micrometro a la siguiente posicion para

hacer el agujero con la aguja respectiva.

Comenzamos poniendo el tejido que sirvié de testigo de acuerdo a la
ubicacidon en la plantilla. Asi se operd sucesivamente hasta agotar

todos los casos.

10. Una vez acabada la construccion de la micromatriz tisular, llevamos

los bloques receptores a la estufa de 37°C durante 24 horas, lo cual
permitid que la parafina de los cilindros de tejido se mezclara con la

parafina del bloque receptor (figura N°© 16. A).

11.Se realizaron 50 cortes de cada micromatriz tisular, de 3 micras de

espesor y los recogimos en ldminas con poli-lisina para posterior

tincidon con HE (figura N°© 16. B) y pruebas de inmunohistoquimica.

12.Colocamos una lamina portaobjetos para proteger la micromatriz

tisular y la almacenamos con los respectivos cortes realizados.
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Figura N° 16. A. Bloques de las micromatrices tisulares de carcinoma epidermoide y
adenocarcinoma de cuello uterino incluidos en este estudio. B. Micromatrices
tisulares de los distintos casos incluidos en este estudio: 2 de carcinoma
epidemoide, 2 de adenocarcinomas, 1 de exocérvix y 1 de endocérvix.

La técnica de inmunohistoquimica requiere de tres pasos fundamentales. En
primer lugar, se desparafinan los tejidos e hidratarlos; seguidamente, se
expone el antigeno de interés (aquel que asi lo requiera) para una mejor
deteccion y, por ultimo, se lleva a cabo la reaccién antigeno-anticuerpo con

el revelado de la misma.

Los anticuerpos evaluados en todos y cada uno de los tumores cervicales y

controles incluidos en este estudio se especifican en la Tabla N© 2.

A continuacién se detallan los pasos de la técnica inmunohistoquimica
empleada en este estudio, la cual esta basada en la técnica avidina-biotina-

inmunoperoxidasa original pero con modificaciones:

a. Pretratamiento.

a.1) Desparafinizacion e hidratacion.

- Las micromatrices tisulares y controles negativos se colocaron por lo
menos 12 horas en la estufa de 37°C, ademas de 30 minutos en estufa
de 60°C el dia de la aplicacién de la técnica. Seguidamente, incluimos
las muestras en xilol (3 cubetas), dejamos las muestras 20 minutos en

el primer xilol y luego realizamos pases de 5 minutos en el resto.
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- Para hidratar las muestras de tejido, las pasamos por alcoholes
graduales (909, 80° y 709), dejandolas 5 minutos en cada uno.
- Terminamos esta fase, lavando con abundante agua de grifo para

aclarar.

a.2) Recuperacion del antigeno.

Para la recuperacion antigénica empleamos soluciones tampoén de
acuerdo a los requerimientos de cada anticuerpo utilizado: o bien una
soluciéon tampon de citrato 0.01 mM pH 6.0 posteriormente diluido 1:10
en agua destilada o una solucién tampon de Tris-EDTA 2mM pH 9.0
posteriormente diluido en agua destilada (ver Tabla NO 2 de
anticuerpos). Una vez preparada la solucién tampon para exponer el
epitope, usamos calor: olla o bano. Procedimos asi:

- Enfriamos en cubeta grande dejando bajo agua de grifo, para luego
enjuagar las micromatrices tisulares con agua destilada.

- Cerclamos las areas del tejido con sigmacote (Sigma co) para evitar

difusion de anticuerpo.

b. Inmunotincion.

Antes de la técnica de inmunotincién propiamente dicha, es necesario

realizar dos pasos esenciales:

b.1) Blogueo de la peroxidasa enddégena.

-Cubriendo totalmente las muestras, aplicamos 300 pI de reactivo
bloqueante de peroxidasa metanol-peréxido de hidrégeno al 3% (97
volumenes de metanol y 3 volumenes de agua oxigenada) e incubamos
durante 15 minutos a temperatura ambiente.

- Frenamos el bloqueo y lavamos con agua destilada.

b.2) Blogueo de la colagena tisular para evitar uniones inespecificas.

-Cubrimos las muestras con 300 pl de una solucidon de suero de caballo al
20% (en 8 volumenes de suero fisioldgico 2 de suero de caballo) y dejamos
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Descartamos los excesos y no

lavamos.
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Una vez cumplidos estos pasos, procedemos a la inmunotincién. En este
estudio revelamos la reaccién antigeno-anticuerpo primario utilizando los
siguientes reactivos: LSAB+ System-HRP y Liquid DAB+ Substrate
Chromogen System (DAKO cytomation). Este kit de trabajo, basado en la
técnica de avidina-biotina pero refinada, estd constituido por reactivos
marcados (labelled streptavidin biotin, LSAB reagents), como el anticuerpo
secundario marcado con biotina que reaccionard con moléculas de
estreptavidina conjugadas con varias de peroxidasa, de manera que, por
una parte, pueden captarse con mayor sensibilidad las sefiales emitidas por
antigenos presentes en bajas concentraciones o, por otra, puede
incrementarse la intensidad de la tincién en casos donde la reaccién no sea

lo suficientemente evidente.

La reaccion de color se desarrollé usando la solucion de sustrato-cromdgeno
(Liguid DAB+ Substrate Chromogen System), mediante la cual pudimos
observar un precipitado marrén en el compartimiento celular ocupado por el

antigeno.

b.3) Anticuerpo primario.

- Cubrimos toda el area conteniendo los circulos de tejido con 300 I del
anticuerpo recién diluido (ver tabla N° 2) e incubamos durante 1 hora a
temperatura ambiente.

- Eliminamos el exceso de reactivo enjuagando 3 veces con PBS (tampodn
fosfato 0.1M ph 7.2 - 7.4).

b.4) Visualizacion.

- Para este paso utilizamos el kit de LSAB+ System-HRP, de DAKO
Diagnostics siguiendo las condiciones de tiempo y temperatura propuestas
por la casa comercial.

-Lavamos generosamente 3 veces con PBS.

b.5) Revelado.
-Utilizamos el kit Solucidon de sustrato-DAB cromdgeno (Liquid DAB+

Substrate Chromogen System) de DAKO Diagnostics.
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-Por ultimo, lavamos con abundante agua destilada.

b.6) Contratincién con hematoxilina de Harris

-Sumergimos las muestras en hematoxilina de Harris durante 12 segundos.
-Lavamos con abundante agua de grifo hasta eliminar totalmente el exceso
de colorante.

-Deshidratamos  con alcoholes graduales (709, 80° y 99) y luego

realizamos tres pases por xilol.

En el caso concreto de la inmunodeteccion de la telomerasa, después de
poner el anticuerpo primario correspondiente, usamos el kit de deteccion
EnVision™, HRP (DAKO Cytomation, Dinamark) de acuerdo a las
especificaciones de la casa comercial, resumidas a continuacion. En primer
lugar, aplicamos el reactivo bloqueante de peroxidasa enddégena para
EnVision™ durante 5 minutos a temperatura ambiente. Una vez llevada a
cabo la reaccion telomerasa/anti-telomerasa-44F12, en el tiempo de 1 hora,
lavamos con PBS 3 veces. Seguidamente, incubamos las micromatrices
tisulares durante 30 minutos con el anticuerpo secundario (EnVision™) y
lavamos de nuevo. Finalmente, colocamos la solucién sustrato-DAB
cromdgeno (EnVision™) durante 10 minutos, lavamos con agua destilada y

continuamos con el resto del proceso.

Es importante detallar lo siguiente. Inicialmente el proceso de
inmunotincion contra el antigeno telomerasa (1:50) se llevd a cabo
siguiendo los pasos convencionales de la técnica contrastando con
hematoxilina de Harris. Sin embargo, debido a que no obtuvimos resultados
satisfactorios en los casos de neoplasia cervical en estudio, a pesar de que
el control positivo (linfoma) mostré intensa reactividad (+++) para
telomerasa, se realizé una segunda inmunotincién con el anticuerpo diluido
1:20, utilizando nuevamente EnVisién y contratincion con hematoxilina de
Harris. Finalmente, se efectudé una tercera vez pero contrastando con verde
de metilo al 0.5%, debido a que encontramos nucleos con reactividad muy
débil que se sospechd podria estar solapada por la contratincidon nuclear ya

que se apreciaban tonalidades semejantes, de esta forma podriamos
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confirmar los casos sin reactividad (verdaderos negativos) y reclasificar

aquellos casos con reactividad dudosa (falsos negativos).

b.7) Montaje.
-Colocamos una lamina cubreobjeto con entellan sobre las muestras y

dejamos secar.

c. Controles.

En cada inmunotincién incluimos como control negativo un corte de tejido
cervical neoplasico, que fue procesado en las mismas condiciones que las

micromatrices tisulares pero omitiendo el anticuerpo primario.

Los controles positivos estaban constituidos por tejido neoplasico con
reactividad conocida ante los diferentes biomarcadores en estudio,
procedentes de un tumor vesical, un tumor mamario y un linfoma. Estos

controles fueron incluidos en cada micromatriz tisular.

d. Evaluacion de la inmunoreactividad.

Se realizé un contaje celular abarcando todo el didmetro del disco tumoral
como un todo (100%). Se considerdé una reaccidn positiva ante el
anticuerpo cuando la célula, tumoral o normal, mostré tincién marrén a
nivel del compartimiento especifico o diana para cada anticuerpo: nuclear,
citoplasmatica o membranosa, como se indica a continuacién para cada

marcador:

Membranosa: cadherina-E, CD44s, CD44v3.

Citplasmatica: cadherina-E, CD44s, CD44v3, CK, CEA, p16, Bax, Bcl-2 y
ubicutina.

Nuclear: p53, pRb, p16, p21, p27, MDM-2, telomerasa, Ki-67,

ciclina D1, ciclina E y ubicutina.

Todas las matrices tisulares fueron evaluadas, sin conocimiento de los datos

clinicopatoldogicos, por un primer observador y posteriormente por un
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patélogo experimentado. Los casos con discordancia, fueron revisados
nuevamente, utilizando un sistema de monitor adaptado al microscopio,
para la observacion simultanea por ambos observadores y asi acordar por

consenso la inmunoreactividad definitiva.

En general, el porcentaje de células neoplasicas o normales con reactividad
fue estimado considerando un minimo de 100 células por disco tisular. La
distribucién de las células inmunoreactivas se efectud mediante una escala

semicuantitativa como se describe a continuacion:

Negativo: < del 5% de células reactivas.

+: de 5% a <25% de células reactivas.
++: de 25% a 50% de células reactivas.
++4++: > del 50% de células reactivas.

Especificamente, para el caso de la evaluacién de la inmunoreactividad de
Ki-67 consideramos esta reacciéon como baja cuando observamos menos del

5% de las células tefidas.

Ademas, consideramos cualitativamente la intensidad de la tincidon a nivel
de cada segmento celular en determinados anticuerpos, mencionando la
intensidad como: baja, moderada o alta, dependiendo de la palidez de la
tincion o, por el contrario, de la observacion de inmunoreactividad

moderada o intensa.
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Tabla N© 2. Anticuerpos evaluados en este estudio.

Volimen Tampon para Casa
Anticuerpo Dilucion anticuerpo recuperacion Pretratamiento Clon comercial
antigénica
Ki-67 1:50 48 pl Citrato 1/10 Autoclave MIB-1 Dako
P53 1:50 48 ul Citrato 1/10 Autoclave DO-7 Novocastra
Bcl-2 1:50 48 ul Citrato 1/10 Autoclave 124 Dako
Bax 1:50 48 ul Citrato 1/10 Autoclave Policlonal Dako
MDM-2 1:50 48 ul Citrato 1/10 Autoclave 1B10 Novocastra
pl6 1:100 24 ul Citrato 1/10 Autoclave E6H4 Dako
p21 1:50 48 pl Citrato 1/10 Autoclave SX118 Dako
p27 1:50 48 pl Citrato 1/10 Autoclave SX53G8 Dako
Ciclina D1 1:50 48 pl Citrato 1/10 Autoclave SP4 NeoMarkers
E-Caderina 1:20 120 pl Citrato 1/10 Autoclave NHC-38 Dako
Citokeratina 1:50 48 ul Citrato 1/10 Autoclave AE1/AE3 Dako
pRb 1:200 8ul Tris-EDTA Autoclave 1F8 NeoMarkers
Ciclina E 1:50 48 ul Citrla/tiof/lo Autoclave 13A3 Novocastra
Telomerasa 1:20 48 ul Citrato 1/10 Autoclave 44F12 Novocastra
CDh44 1:20 120 pl Citrato 1/10 Autoclave F10-44-2 Novocastra
CD44 v3 1:20 120 pl Citrato 1/10 Autoclave 3G5 R&D
System
CEA 1:400 4l - - Policlonal Dako
Ubicuitina 1:500 3ul - - Policlonal Dako
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2.4. Estudio Molecular.

Las técnicas de biologia molecular se utilizan actualmente para amplificar y
detectar regiones especificas del genoma de los HPV que permitan
identificar posteriormente el tipo o los tipos virales asociados a la lesion
neoplasica cervical, bien sea mediante la utilizacién de la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) especificas o bien por cualquier
otro método actualmente utilizado para tal fin, como la hibridacién in situ o
los microchips de ADN-HPV, entre otros (Molijn et al, 2005).

Todas las muestras de cancer de cuello uterino fueron procesadas para
aislamiento, deteccién y genotipificacion de ADN-HPV utilizando la técnica
de PCR-SPF10/LiPA. No se incluyeron las muestras de tejido cervical

benigno.

2.4.1. Protocolo para el corte de bloques de parafina para
extraccion de ADN-HPV.

Este protocolo fue cedido por el grupo de trabajo que desarrolla el proyecto
Retrospective International Survey of Human Papillomavirus Types in
Cervical Cancer (RIS HPVTT).

a. Cortes con microtomo.
e Para cada muestra preparamos el siguiente material:
a) un bloque de parafina sin tejido incluido (bloque en blanco) por
caso, que se cortd antes de cada muestra.
b) dos tubos Eppendorf de 1.5 ml rotulados con el cddigo
designadocular.

¢) una cuchilla sin usar por caso.

e Seguimos estrictamente cada una de las siguientes recomendaciones:
a) Usamos guantes y los cambiamos regularmente.
b) Limpiamos el microtomo antes y después de cortar los bloques
con desinfectante, luego con xilol y finalmente con etanol.
c) Usamos una cuchilla nueva para cortar cada bloque y su
correspondiente bloque de parafina en blanco (sin tejido).
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e Cortes de tejido.

a) Realizamos 5 cortes de 5 micras de espesor cada uno, por
duplicado, y los colocamos en tubos Eppendorf de 1,5 ml
previamente rotulados.

b) Retiramos el bloque, limpiamos como se indicd anteriormente,
cambiamos la cuchilla, cortamos el bloque de parafina en
blanco correspondiente, luego el siguiente bloque de tumor y

asi para todos los casos restantes.

2.4.2. Protocolo para el aislamiento de ADN-HPV a partir de los
cortes de tejidos fijados con formalina tamponada al 10% e

incluidos en parafina.

1. Desparafinamos previamente como se menciona a continuacion:

e Afadimos a los 5 cortes de 5 ym, 1ml de xilol e incubamos, con
agitacion ocasional, durante 10-20 minutos a temperatura
ambiente, con el fin de disolver la parifina.

e Centrifugamos 10 minutos a 13400 rpm.

e Al pellet, volvimos a afadir 1ml de xilol con agitacion ocasional
durante 10-20 minutos.

e Centrifugamos una vez mas durante 10 min a 13400 rpm.

e Lavamos el pellet dos veces con 500 pl etanol absoluto durante 1
minuto, agitando por inversién.

e Finalmente, centrifugamos 10 minutos a 13400 rpm.

2. Resuspendimos el pellet en 500 pl de solucion de lisis (SDS 0.5%, Tris

HClI 10mM pH8, NaCl 0.15M, EDTA 5mM).

3. Afadimos a cada tubo, 25 pl de proteinasa K (0.5 mg/ml) e incubamos

durante toda la noche a 55°C.

4. Para la extraccion del ADN, afiadimos 500 pl de fenol equilibrado con

Tris-HCI ph 8, en agitacién ocasional durante 20 minutos.

5. Centrifugamos durante 15 minutos a 13400 rpm y recogimos la fase

acuosa en otro tubo perfectamente rotulado.

6. Afadimos un volumen igual de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1) y dejamos actuar durante 1 hora.

7. Centrifugamos durante 15 minutos a 13400 rpm.

118



Materiales y métodos

8. Recogimos la fase acuosa y afadimos un volumen igual de
cloroformo/alcohol isoamilico durante 30 minutos.

9. Precipitamos el ADN con 0.1 volumenes de AcNa 3M pH5.2 y 2
volumenes de etanol absoluto frio durante toda la noche a -20°C.

10. Centrifugamos 45 minutos a 13400 rpm.

11. Lavamos el precipitado (pellet) con etanol 70% frio.

12. Volvimos a centrifugar durante 20 minutos a 13400 rpm.

13. Secamos el pellet 10 minutos en estufa a 37°C.

14. Resuspendimos el pellet con agua bidestilada con la cantidad adecuada
segun el tamafo del pellet (5-30ul).

15. Almacenamos el ADN resuspendido a 4°C hasta su posterior utilizacion.

2.4.3. Protocolos para la amplificacion, deteccion y genotipificacion
de ADN-HPV.

2.4.3.1 Determinacion de la calidad del ADN extraido.

La calidad del ADN extraido de las muestras de tejido cervical incluidas en
parafina fue comprobada con la amplificacién del gen INF mediante el uso
de los primers INF150 DR y DF, que generan un fragmento de 150 pb y

cuyas secuencias son:

INF150DR: CTGGGATGCTCTTCGACCTC.
INF150DF: TCTTTTCTTTCCCGATAGGT.

La tabla N° 3 muestra el protocolo disefiado para la técnica de PCR-INF150:
mezcla comUn o master mix, componentes y cantidades relativas a una
muestra (volumen unidad) y para varias muestras (volumen mezcla). Se
indica, ademas, el protocolo de la reaccion de amplificacion en el

termociclador.

En primer lugar, preparamos la master mix con los componentes
respectivos, utilizamos una ADN polimerasa de las denominadas
termoestables ya que se activa progresivamente en cada ciclo de

amplificacion (AmpliTag DNA Gold polymerase, Perkin-Elmer, Inc).
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Seguidamente, se alicuotd en los tubos dispuestos para cada muestra (24

ul/tubo). Posteriormente, afiadimos 1 ul de ADN problema y preparamos

dos tubos adicionales: un control positivo (C+) con ADN no tumoral de

muestra ya testada y un control negativo (C-) sin ADN. Por ultimo, la

reaccion de amplificacién se realizé6 en un termociclador GeneAmp ® PCR

system 2700, Applied Biosystem.

Tabla N© 3. Protocolo para técnica de PCR-INF150. Se indica la composicion de la
master mix y las condiciones de la PCR.

Componentes Volumen | Volumen N°
Master mix Unidad u | Mezcla Casos Volumen Total Unidad
ADN problema 1 16 25 ul
Tampdn 10X 2,5 40
Cl2Mg mM 1,5 24
dNTPs 2,5yl 2 32 TERMOCICLADOR
DR Primer INF150DR 0,33 5,28 Ta oC Tiempo Ciclos
DF Primer INF150DF 0,33 5,28 94 5' (desnaturalizacién inicial)
94 1'30" (desnaturalizacién)
55 1'30" (cebado) 35
Taq (U/ml) GOLD 0,2 3,2 72 1'30" (elongacién)
H20 bidestilada 17,14 274,24 72 10’ (extensién final)
TOTAL 25 24 Taq (U) 13

2.4.3.2 Visualizacion del producto amplificado con PCR-INF150
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%.

a) Preparacion del gel de agarosa al 2%.

Preparamos el TBE 0.5% (Tris-acido bdrico 0.445M, EDTA 0,01M):
2000 ml de agua bidestilada mas 100 m| TBE 10x.

Disolvimos en el microondas 2 gr de agarosa en 100 ml TBE 0.5%
durante 1 minuto a 800W.

Dejamos enfriar y, antes que solidificar, afiadimos 3.5 ul de bromuro
de etidio (10mg/ml).

Vertimos el liquido en la cubeta del gel, previa colocacion de los
peines que formaron los pocillos donde colocamos las muestras y
dejamos solidificar.

Retiramos los peines y los topes (cinta adhesiva).
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e Situamos el gel en la cubeta de electroforesis con los pocillos en el
lado del anodo y rellenamos con TBE 0.5% hasta cubrir
completamente el gel.

b) Preparacién la muestra en el gel y electroforesis.

e Mezclamos 5 pl de tampdén de carga 6X con 25 ul del producto
amplificado y pasamos a cargar el pocillo con toda la mezcla.

e Cargamos el primer pocillo del gel con 5 ul del marcador de pesos
moleculares (DNA ladder ready-load™ 0.1 ug/pl, Invitrogen),
sefalado con la letra M en la figura N°© 18.

e Aplicamos una corriente de 125 mv. Dejamos correr hasta que el
frente alcanzo las 2/3 partes del gel.

c) Visualizacion en transluminador de luz ultravioleta.
Si la muestra analizada contenia ADN, la banda esperada tenia

aproximadamente un tamafo de 150 pb.

200

100 <130

Figura N© 17. Productos obtenidos por PCR-INF150 que mide la calidad del ADN
extraido a partir de las muestras de tejido de cancer de cuello uterino incluidos en
este estudio. M: marcador de pesos moleculares de 100 pb; C+: control positivo;
C-: control negativo.

2.4.3.3 Reaccion en cadena de Ila polimerasa (PCR) para

amplificacion de secuencia de ADN-HPV con los cebadores SPF10.

Se llevé a cabo la amplificaciéon del segmento de ADN-HPV de la regién L1,
que genera un producto de amplificado de 65 pb, en todos los casos de
cancer cervical que presentaron una banda para el gen INF, lo cual indico la
existencia de ADN extraido de buena calidad. Para ello utilizamos la mezcla
de 10 cebadores SPF10 biotilinados (Innogenetics, Bélgica) siguiendo el

protocolo sugerido por la casa comercial (Tabla N© 4).
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En cada reaccién de PCR se incluyeron controles positivos obtenidos a partir
de muestras de cuello uterino previamente tipificadas, asi como el control
positivo proporcionado por la casa comercial. Los controles negativos

estaban constituidos Unicamente por master mix y 2 pl de agua estéril.

Para la preparacion de la PCR también se elabord una master mix,
utilizamos la misma ADN polimerasa termoestable del protocolo de INF.
Después de alicuotar en los tubos dispuestos para cada muestra (40 pl/tubo)
afiadimos 2 ul de ADN problema, de C+ y C-, al tubo correspondiente. El
protocolo de amplificacidon especificado en el termociclador se indica en la

siguiente tabla:

Tabla N© 4. Protocolo para técnica de PCR-SPF10. Se indica composicidon de la
master mix y condiciones de amplificacién.

Componentes Volumen | Volumen N°o
Master mix Unidad ul Mezcla Casos Volumen Total Unidad
ADN problema 2 8 50 ul
Tampdn 10X 5 40
Cl2Mmg mM 4 32
dNTPs 2,5yl 4 32 TERMOCICLADOR
Primer SPF10 10 80 Ta oC Tiempo Ciclos
9' (desnaturalizacién inicial y
94 activacién de la polimerasa)
94 30" (desnaturalizacién)
52 45" (cebado) 40
Taq (U/ml) GOLD 0,3 2,4 72 45" (elongacién)
H20 bidestilada 24,7 197,6 72 5' (extensién final)
TOTAL 50 48 Taqg (U) 19,5

2.4.3.4 Visualizacion del producto amplificado con PCR-SPF10

mediante electroforesis en gel de agarosa al 3%.

Para visualizar el producto de amplificacion de la PCR-SPF10 seguimos los
mismos pasos descritos en el apartado 2.4.3.2 para los productos de la
PCR-INF150, con la diferencia de que para este caso, preparamos un gel de
agarosa al 3% (mayor resolucién), aplicamos 10 pl del producto de la PCR
en cada pocillo, mezclados con 2 ul de tampoén de carga 6X y empleamos

una corriente de 130 mv. Si la muestra analizada contenia ADN de HPV, la
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banda esperada tenia aproximadamente 65 pb, como se aprecia en la figura
No 18.

200 »
100 )

Figura N° 18. Productos obtenidos por PCR-SPF10 que indican la presencia de ADN
viral en las muestras de tejido de cancer de cuello uterino incluidos en este estudio.
M: marcador de tamano; C+: control proporcionado por la casa comercial; C-:
control negativo.

2.4.3.5 Hibridacion reversa en tiras para genotipificacion del ADN-
HPV.

La genotipificacién de los ADN-HPV amplificados con los cebadores SPF10 se
realizd mediante el kit de INNOLiPA (Innogenetics, Bélgica). Este kit incluye,
ademas del sistema de primers SPF10 y el C+, las tiras de hibridacion
reversa o LiPA con una cartilla de interpretacion para determinar el tipo o
los tipos de HPV presentes en las muestras cervicales. Entre los tipos de
HPV que LiPA permite identificar se encuentran: 11 tipos de BR (6, 11, 34, 40,
42, 43, 44, 53, 54, 70, 74) y 14 tipos de AR (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66 and 68)

Debido a que este kit es de reciente utilizacion y que aun se encuentra en
proceso de estandarizacion, se reflejan a continuacion las instrucciones de
la casa comercial para la correcta utilizacién del mismo y para minimizar al

maximo las posibilidades de contaminacion:

Manipulacién de las tiras LiPA.

1. Las tiras han sido disefadas para usarlas una sola vez.
2. No tocar las tiras con los dedos, usar guantes limpios y desechables

cada vez.
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3. Para la identificacion de las tiras utilizar lapiz de grafito. No usar
rotuladores. Escribir la identificacién por encima de la linea de
marcaje de la tira.

4. Colocar las tiras en las bandejas con la membrana hacia arriba (se
indica la posicion en la tira).

5. Durante los diferentes pasos de incubacidon, las tiras deben
permanecer dentro de la misma bandeja.

6. Las tiras que no se utilicen deben protegerse de la luz y el calor.

7. Evitar que las tiras recién usadas se sequen completamente antes de
su interpretacién, cubriéndolas y almacenandolas.

8. Las tiras usadas deben almacenarse preferiblemente en la oscuridad
a temperatura ambiente (20-25 °C).

9. No reutilizar las bandejas (canales individuales para las tiras).

Instrucciones para la incubacion.

La hibridacién y lavados deben realizarse exactamente a 49°C+0.5, esta
temperatura es la indicada para evitar FALSOS POSITIVOS (temperatura
inferior) o FALSOS NEGATIVOS o muy débiles (temperatura superior).

1. Siempre mantener tapado el bafio durante las incubaciones para
evitar falsos negativos.

2. No debe usarse ventilador caliente para la hibridacion y lavados.

3. La amplitud del movimiento generado tanto en el bafio (hibridacion y
lavados) y el rotador (desarrollo del color) es critica para alcanzar la
maxima sensibilidad y tincion homogénea.

4. Para la hibridacién y los lavados, las bandejas deben colocarse sobre
una plataforma para bafo. Ajustar el nivel del agua entre un tercio y
un medio de la altura de la bandeja. Asegurarse de que las bandejas
no flotan en el agua. El agua debera estar en contacto directo con las
bandejas.

5. Los pasos de incubacién para el desarrollo del color deben realizarse
entre los 20-25°C. Si la temperatura esta por debajo de 20°C podrian
obtenerse resultados muy débiles. Si la temperatura esta por encima

de 25°C podrian obtenerse sefiales de fondo y/ o falsos positivos.
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6. Los

tiempos especificos de incubacion deben respetarse

estrictamente.

2.4.3.5.1. Protocolo de hibridacion reversa sobre tira (LiPA).

Antes de iniciar el proceso de la hibridacién reversa en tira con los

productos amplificados por PCR-SPF10, realizamos los siguientes pasos:

a.- Calentamos el bario a 49°C.

b.- Precalentamos a 37°C la solucion de hibridacién y la solucién de lavado.

c.- Identificamos tantas tiras como casos a examinar con su respectivo

nimero identificacion e igualmente dispusimos del mismo numero de

canales o bandejas.

1.

Con unas pinzas estériles tomamos el numero de tiras para la
prueba de acuerdo al nUmero de muestras (1 tira por muestra)
y rotulamos la tira con el nUmero de identificacion asignado a
cada producto de PCR-SPF10 sobre la linea de marcaje.
Colocamos en el bafo de 49 °C tantos canales como muestras
para genotipificacidon (1 canal por tira).

Colocamos 10 ul de solucion de desnaturalizacién en la parte
superior de cada canal y agregamos 10 pl del producto
biotinilado amplificado, mezclamos cuidadosamente por
pipeteo, varias veces. Incubamos a temperatura ambiente (20-
250 C) durante 5 minutos.

Agitamos la solucién de hibridacion precalentada y agregamos
cuidadosamente 2 ml a la mezcla anterior en cada canal.
Mezclamos por agitacién cuidadosamente.

Colocamos inmediatamente la tira en el canal respectivo
cuidando de que se sumergiera completamente en la solucion.
Colocamos los canales en el bafio a 49°C, tapamos el bafio
para evitar la evaporacion y dejamos incubando 1 hora.
Lavado:

e Después de la hibridacion, retiramos los canales del bafo.

e Aspiramos el liquido del canal con una pipeta. Agregamos 2

ml de solucidn de lavado astringente precalentada a cada
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canal y enjuagamos por agitacion de los canales entre 10 y
20 segundos a temperatura ambiente. Aspiramos la
solucién de cada canal.

e Afiadimos de nuevo 2 ml de solucién de lavado astringente
precalentada e incubamos las tiras 30 minutos en el bafio
de 490°C.

2.4.3.5.2 Desarrollo del color.

Todas las incubaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente, en un

agitador orbital.

1.

Lavamos las tiras 2 veces durante 1 minuto con 2 ml de Solucion
Rinse diluido 1:5 en agua destilada y aspiramos con la pipeta.
Agregamos 2 ml del Conjugado diluido 1:100 en solucién de
conjugado e incubamos durante 30 minutos mientras se agitaba.
Aspiramos.

Lavamos 2 veces mas durante 1 minuto con 2 ml de Solucién de
Rinse y luego 1 vez con 2 ml de Solucién Sustrato Buffer. Aspiramos.
Afiadimos 2 ml Sustrato diluido 1:100 en solucién del sustrato e
incubamos 30 minutos en agitacion mientras se desarrollaba la
reaccion de color purpura.

Detuvimos la reaccién afiadiendo 2 ml de agua destilada. Repetimos
la operacion mientras se agitaba por lo menos 3 minutos cada vez
para retirar el exceso de liquidos.

Secamos las tiras en papel absorbente.

Comparamos las tiras con la cartilla de interpretacién de resultados.
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Hibridacidn

Resultados

Figura N© 19, Secuencia del proceso de hibridacién reversa en tira (LiPA) para
genotipificacion de ADN-HPV en las muestras de cancer de cuello uterino incluidas
en nuestro estudio.

2.4.3.5.3 Interpretacion de los resultados.

Las tiras fueron interpretadas una vez secas usando la plantilla. Para la
interpretacion de los resultados se tuvieron en cuenta las siguientes

instrucciones:

1. La primera linea es la linea del Control del Conjugado
(inmediatamente después de la linea de marcaje). Esta linea controla
la adicion de reactivo de conjugado y la solucién substrato durante el
procedimiento de hibridacidon. Esta deberia ser siempre positiva y
deberia tener aproximadamente la misma intensidad en cada tira

durante el mismo ensayo.
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2. Una muestra se consideré HPV positiva si por lo menos una de las
lineas para tipos especificos o una de las lineas de control de HPV era
positiva, independientemente de la intensidad de color de la linea, es
decir, todo vestigio de color fue considerado positivo.

3. El control positivo contenia HPV6 y debia reaccionar en el siguiente
orden: control del conjugado y dos lineas con secuencia de HPV6.

4. Las muestras para las cuales se obtuvo un patrén de linea diferente a
los especificados o que no mostraron ninguna linea especifica (lineas
1 a 26) pero mostraron al menos una de las lineas de control de HPV

positiva, se consideraron HPV positivo pero no tipificable: HPVX.

Marker line
Conj. contral
HFY cantrol 1
HPFY caontrol 2
1-HPY &
2-HPV 11
3-HPV 16
4-HPV 18
- HPV 18
- HPYV 31/40/58
- HPV ¢*31/33/54
8- HPV 33
9-HPV 35
10- HPY 39
11 -HPY 40
12-HPY 42
13-HPY 43
14 - HPY 44
15- HPV 45
16 - HPY 51
17 - HPY /2
18- HPY 53
159 - HPY 56/T4
20-HPV C
21 - HPY c*568
22 - HPY 59
23 - HPY 66
24 - HPV 68/45/70
25 - HPY c*68/18/39
26-HPY 7O

=] N

Figura N© 20. Plantilla con la posicién de las diferentes sondas de oligonucleétidos a
la que corresponde en las tiras de hibridacién reversa (LiPA). Esta plantilla se coloca
sobre cada tira para conocer el genotipo viral por coincidencia de la banda teiiida
en la tira con el nUmero asignado a cada tipo de HPV.

2.5. Analisis estadistico.

Los datos fueron almacenados en una base de datos de Access para

Microsof Office, las variables incluidas se enumeran en el anexo N° 4.
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Para el estudio estadistico empleamos variables binarias, reflejando Ia
presencia/ausencia de una determinada caracteristica histopatoldgica o
categoérica en funcién de la naturaleza de las variables analizadas. Con la
finalidad de simplificar el analisis, recodificamos las siguientes variables
agrupando los intervalos con menor nimero de casos: p53, Bcl-2, Bax, pRb,
ciclina D1, ciclina E, p27, ubicuitina, CK, CD44s y CD44v3.

La asociacion entre las diferentes variables se determind utilizando el test
de la Chi-cuadrado para determinar la homogenidad o la tendencia lineal de
la asociacion en el caso de las variables ordinales. En las tablas 2x2, se
calcula el estadistico exacto de Fisher cuando una tabla que no sea
resultado de columnas o filas perdidas de una tabla mayor presente una
casilla con una frecuencia esperada menor que 5. Para todas las restantes

tablas 2x2 se calcula el Chi-cuadrado corregido de Yates.

En el caso de variables ordinales, aplicamos el coeficiente de correlacion de
Pearson, r, que es una medida de la asociacion lineal entre dos variables, y
el coeficiente de correlacion de Spearman, que es una medida de la
asociacion entre los érdenes de los rangos. Los valores de ambos varian
entre -1 (relacion negativa perfecta) y +1 (relacidn positiva perfecta). Un

valor de 0 indica que no existe relacion lineal alguna.

Todos los tests empleados estan incluidos en el paquete estadistico SPSS
(version 12.0). Se establecié el nivel de significacion estadistica a partir del
5% (p=0.05).

En todos los test se han tomado como limites de significacién p=0.05,

considerandose: no significativo p>0.05; significativo p=0.05; muy

significativo p<0.01 y altamente significativo p<0.005
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RESULTADOS.

1.- GENERALIDADES.

En primer lugar, presentaremos los resultados del andlisis estadistico de
algunos parametros clinicopatoldgicos generales de nuestra serie de casos y
controles, seguido de los hallazgos correspondientes a la expresion
inmunohistoquimica de los biomarcadores seleccionados para este estudio
y, finalmente, los resultados relacionados con la presencia y diferentes
genotipos de HPV asociados especificamente a los tumores de cuello
uterino. En cada apartado, se incluird el estudio de frecuencias y analisis
bivariante para culminar con el estudio de correlacion hallado entre las

variables estudiadas.

1.1 Sobre el material de estudio.

La busqueda computarizada de casos de cancer de cuello uterino
diagnosticados en el Servicio Anatomia Patologia del Hospital Clinico
Univerisitario de Valencia entre los afios 2000-2005, arrojé un numero
igual a 173 tumores cervicales, de los cuales 85 eran carcinomas in situ,
motivo por el cual fueron excluidos. Ademas se excluyeron 22 casos debido
a las siguientes causas: presencia de material tumoral insuficiente,
necrosado, mal preservado o por no encontrarse material archivado. Por lo
tanto, la serie de tumores de cuello uterino incluida en este estudio quedd
conformada por 66 casos de carcinoma invasor de cuello uterino
diagnosticados entre 2000-05 mas 15 casos diagnosticados entre 1969 y

1998, lo que suma un total de 81 carcinomas cervicales.

Los 44 tejidos cervicales benignos (grupo control: 22 exocérvix y 22
endocérvix) se seleccionaron al azar y fueron registrados e informados en

este servicio durante el ano 2005.

En la Tabla N° 5, presentamos la descripcion de todos los casos de cancer
de cuello uterino y los controles de tejido cervical benigno incluidos en este

estudio.
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Tabla N° 5. Resumen de los casos y controles incluidos en este estudio.

Parametro Cancer de cuello Controles
uterino
NUmero de muestras 81 44

22 exocérvix

22 endocérvix

Diagnéstico histopatoldgico
(Tipo histoldgico)
Carcinoma epidermoide
62 (76.5%)

19 (23.5%)

Adenocarcinoma

Edad
Rango 28-79 afios 36-75 afios
Media (x) 50.67+13.62 afios 51.82+10.86 afios
Mediana 49 afios 47.50 afios
Grado de diferenciacién 62

tumoral en carcinoma escamoso:

13 (21%)
27 (43.5%)
14 (22.6%)

Bien diferenciado (BD)
Moderadamente diferenciado (MD)

Inmaduro (I)

0,
Inmaduro e indiferenciado (II) 8 (12.9%)
Subtipos histopatoldgicos de 19
adenocarcinoma cervical: 8 (42.1%)
0,
Endocervical 5 (26.3%)
o,
Endometrioide 1 (5.3%)
0,
Mucinoso 2 (10.5%)
0,
Papilar 3 (15.8%)
Villoglandular
Tamafo tumoral:
Rango 0,20 -8 cm
Media (x) 1,07 cm
Mediana 1,00 cm
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2.- HALLAZGOS CLINICOPATOLOGICOS. FRECUEN-
CIAS. ANALISIS BIVARIANTE.

2.1 CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS DE LOS CASOS
Y CONTROLES.

2.1.1 Edad.

La edad de la paciente para cada caso de cancer de cuello uterino se obtuvo
a partir del informe histopatoldgico realizado originalmente en este servicio,
dato que se recopilé en 58 casos. El rango de edad de las pacientes fue de
28 a 79 anos, con un valor promedio de 50,67 afios y una mediana de 49
anos. El siguiente grafico muestra la distribucion porcentual de los

carcinomas cervicales por intervalos de edad.

%% | 35-
293
30 1

25 |
20 |

15 4

10 4

Cancer cervical

‘EI 25-35 W 36-45 W 46-55 m 56-65 W >65

Grafico N° 1. Distribucién porcentual de los casos de cancer invasor de cuello
uterino por grupos de edad (afios). n=58.

Apreciamos que el mayor numero de pacientes con cancer invasor de cuello
uterino se encontrd en el intervalo de edad comprendido entre los 36 y 55
anos. Este cantidad incluye el grupo de 36 a 45 afos con 17 casos (29.3%)
en plena edad reproductiva y el grupo de los 46 a 55 afios con 14 casos
(24.1%). Luego, vemos que disminuye el niumero de casos en el intervalo

comprendido entre los 56 y 65 (13.8%) para luego volver a elevarse a
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partir de los 65 con 12 casos que representan un 20.7%, es decir, nos

encontramos con un segundo pico de edad.

Por lo tanto, la mayor proporcion de pacientes se encontré en el intervalo

de edad comprendido entre los 36 y 55 afnos, que representa el 53.4%.

El grupo control se encontraba en el rango de edad comprendido entre los
36 y 75 afos, con una edad promedio igual a 51.82 afios y mediana igual a
47.50 afos.

Cuando comparamos la edad de las pacientes con cancer de cuello uterino
con la edad de las pacientes cuyos tejidos sirvieron de controles nos
encontramos con grupos muy semejantes, sin diferencias significativas
entre ellos (p=0.725). La edad promedio para las pacientes con tumor fue
de 50.67+13.62 y para los controles 51.82+10.86 (tabla N© 3).

Ahora bien, si consideramos |la edad de las pacientes de acuerdo al tipo
histolégico de cancer cervical (grafico N° 2), encontramos la siguiente
distribucion sin diferencias importantes (p=0.778): la edad de las pacientes

con carcinoma epidermoide oscilé entre los 36 y 55 afios (agrupando las

dos proporciones de casos mas altas); en cambio, con los adenocarcinomas

cervicales, la mayor proporcion de casos se encontraba en dos grupos de
pacientes diferentes, un grupo cuya edad estaba entre los 36 y 45 afos y
otro correspondiente a las mayores de 65 anos. La mitad de las pacientes
(7/14) con adenocarcinoma cervical eran mujeres jévenes en edad

reproductiva.
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%
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14,3
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Carcinoma epidermoide Adenocarcinoma

m 25-35 m 36-45 m 46-55 m 56-65 m >65

Grafico N© 2. Distribucion porcentual de los tipos histopatoldgicos de cancer
invasor de cuello uterino por grupos de edad (afios).

2.1.2 Caracteristicas histopatoldgicas.

2.1.2.1 Tamaiio tumoral.

El dato correspondiente al tamafio de la pieza, sélo de tipo tumoral, se
obtuvo del informe histopatolégico macroscépico, encontrando asi que
nuestra serie de tumores de cancer de cuello uterino mostré un tamano
predominantemente pequefio, con un rango de 0,20 cm hasta 8 cm, con un

valor promedio de 1,46 cm y de mediana igual a 1 cm (tabla N° 5).

2.1.2.2 Diagnéstico histopatologico.

Los casos de cancer de cuello uterino se clasificaron siguiendo los criterios

de Blaustein (1994), obteniéndose la siguiente distribucién:
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(23.5%)
19

62
(76.5%)

‘l Carcinoma epidermoide B Adenocarcinoma ‘

Grafico N° 3. Distribucion porcentual de los casos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al diagnéstico histopatologico. n=81.

Como se aprecia en la grafica anterior, 62 tumores cervicales se encuentran

en la categoria diagndstica de carcinoma epidermoide (76.5%) y 19 en el

tipo histolégico de adenocarcinoma (23.5%).

Si consideramos los diferentes grados de diferenciacién tumoral en los
carcinomas epidermoides obtenemos la siguiente distribucién, que se ilustra
con el grafico N° 4. En la poblacion de carcinoma epidermoide de cuello
uterino de este estudio predomina el grupo de tumores moderadamente
diferenciados (MD) (43.5%), seguido de los bien diferenciados (BD)

(21%). El grupo de los carcinomas con menos diferenciacién quedd

conformado por 22.6% de los inmaduros (I) mas el 12.9% de los inmaduros

e indiferenciados (II).
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12-90/0 210/0
8 13

22.6%
14

27
43.5%

BDEMDEITII

Grafico N° 4. Distribuciéon porcentual de los casos de carcinoma epidermoide de

acuerdo al grado de diferenciacion tumoral. n=62. BD: bien diferenciado; MD:
moderadamente diferenciado; I: inmaduro; II: inmaduro e indiferenciado.

Por otra parte, considerando los subtipos histolégicos en los casos de

adenocarcinoma cervical obtenemos el siguiente grafico:

5.3%

15.8%

42.1%
8

2
10.5%

26.3%

W Endocervical i Endometroide 1= Papilar ® Villoglandular m Mucinoso

Grafico N° 5. Distribucion porcentual del los casos de adenocarcinoma cervical de
acuerdo al subtipo histolégico. n=19.
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La mayor proporcién de adenocarcinomas pertenece al tipo endocervical

(42.1%), seguido de los adenocarcinomas endometrioides (26.3%); los
tipos villoglandular y papilar alcanzaron porcentajes el 15.8% y 10.5%,

respectivamente; el 5.3% restante representa a un tipo mucinoso.

Asi pues, el tipo histoldgico de cancer de cuello uterino encontrado con
mayor frecuencia en este estudio fue el carcinoma epidermoide
moderadamente diferenciado, diagndstico que representa cerca de la mitad
de la poblacion tumoral estudiada (43.5%); el adenocarcinoma de tipo

endocervical resulté el mas frecuente en este subgrupo (42.1 %).

El diagndstico histopatoldgico correspondiente a los 22 controles de cuello
uterino consistio en: 1 cuello uterino normal, 16 con diagndstico de
metaplasia escamosa, 2 con cervicitis crénica, 2 con cervicitis quistica y 1

con hiperplasia cervical quistica.
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3.-HALLAZGOS INMUNOHISTOQUIMICOS. FRECUEN-
CIAS, ANALISIS BIVARIANTE, CORRELACIONES.

La evaluacién de la respuesta inmunohistoquimica de los casos y controles
se realizd basandonos en la escala semicuantitativa previamente establecida
para este fin. Ademas, se realizd en determinados anticuerpos, una
apreciacion cualitativa de la intensidad de la tincidn, que varié entre nicleos
palidos hasta nucleos intensamente tefiidos. Lo mismo se hizo para el

citoplasma o la membrana celular.

Los casos y controles en los cuales no fue posible realizar la evaluacién
inmunohistoquimica (no valorable, NV) se debieron a que la presencia de
las células tumorales en el disco tisular no alcanzaba al nimero minimo de
100 células debido a que el circulo estaba desintegrado, porque estaba
conformado sdlo por estroma o simplemente habiamos perdido el tejido

tumoral.

Todos los controles de reactividad conocida, tanto negativos como positivos,
incluidos en las micromatrices tisulares respondieron a los anticuerpos como
se esperaba. De igual forma lo hicieron aquellos utilizados como controles

externos aparte de los anteriormente mencionados.

A continuaciéon exponemos los hallazgos inmunohistoquimicos para cada
biomarcador incluyendo el andlisis de frecuencias y una breve descripcion
de lo observado durante el andlisis, tanto para los casos de cancer cervical
como para los controles, ilustrados con microfotografias. Los apartados N©
3.8 y 3.9 contienen las tablas que resumen los hallazgos
inmunohistoquimicos en los tipos histoldgicos de cancer cervical separados
de acuerdo al grado de diferenciacién tumoral en el caso de los carcinomas
epidermoides (apartado N° 3.8) y en los diferentes subtipos histoldgicos
de adenocarcinoma cervical (apartado N° 3.9), que conforman el material

de nuestro estudio.

A fin de tener una apreciacion global de los hallazgos inmunohistoquimicos,

en las siguientes tablas se resume por separado la frecuencia de la
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inmunoreactividad del panel de biomarcadores evaluados en este estudio,
para tumores y controles, resaltando el mayor porcentaje de reactividad, ya

sea positiva o negativa:

Tabla N° 6. Frecuencia de la inmunoreactividad de los biomarcadores en la serie de
casos de cancer de cuello uterino.

Cancer de cuello uterino

Biomarcador Positiva n(%) Negativa n(%)

Ki-67 80(100) -
Ciclina D1 25(32.1) 53(67.9)
pRb 24(30) 56(70)
pl6 62(79.5) 16(20.5)
p21 42(52.5) 38(47.5)
p27 42(53.2) 37(46.8)
Ciclina E 6(7.7) 72(92.3)
p53 3(3.9) 74(96.1)
MDM-2 79(100) -
Bax 52(67.5) 25(32.5)
Bcl-2 3(3.7) 78(96.3)
Cadherina-E 59(76.6) 18(23.4)
CD44s 70(90.9) 7(9.1)
CD44v3 79(97.5) 2(2.5)
Ubicuitina 79(98.7) 1(1.3)
CK 78(97.5) 2(2.5)
CEA 70(89.7) 8(10.3)
Telomerasa 41(52.6) 37(47.4)
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Tabla N© 7. Frecuencia de la inmunoexpresion de los biomarcadores en la serie de

tejido cervical benigno (controles) incluida en este estudio.

Controles

Biomarcador Positiva n(%) Negativa n(%)

Ki-67 44(100) =
Ciclina D1 37(100) -
pRb 1(2.6) 37(97.4)
pl6 9(20.5) 35(79.5)
p21 2(4.7) 41(95.3)
p27 15(36.6) 26(63.4)
Ciclina E - 44(100)
p53 - 44(100)
MDM-2 22(50) 22(50)
Bax - 44(100)
Bcl-2 - 44(100)
Cadherina-E 34(77.3) 10(22.7)
CD44s 36(81.8) 7(18.2)
CD44v3 36(81.8) 8(18.2)
Ubicuitina 33(76.8) 10(23.2)
CK 44(100) -
CEA 44(100) -
Telomerasa 10(22.7) 34(77.3)
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3.1 Actividad proliferativa. Expresion de Ki-67(MIB-1).

Para determinar la actividad proliferativa en nuestra serie de tumores y
controles mediante la inmunoexpresién del antigeno Ki-67, consideramos
positivas aquellas muestras con tincion nuclear. Si estas mostraban menos

del 5% de las células tefidas, la inmunoreactividad se consider6 baja.

La expresion inmunohistoquimica de Ki-67 pudo evaluarse en 80/81 de los
casos de cancer de cuello uterino de nuestra serie, los cuales revelaron
diferentes porcentajes de inmunoreactividad, en 19(23.8%) casos fue de
baja expresion y en el resto de los casos fue entre moderada y muy alta,
61(76.2%). Los 44 controles cervicales fueron valorables y la respuesta
nuclear fue positiva para este anticuerpo en menos del 25% de las células

epiteliales. Estos resultados se resumen en la tabla N° 8.

Tabla N© 8. Expresion de la Ki-67 en los casos de cancer cervical y controles
incluidos en este estudio.

Positivos Negativos
Ki-67 N°(%) NO(%)
Casos 80(100%) -
Controles 44(100%) -

Al comparar la expresién de Ki-67 en los tumores y controles, la diferencia
fue estadisticamente significativa (p=0.008). El 100% de los tumores vy
controles fueron reactivos para Ki-67, pero los controles mostraron
expresion en <25% de las células cervicales inmaduras, que mas adelante
se describe con detalle, y en cambio los tumores fueron desiguales

(reactividad entre baja y muy alta).

La distribucién de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células tefiidas para Ki-67 se resume en la tabla
N 9. 61 (76.3%) eran carcinomas epidermoides y 19 (23.8%)
adenocarcinomas. En general, los casos demostraron heterogeneidad en la
expresion de Ki-67 que se detalla a continuacion, destacando los intervalos

que demuestran una actividad proliferativa entre moderada y alta, pero sin
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diferencias significativas (p=0.441):

Tabla N° 9. Expresiéon de Ki-67 en los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino
de acuerdo al porcentaje de reactividad celular.

Expresion Carcinoma Adenocarcinoma Total

Ki-67 N°(%) N°(%) No
Menos del 5%(baja) 14(23%) 5(26.3%) 19
Entre 5 y menos 25%(moderada) 16(26.2%) 6(31.6%) 22
Entre 25 y menos 50%(alta) 19(31.1%) 6(31.6%) 25
Mas de 50%(muy alta) 12(19.7%) 2(10.5%) 14
Total 61 19 80
p= 0.441

Aunque no hubo diferencias significativas entre los tipos histoldgicos de
tumor y la expresion de Ki-67, se aprecia que los adenocarcinomas
endocervicales tienen mayor actividad de proliferacion celular que los
carcinomas epidermoides. La figura N© 21 ilustra la expresion del indicador

de proliferacién celular en tumores cervicales invasores.

La actividad proliferativa en los carcinomas epidermoides de este estudio
estaba incrementada. El 100% de ellos mostraron reactividad para Ki-67
aunque de forma heterogénea segun la morfologia. En todos los grados de
diferenciacion tumoral hubo desde baja expresion hasta muy alta expresion:
la mayor reactividad fue en los carcinomas epidermoides BD (84.6%),
seguido de los I (78.6%), MD (74.1%) y, con menos expresion de Ki-67, los
II (71.4%). Este altimo grupo presentd mayor proporcién de casos con
menos del 5% de las células tumorales tefiidas, con lo cual fue el que
menos expresé el antigeno de proliferacién celular, aunque sin diferencias

significativas (p=0.781).

La expresion de Ki-67 en los adenocarcinomas cervicales fue del 100%, la
mayor proporcion de casos mostrd tincidn entre baja y moderada. Si
agrupamos los casos en los que mostraron tincién en menos del 25% de las
células tumorales y los que mostraron tincion en mas del 25% de las células

tumorales, tenemos Ilos siguientes resultados: 57.89% (11/19) con
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reactividad entre baja y moderada; 42.1% (8/19) con reactividad entre alta
y muy alta, aunque sin diferencias significativas (p=0.867). Los
adenocarcinomas endocervicales (42.1%) y los endometrioides (26.3%)

fueron los que demostraron mayor actividad proliferativa.

La respuesta nuclear al anticuerpo MIB-1 en el tejido epitelial del exocérvix
benigno estuvo limitada al estrato profundo del epitelio poliestratificado
plano, tanto en las células basales como las parabasales. En los estratos
intermedio y superficial predominé la negatividad ante este anticuerpo
(figura N© 22a). Por el contrario, el tejido endocervical mostré reaccion
nuclear esporadica representativa de actividad proliferativa baja, algunos
nucleos de las células del estroma se tifieron con este anticuerpo (figura N©
22b).
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Figura N© 21. Expresion de Ki-67 en cancer de cuello uterino: a
carcinoma epidermoide (10x), b adenocarcinoma endocervical tipo
villoglandular (40x).
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Figura N© 22. a. Ki-67 en exocérvix benigno. Los nucleos de las células
maduras y bien diferenciadas son negativos ante el anticuerpo MIB-1. b Ki-

67 con expresion focal en endocérvix normal, se tifien algunos nucleos del

estroma (Ambas 20x).
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3.2 Reguladores del ciclo celular.

3.2.1 CICLINA D1.

La expresidn inmunohistoquimica de la ciclina D1 fue considerada positiva
cuando observamos tincién densa a nivel del nucleo. Dicha evaluacién pudo
llevarse a cabo en 78/81 de los casos de cancer de cuello uterino de nuestra
serie; de estos 25(32.1%) revelaron inmunoreactividad para la ciclina D1 y
53(67.9%) casos no mostraron ningun tipo de respuesta para este
antigeno. De los 44 controles cervicales fueron valorables 37 y todos ellos
fueron positivos para ciclina D1. Estos resultados se muestran en la tabla N©
10.

Tabla N° 10. Expresién de la ciclina D1 en los casos de cancer cervical y controles
incluidos en este estudio.

Positivos Negativos
Ciclina D1 No(%) No(%)
Casos 25(32.1%) 53(67.9%)
Controles 37(100%) -

Al comparar la expresién de la ciclina D1 en los tumores y controles, la
diferencia fue estadisticamente muy significativa (p<0.0002), siendo los

controles completamente positivos.

La distribucidn de los carcinomas cervicales con o sin expresién de la ciclina
D1 de acuerdo al diagndstico histopatoldgico se muestra en la tabla N° 11.
El 68.9% de los carcinomas epidermoides y el 64.7% de los
adenocarcinomas resultaron negativos. No hubo diferencias

estadisticamente significativas (p=0.750).
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Tabla N°11. Expresion de la ciclina D1 de acuerdo al diagndstico histopatoldgico.

Ciclina D1
Tipos Positivos Negativos Total
Histol6gicos N°(%) No(%)
Carcinoma epidermoide 19(31.1%) 42(68.9%) 61
Adenocarcinoma 6(35.3%) 11(64.7%) 17
Total 25 53 78

p= 0.750

La mayor proporcién de casos de carcinoma cervical (21/25) con reactividad
positiva para la ciclina D1 mostraron tincion entre el 5-25% (+) de las
células malignas. El patréon de tincidn fue granular fino y difuso. No se

aprecio tincion citoplasmatica (figura N°© 23).

La inmunoexpresion de la ciclina D1 en los carcinomas epidermoides fue
reducida (31.1%) y con porcentajes de positividad semejantes entre los
grupos. Los mas expresivos fueron los BD(38.5%) y los I1I(37.5%),
disminuyendo la expresion en los 1(30.8%) y MD(25.9%). No hubo
diferencias significativas (p=0.996).

La ciclina D1 se expresé en el 50% tanto de los adenocarcinomas
endocervicales como de los endometrioides y sin respuesta en los papilares,

villoglandulares y en el mucinoso (p=0.240).

En el tejido benigno del exocérvix, la inmunorespuesta para la ciclina D1
dejé ver nucleos tefiidos pero palidos, dispersos en los 2/3 inferiores del
espesor epitelial, fundamentalmente en el estrato basal y parabasal asi
como las células intermedias bajas. Cerca ya de la superficie epitelial, los
nucleos de las células intermedias altas y superficiales asi como los nucleos
de las células del estroma, no mostraban coloracion (figura N° 24, a). A
nivel endocervical, también la tincidon nuclear fue palida al lado de nucleos

completamente incoloros, observacion que se ilustra en la figura N° 24. b.
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Figura N° 23. Expresién de la ciclina D1 en cancer de cuello uterino. a.
Carcinoma epidermoide. b. Adenocarcinoma endocervical. (Ambas 40x).
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Figura N© 24. Expresion de la ciclina D1 en tejido cervical benigno. a. En
exocérvix se tifien fundamentalmente nucleos del estrato basal y parabasal.
b. En endocérvix, la tincion nuclear es focal al lado de nucleos incoloros.
(Ambas 20x.)
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3.2.2 PROTEINA pRb.

Durante la evaluacidon de la expresion inmunohistoquimica de la proteina
pRb, se consideraron positivas solo aquellas células con tincién nuclear.
Dicha evaluacion pudo llevarse a cabo en 80/81 de los casos de cancer de
cuello uterino incluidos en este estudio; de estos, el 30% reveld
inmunoreactividad para la pRb y el 70% no mostrd ningln tipo de respuesta
para este antigeno. De los 44 controles cervicales fueron evaluados 38:
2.6% respondieron positivamente mientras que en el 97.4% no hubo

respuesta, como se aprecia en la tabla N© 12.

Tabla N© 12. Expresion de la proteina pRb en los casos de cancer cervical y
controles incluidos en este estudio.

Positivos Negativos

PRb NO(%) NO(%)
Casos 24(30%) 56(70%)
Controles 1(2.6%) 37(97.4%)

Al comparar la expresién de la pRb en los tumores y controles, la diferencia
fue estadisticamente muy significativa (p=0.001), siendo los controles mas

frecuentemente negativos que los tumores.

La distribucidon de los carcinomas cervicales con o sin expresién de pRb de
acuerdo al diagndstico histopatolégico se muestra en la tabla N° 13. El
76.3%(61) correspondia a carcinomas epidermoides y el 23.8%(19) a
adenocarcinomas. De los 56 casos de cancer de cuello uterino que
resultaron negativos, los carcinomas epidermoides alcanzaron el 65.6% vy
los adenocarcinomas el 84.2%, no encontrandose diferencias

estadisticamente significativas (p=0.125).
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Tabla N© 13. Expresion de la pRb de acuerdo al diagndstico histopatoldgico.

PRb
Tipos Positivos Negativos Total
histologicos N°(%) NO(%)
Carcinoma epidermoide 21(34.4%) 40(65.6%) 61
Adenocarcinoma 3(15.8%) 16(84.2%) 19
Total 24 56 80

p= 0.125

La mayoria de los casos de cancer cervical (20/24) positivos para la pRb
mostraron tincion entre el 5-25% (+) de las células malignas y sélo 4 casos
mostraron ++ de reactividad. Se observd, ademas, que la distribucidn de la
inmunotincién fue irregular, inclusive variando de un area a otra dentro de
un mismo tumor (nucleos palidos al lado de nucleos mas densos). Hubo
casos: 7 carcinomas epidermoides y 5 adenocarcinomas, que mostraron

tincion Unicamente a nivel citoplasmatico, por lo que fueron incluidos dentro

de los casos negativos para la expresion de la pRb. La reactividad positiva

en los carcinomas cervicales para la pRb se ilustra en la figura N° 25.

La inmunoexpresion de la pRb en el carcinoma epidermoide estaba reducida
(34.4%) y ademas era heterdgenea entre los distintos grupos de grado de
diferenciacion, aunque no encontramos diferencias significativas (p=0.134).
Los BD 7/13(53.8%) y los I 5/14(35.7%) mostraron mayor expresiéon que
los MD 8/27(29.6%) y los II 1/7(14.3%). En cuanto a la localizacién celular
de la expresién de la pRb, tampoco hubo diferencias significativas,
predominando la expresién nuclear (p=0.464). El 46.1% (6/13) de los BD
expresaron la pRb en el nucleo (incluyendo los que la expresaron solo en
nucleo mas los que mostraron expresién N/C), seguido del 35.7% (5/14) de
los I, 29.6% (8/27) de los MD y 14.3% (1/7) de los II. Llamo la atencion,
que el 14.3%(1/7) de los II presentd tincion citoplasmatica de la pRb
semejante al 14.8%(4/27) de los MD.

El 25% de los adenocarcinomas endocervicales y el 20% de los
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endometrioides revelaron respuesta nuclear ante el anticuerpo contra pRb;
el resto de los casos fueron negativos y no hubo diferencias significativas
(p=0.358). La localizacién de la inmunoexpresion de la pRb en los
diferentes subtipos histoldgicos de adenocarcinoma fue predominantemente
citoplasmatica y considerada negativa. La expresidon a nivel nuclear se
observd en el 25%(2/8) de los endocervicales y en el 20%(1/5) de los
endometrioides (p=0.936).

La expresiéon inmunhistoquimica de la proteina pRb en la mucosa cervical
benigna mostré expresién de intensidad moderada en los nucleos del
estrato profundo, principalmente en las células con mayor actividad
proliferativa y en algunos del estrato intermedio. Luego fue disminuyendo
hasta desaparecer a medida que las células se acercan a la superficie
epitelial (figura N°© 26. a). Los nucleos de las células endocervicales
adyacentes a la membrana basal tomaron la tincién levemente, lo cual
también pudo verse en algunos casos a nivel citoplasmatico (figura N° 26.
b).
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Figura NO 25. Expresién de pRb en cancer de cuello uterino. a. Carcinoma
Epidermoide. (20x). b. Adenocarcinoma endocervical (40x).
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Figura N© 26. Expresiéon de la pRb en tejido cervical benigno. a. Los ndcleos
del estrato profundo y algunos del estrato intermedio muestran positividad.
b. En el endocérvix se aprecia reactividad leve nuclear y citoplasmatica, se
tinen algunos nucleos del estroma. (Ambas 20x).
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3.2.3 PROTEINA p16INK4a.

Se considerd inmunoreactividad positiva contra la proteina p16 si los
nlcleos y/o citoplasmas celulares mostraban tincidn. La evaluacién de la
inmunoexpresion de la p16 pudo llevarse a cabo en 78/81 de los casos de
cancer de cuello uterino. De los 78 casos, 62(79.5%) revelaron
inmunoreactividad para la p16 y 16(20.5%) no mostraron ningun tipo de
respuesta. Los 44 controles cervicales fueron evaluados para este
anticuerpo y los porcentajes de reactividad positiva y negativa fueron
coincidencialmente opuestos a los determinados en los tumores: 20.5%

positivos y 79.5% negativos, como se aprecia en la siguiente tabla:

Tabla N© 14, Expresién de la proteina pl6 en los casos de cancer cervical y
controles incluidos en este estudio.

Positivos Negativos

p16INK4a Ne(%) No(%)
Casos 62(79.5%) 16(20.5%)
Controles 9(20.5%) 35(79.5%)

Al comparar la expresién de la p16 en los tumores y controles, la diferencia
fue estadisticamente muy significativa (p<0.0001) ya que los tumores

sobrexpresaron la p16 en comparacién con los controles.

La distribucién de los carcinomas cervicales con o sin expresion de p16 de
acuerdo al diagndstico histopatoldgico se muestra en la tabla NO© 15.
61(78.2%) casos eran carcinomas epidermoides y 17(21.8%)
adenocarcinomas. 16 casos de cancer de cuello uterino resultaron
negativos: 18% carcinomas epidermoides y 29.4% adenocarcinomas, sin

diferencias estadisticamente significativas (p=0.874)
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Tabla N© 15. Expresién de la p16 de acuerdo al diagndstico histopatoldgico.

pl6
Tipos Positivos Negativos Total
histologicos N©(%) No(%)
Carcinoma epidermoide 50(82%) 11(18%) 61
Adenocarcinoma 12(70.6%) 5(29.4%) 17
Total 62 16 78

p= 0.874.

La distribucion de los tipos histolégicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células malignas tefnidas para la p16 (tabla N° 16)
revelé que la menor proporcion de casos de ambos tipos histoldgicos (22),

mostraba tincion entre el 5-25% de las células (+): 19(31.1%) carcinomas

epidermoides y 3(17.6%) adenocarcinomas. Por el contrario, 31 carcinomas

epidermoides y 9 adenocarcinomas mostraron mas del 25% (++/+++) de

las células tefidas. Como se puede observar, en estos intervalos no
encontramos diferencias estadisticamente significativas (p=0.874). A pesar
de ello, resalta que los adenocarcinomas mostraron mayor porcentaje de
casos con +++ de reactividad (35.3%) que los carcinomas epidermoides
(21.3%), lo que indica que la produccion de la p16 es mas acentuada en

ese tipo histoldgico.
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Tabla N© 16. Distribucion de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células tefidas para la p16.

Expresion Carcinoma Adenocarcinoma
p16 N°(%) N°(%)
+ 19(31.1%) 3(17.6%)
++ 18(29.5%) 3(17.6%)
+++ 13(21.3%) 6(35.3%)
Total 50 12
p= 0.874

De los 50 casos de carcinoma epidermoide, 48(78.7%) mostraron expresion

de la p16 en el nucleo y 2(3.3%) en el citoplasma. Los 12 adenocarcinomas

(70.6%) expresaron la pl6 sbélo a nivel nuclear. No se observaron
diferencias significativas entre ambos tipos histopatoldgicos (p=0.225),
como se aprecia en la tabla N° 17. No hubo casos con tincion en ambos
compartimientos celulares. La figura N° 27 es un ejemplo de la localizacién
celular de p16. En los carcinomas, la intensidad de la tincidn nuclear fue
entre moderada y marcada, mostrando inclusive irregularidad de Ia
expresion dentro de un mismo tumor; en los citoplasmas se mostré clara y

homogénea. En los adenocarcinomas fue menos intensa.
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Tabla N© 17. Distribucion de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo a la localizacion celular de la expresién de p16.

Localizacion Carcinoma Adenocarcinoma
pl6 N°(%) N°(%)
Nuclear 48(78.7%) 12(70.6%)
Citoplasmatica 2(3.3%) -
Total 50 12
p= 0.225

No encontramos diferencias significativas (p=0.776) en la sobrexpresién de
pl6 en relacion al grado de diferenciacién tumoral de los carcinomas
epidermoides. Sin embargo, la mayor proporcidon de casos con expresion de
pl6 (con células malignas tenidas entre el 5-50%) correspondié a 12/13
carcinomas epidermoides BD (92.3%), seguida de 12/14 carcinomas
epidermoides I (85.7%). El 78.7%(48/61) de los carcinomas epidermoides

mostrd localizacidn nuclear. Sélo en los tumores de mayor diferenciacién se

observd ubicacion citoplasmatica (BD 7.7%; MD 3.7%), sin que existieran

diferencias importantes (p=0.183).

Hubo sobrexpresion de p16 en el 100% (1 caso) de tipo mucinoso al igual
que los endometrioides, en el 75% de los adenocarcinomas endocervicales y
en el 50% de los villoglandulares. Los de tipo papilar fueron negativos para
esta proteina, sin diferencias significativas (p=0.861). En cuanto a la
localizacién de la sobrexpresion de p16 fue a nivel nuclear en 70.6%(12/17)
adenocarcinomas. Esta localizacion se observo en los 4/4 endometrioides
(100%), en el mucinoso (100%), en 6/8 endocervicales (75%) y en 1/2
casos del tipo villoglandular (50%). No hubo diferencias significativas entre

estos subtipos histoldgicos (p=0.950).

La inmunoreactividad para p16 en el tejido cervical benigno reveld las
siguientes caracteristicas: el exocérvix mostré algunos nucleos tenidos
sobre todo en el estrato basal, con ausencia de reactividad en las capas
superiores; a nivel del estroma encontramos tincién focal (figura N° 28 a).
La tincidn nuclear fue esporadica en las células endocervicales (figura N©

28. b). No se observo tincion citoplasmatica.
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Figura N© 27. Localizacién celular de la expresién de la p16INK4a en: a y
b. carcinoma epidermoide (40x). c. Adenocarcinoma endocervical (20x).

N=nuclear, C=citoplasmatica.
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Figura NO© 28 a. Expresion de p16INK4a en exocérvix benigno. Los nucleos
del estrato basal son positivos (20x). b. En el endocérvix benigno se
aprecian algunos nucleos con tincién palida positiva, también se tifien

ndcleos en el estroma (40x).
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3.2.4 PROTEINA p21WAF1.

Durante la evaluacion de la expresion inmunohistoquimica de la proteina
p21, se consideraron positivos aquellos casos con tincién a nivel nuclear.
Dicha evaluacién pudo llevarse a cabo en 80/81 de los casos de cancer de
cuello uterino incluidos en este estudio; de estos, 52.5% revelaron
inmunoreactividad para la p21 y 47.5% de los casos no mostraron ningun
tipo de respuesta para este antigeno. De los 44 controles cervicales, fueron
evaluados 43: el 4.7% respondid positivamente mientras que en el 95.3%

no hubo respuesta. Estos resultados se muestran en la tabla N© 18.

Tabla N© 18. Expresion de la proteina p21 en los casos de cancer cervical vy
controles incluidos en este estudio.

p21 Positivos Negativos
Casos 42(52.5%) 38(47.5%)
Controles 2(4.7%) 41(95.3%)

Al comparar la expresidén de la p21 en los tumores y controles, la diferencia
fue estadisticamente muy significativa (p<0.0001) ya que los tumores

sobrexpresaron la p21 en comparacién con los controles.

La distribucion de los carcinomas cervicales con o sin expresion de p21 de
acuerdo al diagnodstico histopatoldgico se muestra en la tabla N° 19. De
acuerdo al tipo histoldgico de tumor, observamos que hay una mayor
expresion de la p21 en los casos de carcinoma epidermoide (60.7%) que en
los adenocarcinomas (39.3%), y que es estadisticamente significativa
(p=0.036). En la figura N° 29 podemos apreciar la reactividad positiva para
la proteina p21 en algunos de los casos de cancer de cuello uterino de este

estudio.
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Tabla N© 19. Expresion de la p21 de acuerdo al diagndstico histopatoldgico.

p21
Tipos Positivos Negativos Total
histologicos
Carcinoma epidermoide 37(60.7%) 24(39.3%) 61
Adenocarcinoma 5(26.3%) 14(73.7%) 19
Total 42 38 80

p=0.036

La distribucién de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células malignas tefiidas para la p21 (tabla N° 20),
reveld que la mayor proporcidon de casos de ambos tipos histoldgicos (23)

mostraba tincion entre el 5-25% de las células (+): 21(34.4%) carcinomas

epidermoides y 2(10.5%) adenocarcinomas. Asi mismo, entre el 25-50%

(++) de las células tefiidas se aprecido en 16(26.2%) carcinomas
epidermoides y 3(15.8%) adenocarcinomas. Como se puede apreciar, en
ambos intervalos encontramos diferencias estadisticamente significativas
(p=0.036), resaltando que predominan los casos con + de reactividad, es

decir, pocas células expresan la p21.

La intensidad de la tincidon para la p21 en los tumores cervicales fue entre
moderada y marcada, con un patréon granular fino. Hubo tincién esporadica

en nucleos del estroma (figura N° 29).
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Figura N° 29. Inmunoexpresion de la p21WAF1 en cancer de cuello uterino.
a. Carcinoma epidermoide. b. Adenocarcinoma endocervical. (Ambas 40x).
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Tabla N© 20. Distribucion de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células tefidas para la p21.

Expresion Carcinoma Adenocarcinoma
p21 N©°(%) N©°(%)
+ 21(34.4%) 2(10.5%)
++ 18(29.5%) 3(17.6%)
Total 50 12
p=0.036

La sobrexpresidon de la p21, entre el 5-50% de las células tumorales, fue
mayor en los carcinomas epidermoides MD (74.1%) seguido de los I
(57.1%) e II (42.9%), con lo cual a mayor indiferenciaciéon podemos ver
menor expresion de p21, aunque estas diferencias no fueron significativas

(p=0.226). Los BD también mostraron menos expresion de p21 (46.2%).

La proteina p21 se expresd en proporciones semejantes entre los subtipos
histoldgicos de adenocarcinoma sin diferencias significativas (p=0.605). Los
endometrioides mostraron el mayor porcentaje de expresion, equivalente al
40%, seguidos de los villoglandulares con 33.3% vy los endocervicales con
25%. Los papilares y el mucinoso no mostraron reactividad para esta

proteina.

El epitelio escamoso benigno presentd nucleos tefidos esporadicamente
para p21, los cuales se distribuyeron en el estrato germinal con leve
intensidad, casi imperceptible (figura N° 30.a). La totalidad de los epitelios
endocervicales normales y del estroma cervical carecian de reaccidon ante el

anticuerpo frente a p21 (figura N° 30.b).
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Figura N© 30. Expresidén de p21WAF1. a. En exocérvix benigno,
los nucleos del estrato germinal son positivos. b. Endocérvix
normal negativo. (Ambas 20x).
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3.2.5 PROTEINA p27CIP1.

Durante la evaluacidon de la expresion inmunohistoquimica de la proteina
p27, se consideraron positivos aquellos casos con tincién a nivel nuclear.
Dicha evaluacion pudo llevarse a cabo en 79/81 de los casos de cancer de
cuello uterino incluidos en este estudio; de estos, 53.2% revelaron
inmunoreactividad para la p27 y 46.8% no mostraron ningun tipo de
respuesta para este antigeno. De los 44 controles cervicales, fueron
evaluados 41: el 36.6% respondid positivamente mientras que en el 63.4%

no hubo respuesta, como se aprecia en la tabla N© 21.

Tabla N© 21. Expresion de la proteina p27 en los casos de cancer cervical vy
controles incluidos en este estudio.

p27 Positivos Negativos
Casos 42(53.2%) 37(46.8%)
Controles 15(36.6%) 26(63.4%)

Al comparar la expresién de la p27 en los tumores y controles, la diferencia
fue estadisticamente muy significativa (p=0.006) pues el porcentaje de

negatividad en los controles fue mayor que en los tumores.

La distribucion de los carcinomas cervicales con o sin expresion de p27 de
acuerdo al diagndstico histopatoldgico se muestra en la tabla No° 22.
Considerando el tipo histoldgico de tumor, observamos que la expresion de
la p27 es muy semejante en los casos de carcinoma epidermoide (52.5%)
con respecto a los adenocarcinomas (55.6%), con un valor de p=0.852. En
la figura N© 31 podemos apreciar la reactividad positiva para la proteina p27

en algunos de los casos de cancer de cuello uterino estudiados.
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Tabla N© 22. Expresion de la p27 de acuerdo al diagndstico histopatoldgico.

p27
Tipos Positivos Negativos Total
histolégicos
Carcinoma epidermoide 32(52.5%) 29(47.5%) 61
Adenocarcinoma 10(55.6%) 8(44.4%) 18
Total 42 37 79
p=0.852

La distribucién de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células malignas tefiidas para la p27 (tabla N° 23),
reveld que la mayor proporcidon de casos de ambos tipos histoldgicos (25)

mostraba tincion entre el 5-25% de las células (+): 19(31.1%) carcinomas

epidermoides y 6(33.3%) adenocarcinomas. Asi mismo, mas del 25%

(++/+++) de las células tefidas se estimdé en 13(21.3%) carcinomas
epidermoides y 4(22.2%) adenocarcinomas. Como se aprecia, en ambos
intervalos no encontramos diferencias estadisticamente significativas
(p=0.852), resaltando que pocas células tumorales expresan la proteina
p27.

Tabla N© 23, Distribucién de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células tefiidas para la p27.

Expresion Carcinoma Adenocarcinoma
p27 N°(%) N°(%)
+ 19(31.1%) 6(33.3%)
++ 13(21.3%) 4(22.2%)
Total 32 10
p=0.852
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Figura N° 31. Expresién de la p27CIP en cancer cervical. a y b.
Carcinoma epidermoide (40x). c. Adenocarcinoma endocervical
(20x).
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Las células tumorales mostraron tincion con intensidad entre moderada y
marcada. En los carcinomas epidermoides con poca diferenciacion, la
intensidad fue disminuyendo junto con las células tefiidas. En el estroma se

pudo apreciar algunos nucleos reactivos para p27 (linfocitos).

La p27 se expresé mas en los carcinomas epidermoides MD(63%) seguido
en igual proporcion (57.1%) de los I y de los II. Hubo diferencia
significativa (p=0.035) en comparaciéon con los BD, los cuales mostraron
tincion para la p27 en el 23% de los casos, es decir, a mayor diferenciacion

hay menor expresién de p27.

La expresién de la proteina p27 estaba incrementada entre los subtipos
histoldgicos de adenocarcinoma, sin diferencias entre ellos (p=0.821). La
distribucién fue como sigue: 100% en el mucinoso, 62.5% los
endocervicales, 50% para el subtipo papilar y para el villoglandular vy,
finalmente, con menos porcentaje de expresion, el subtipo endometrioide
(40%).

El epitelio escamoso benigno no mostré reactividad para p27 en los estratos
cuyas células son inmaduras. Sin embargo, se pudieron apreciar nucleos
dispersos densos a medida que el epitelio se hacia mas diferenciado, sobre
todo a nivel del estrato intermedio y con menor proporcion en el superficial.
También se observaron nucleos linfocitarios positivos a nivel del estroma
(figura N° 32.a). En el endocérvix no hubo reaccion ante este anticuerpo,

aunque se observd tincidn en los nucleos de los linfocitos (figura N© 32.b).
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Figura N© 32. Expresion de p27CIP1. a. En exocérvix benigno, los nucleos
de los estratos mas maduros son reactivos (40x). b. Endocérvix normal
negativo. En el estroma se observaron nucleos positivos (20x).
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3.2.6 CICLINAE.

La expresidon inmunohistoquimica de la ciclina E fue considerada positiva
cuando observamos tincion marrén a nivel del ndcleo. Dicha evaluacién
pudo llevarse a cabo en 78/81 de los casos de cancer de cuello uterino de
nuestra serie; de estos, 6 que representan el 7.7% revelaron
inmunoreactividad para la ciclina E y 72(92.3%) no mostraron ningun tipo
de respuesta para este antigeno. Los 44 controles cervicales fueron
valorados y todos resultaron negativos para ciclina E, datos que resumimos

en la siguiente tabla.

Tabla N© 24, Expresién de la ciclina E en los casos de cancer cervical y controles
incluidos en este estudio.

Ciclina E Positivos Negativos
Casos 6(7.7%) 72(92.3%)
Controles - 44(100%)

Al comparar la expresion de la ciclina E en los tumores y controles no hubo
diferencias estadisticamente significativas (p=0.060) ya que el porcentaje

de negatividad fue semejante entre ambos.

La distribucidén de los carcinomas cervicales con o sin expresién de la ciclina
E de acuerdo al diagndstico histopatoldgico se muestra en la tabla N° 25:
60(76.9%) eran carcinomas epidermoides y 18(23.1%) adenocarcinomas.
72/78(92.3%) casos de cancer de cuello uterino resultaron negativos y
correspondieron al 90% de los carcinomas epidermoides y 100% de los
adenocarcinomas. No hubo diferencias estadisticamente significativas
(p=0.167).
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Tabla N© 25. Expresion de la ciclina E de acuerdo al diagndstico histopatoldgico.

Ciclina E
Tipos Positivos Negativos Total
histologicos
Carcinoma epidermoide 6(10%) 54(90%) 60
Adenocarcinoma - 18(100%) 18
Total 6 72 78

p=0.167

La inmunoreactividad para la ciclina E predomind en nuestra serie de
tumores del cuello uterino, sobre todo en los de origen glandular que en su
totalidad no respondieron a este anticuerpo. La figura N° 33 muestra uno
de los pocos casos de carcinoma epidermoide con inmunoreactividad

positiva (+) para la ciclina E y un adenocarcinoma totalmente negativo.

La expresién de la ciclina E en los carcinomas epidermoides de este estudio
no mostré diferencias significativas entre los grupos de distintos grados
madurativos (p=0.417). Los BD presentaron mayor expresion de la ciclina E
(16.7%) seguidos de los II (12.5%) y MD (11.5%). Curiosamente los I no

mostraron ningun tipo de reaccién contra la ciclina E.

La ausencia de la inmunoexpresién de la ciclina E en los adenocarcinomas

cervicales fue la caracteristica principal.

La mucosa cervical benigna, tanto exo como endocervical, no manifesté

ninguna reaccion para la ciclina E (figura N° 34).
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Figura N© 33. Expresion de la ciclina E en cancer cervical. a. Carcinoma
epidermoide con reactividad (+). B. Adenocarcinoma endocervical tipo
papilar en el que no se aprecia inmunoreactividad. (Ambas con 40x).
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3.2.7. PROTEINA p53.

La expresién inmunohistoquimica de la proteina p53 se considerd positiva
s6lo en aquellas células con tincion nuclear. Esta evaluacion pudo llevarse a
cabo en 77/81 de los casos de cancer de cuello uterino incluidos en este
estudio; de estos, el 3.9% reveld inmunoreactividad para la p53 y el 96.1%
casos no mostré ningun tipo de respuesta para este antigeno. Los 44
controles cervicales fueron evaluados y ninguno respondi6 ante el

anticuerpo contra p53, como se aprecia en la tabla N° 26.

Tabla N© 26. Expresion de la proteina p53 en los casos de cancer cervical y
controles incluidos en este estudio.

p53 Positivos Negativos
Casos 3(3.9%) 74(96.1%)
Controles - 44(100%)

Al comparar la expresidon de la proteina p53 en los tumores y controles no
hubo diferencias estadisticamente significativas (p=0.188) ya que la

inmunoexpresion en ambos estaba marcadamente reducida.

La distribucién de los carcinomas cervicales con o sin expresion de p53 de
acuerdo al diagnodstico histopatoldgico se muestra en la tabla NO° 27.
77.9%(60) eran carcinomas epidermoides y 22.1%(17) adenocarcinomas.
De los 74 casos de cancer de cuello uterino que resultaron negativos, el
96.7% correspondid6 a carcinomas epidermoides y el 94.1% a
adenocarcinomas, no encontrandose diferencias estadisticamente

significativas (p=0.157).
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Tabla N© 27. Expresion de la p53 de acuerdo al diagndstico histopatoldgico.

p53
Tipos Positivos Negativos Total
histolégicos
Carcinoma epidermoide 2(3.3%) 58(96.7%) 60
Adenocarcinoma 1(5.9%) 16(94.1%) 17
Total 3 74 77

p= 0.157

Los casos con inmunoreactividad para la p53 mostraron mas del 25% de las
células tefiidas: 2 carcinomas epidermoides con +++ de reactividad y un
adenocarcinoma con ++. La intensidad de los nucleos tefidos varidé entre

moderada e marcada (figura N© 35).

La expresion de la p53 estuvo marcadamente reducida o ausente en todos
los carcinomas epidermoides. Sélo dos casos fueron inmunoexpresivos
(15.4%) y curiosamente de tipo BD. Las diferencias estaban bastante cerca

de la significancia (p=0.053).

La expresidén de p53 también se mostrd bastante reducida en los diferentes
subtipos histoldgicos de adenocarcinoma sin diferencias importantes entre
ellos (p=0.393). Sdlo un adenocarcinoma endocervical (12.5%) fue positivo

para p53.
Tanto el epitelio escamoso como el glandular benigno carecian de

inmunoreactividad para p53, ni a nivel epitelial ni del estroma subyacente
(figura N© 36).
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Figura N© 36. Expresion de la p53 en tejido cervical benigno. a. exocérvix,
(20x). b. endocérvix (40x), ambos fueron negativos.
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La siguiente tabla resume la inmunopositividad ante los
anticuerpos utilizados contra los principales reguladores del
ciclo celular en los tipos histoléogicos de cancer de cuello
uterino.

Tabla N© 28. Reactividad inmunohistoquimica de los principales reguladores del
ciclo celular en los tipos histolégicos de cancer cervical.

Carcinoma
. . . Total
Reguladores epidermoide Adenocarcinoma
Rb
(pfolm) 21/61(34.4%) 3/19(15.8%) 24/80(30%)
p16INK4a
(p=0.874)
50/61(82%) 12717(70.6%) 62/78(79.5%)
p21WAF1
(p=0.036)
37/61(60.7%) 5/19(26.3%) 42/80(52.5%)
p27CIP1
(p=0.852)
32/61(52.5%) 10/18(55.6%) 42/79(53.2%)
Cilicna D1
(p=0.750)
19/61(31.1%) 6/17(35.3%) 25/78(32.1%)
Ciclina E
(p=0.167)
6/60(10%) 0/18(0%) 6/78(7.7%)
53
(p=pO.157) 2/60(3.3%) 1/17(5.9%) 3/77(3.9%)
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3.3 Marcadores de apoptosis.

3.3.1 PROTEINA MDM-2.

La expresion inmunohistoquimica de la proteina MDM-2 se considerd
positiva sélo en aquellas células con tincidon nuclear. Esta evaluacion pudo
llevarse a cabo en 79/81 de los casos de cancer de cuello uterino incluidos
en este estudio, mostrando en su totalidad reaccién inmunohistoquimica
para este antigeno. El 50% de los controles mostré respuesta ante el
anticuerpo contra MDM-2 y el otro 50% fue negativo, como se aprecia en la

siguiente tabla.

Tabla N© 29. Expresiéon de la proteina MDM-2 en los casos de cancer cervical y
controles incluidos en este estudio.

MDM-2 Positivos Negativos
Casos 79(100%) -
Controles 22(50%) 22(50%)

Al comparar la expresién de MDM-2 en los tumores y controles encontramos
diferencias muy significativas (p<0.0001), pues el 100% de los tumores

sobrexpresaron esta proteina frente a la mitad de los controles.

La distribucién de los carcinomas cervicales con o sin expresion de MDM-2
de acuerdo al diagndstico histopatoldgico se muestra en la tabla N° 30, en
la que destaca la reactividad positiva en todos los casos de cancer de cuello
uterino, de los cuales 77.2% fueron carcinomas epidermoides y 22.8%

adenocarcinomas.
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Tabla N© 30. Expresién de la MDM-2 de acuerdo al diagnéstico histopatoldgico.

MDM-2
Tipos Positivos Negativos Total
histologicos
Carcinoma epidermoide 61(100%) - 61
Adenocarcinoma 18(100%) - 18
Total 79 - 79

p= 0.232

La distribucién de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células malignas tefiidas para la MDM-2 (tabla N©
31), revelé que la mayor proporcién de casos de ambos tipos histoldgicos
(45) mostraba tincidn en mas del 50% (+++) de las células malignas:
57.4% carcinomas epidermoides y 55.6% adenocarcinomas. A este
intervalo le siguidé el correspondiente a los casos con tincion entre el 25 y
50% (++) de las células: 37.7% para carcinomas epidermoides y 27.8%
para adenocarcinomas. Finalmente, un reducido grupo de casos mostré una
tincion celular entre el 5y <25% (+): 4.9% y 16.7% de los carcinomas
epidermoides y adenocarcinomas, respectivamente. No encontramos
diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los intervalos
(p=0.232).

Tabla N°© 31. Distribucion de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células tenidas para la MDM-2.

Expresion Carcinoma Adenocarcinoma
MDM-2 N°(%) N°(%)
+ 3(4.9%) 3(16.7%)
++ 23(37.7%) 5(27.8%)
+++ 35(57.4%) 10(55.6%)
Total 61 18
p= 0.232
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A manera general, los carcinomas cervicales presentaban nucleos tefidos
con un patron granular fino, predominantemente palido, que en
determinados casos permitia ver un reforzamiento de la membrana nuclear
(figura n® 37. a). Los nucleos de los adenocarcinomas eran un poco mas
intensos que los vistos en los tumores de tipo epidermoide. En el estroma
también se aprecid respuesta para MDM-2 en los nucleos de los linfocitos,
qgue inclusive mostraban mayor intensidad en la tincién que la observada en

las células epiteliales (figura N°© 37).

La sobrexpresion (reactividad +++) de MDM-2 fue mayor en los carcinomas
epidermoides con mayor grado de diferenciacion tumoral, BD(61.5%) y
MD(69.2%), que en los pobremente diferenciados, 1(57.1%) e II(12.5%),
es decir, la asociacién es inversa: a mayor indiferenciacién menor expresién
de MDM-2 (p=0.022). Sin embargo, a pesar de su menor grado de
diferenciacion, el 62.5% de los II mostré ++ de reactividad. Todos los
adenocarcinomas cervicales mostraron sobrexpresién de MDM-2 sin

diferencias significativas entre los subtipos histoldgicos (p=0.523).

La evaluacion de la inmunoexpresion positiva de MDM-2 en el tejido cervical
benigno reveld que el epitelio exocervical mostrd tincion nuclear con
moderada intensidad. Estos nucleos se encontraban dispersos en todos los
estratos de epiteliales, con mayor nimero en la capa profunda; también en
el estroma subyacente se podian ver numerosos nucleos tefiidos (figura N°
38. a). El tejido endocervical mostraba tincién de leve a moderada en los

nucleos glandulares y del estroma (figura N° 38. b).
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Figura N° 37. Expresion de MDM-2 en cancer cervical. a. Carcinoma
epidermoide con nucleos paélidos y reforzamiento nuclear (flecha). b.
Adenocarcinoma endocervical tipo papilar inmunoreactivo para MDM-2.

(Ambas 40x).
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Figura N© 38. Expresiéon de MDM-2 en el epitelio cervical benigno. a. Exocérvix.
b. Endocérvix. En los dos observamos nucleos tenidos en el estroma y endotelio
vascular. (Ambas 40x).
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3.3.2 PROTEINA BAX.

Para la evaluacion de la expresion inmunohistoquimica de Bax,
consideramos positivos los casos que mostraron tincién citoplasmatica. Esta
evaluacion pudo llevarse a cabo en 77/81 de los casos de cancer de cuello
uterino incluidos en este estudio. De los 77 casos, 52(67.5%) revelaron
inmunoreactividad para este anticuerpo y 25(32.5%) fueron negativos. Los
44 controles cervicales fueron evaluados y en su totalidad no mostraron

reaccion para Bax, como se aprecia en la siguiente tabla.

Tabla N© 32. Expresion de la proteina Bax en los casos de cancer cervical y
controles incluidos en este estudio.

Bax Positivos Negativos
Casos 52(67.5%) 25(32.5%)
Controles - 44(100%)

Al comparar la expresiéon de la proteina Bax en los tumores y controles
encontramos diferencias muy significativas (p<0.0003), pues ningun control
expresé esta proteina, mientras que mas de la mitad de los tumores si

mostraron inmunoreactividad.

La distribucién de los carcinomas cervicales con o sin expresion de Bax de
acuerdo al diagndstico histopatoldgico se muestra en la tabla NO° 33.
60(77,9%) fueron carcinomas epidermoides y 17(22.1%) adenocarcinomas.
Del total de casos evaluados, destaca que 52(67.5%) resultaron positivos
para Bax y correspondieron a 36(60%) carcinomas epidermoides y a

16(94.1%) adenocarcinomas, con diferencias significativas (p=0.008).
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Tabla N© 33. Expresion de Bax de acuerdo al diagndstico histopatoldgico.

Bax
Tipos Positivos Negativos Total
Histologicos
Carcinoma epidermoide 36(60%) 24(40%) 60
Adenocarcinoma 16(94.1%) 1(5.9%) 17
Total 52 25 77

p- 0.008

La distribucién de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células malignas tefiidas para la Bax (tabla N° 34),
reveld que la mayor proporcion de casos de ambos tipos histoldgicos (29)

mostraba tincion entre el 5-25% de las células: 22(36.7%%) para los

carcinomas epidermoides y 7(41.2%) para los adenocarcinomas, mientras

que la tincion en mas del 25% de las células malignas se aprecié en

14(23.3%) de los carcinomas epidermoides y 9(52.9%) adenocarcinomas.
En estos intervalos encontramos diferencias estadisticamente significativas
(p=0.013). La figura N° 39 muestra la expresion de Bax en algunos de los

casos de esta serie.

Tabla N© 34. Distribucion de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células tenidas para Bax.

Expresion Carcinoma Adenocarcinoma
Bax N°(%) N°(%)
+ 22(36.7%) 7(41.2%)
++ [+ 14(23.3%) 9(52.9%)
Total 36 18
p=0.013
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Figura N© 39. Expresién citoplasmatica de Bax en cancer de cuello uterino.
a. Carcinoma epiidermoide. b. Adenocarcinoma endocervical. (Ambas 40x).
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La intensidad de la tincién citoplasmatica varié entre leve y moderada con
un patrén de tincién tipo puntillado fino, que en las células endocervicales

malignas se concentraba hacia los bordes apicales y basales.

Aunque no encontramos diferencias significativas (p=0.401), la proteina
Bax aumentd su nivel de expresion a medida que los tumores de origen
epidermoide eran mas indiferenciados: mayor expresién de Bax a menor
diferenciacion. Asi, los carcinomas epidermoides 1(64.3%) e 1I1(71.4%)
fueron los que tuvieron mayor reactividad, seguidos de los MD(57.7%) y
finalmente de los BD(53.8%).

La sobrexpresion de Bax se observd en todos los subtipos histolégicos de
adenocarcinoma cervical, siendo los villoglandulares los que menos
expresaron dicha proteina (50%), con diferencia estadisticamente
significativa (p=0.043).

El tejido cervical benigno, tanto escamoso como el glandular, se presentd
negativo ante el anticuerpo contra la proteina Bax, al igual que el estroma

cervical (figura N© 40).

Por lo tanto, nuestros casos de cancer cervical mostraron sobrexpresion de
la proteina Bax (67.5%) en comparacién con el tejido cervical normal (0%),
hallazgo que ademas es significativamente evidente en los

adenocarcinomas cervicales.
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Figura N° 40. Expresién de Bax en la mucosa cervical benigna. a. Exocérvix
(20x). b. Endocérvix (40x). No se aprecia tincion ni epitelial ni estromal.
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3.3.3 PROTEINA BCL-2.

La presencia de células con inmunotincion citoplasmatica para la proteina
antiapoptética Bcl-2 fue considerada positiva. Los 81 casos de cancer de
cuello uterino incluidos en este estudio fueron evaluados para la expresidn
de esta proteina. Hemos encontrado que de los 81 tumores cervicales,
78(96.3%) no revelaron inmunoreactividad para esta molécula y sélo
3(3.7%) casos fueron positivos. Los 44 controles cervicales fueron
evaluados para este anticuerpo y en su totalidad no revelaron

inmunoreactividad para Bcl-2, como se aprecia en la siguiente tabla.

Tabla N°© 35. Expresion de la proteina Bcl-2 en los casos de cancer cervical y
controles incluidos en este estudio.

Bcl-2 Positivos Negativos
Casos 3(3.7%) 78(96.3%)
Controles - 44(100%)

Al comparar la expresion de la proteina Bcl-2 en los tumores y controles no
encontramos diferencias significativas (p=0.434) pues ningun control
expreso esta proteina y en los tumores un minimo porcentaje tuvo la misma

respuesta.

La distribucién de los carcinomas cervicales con o sin expresion de Bcl-2 de
acuerdo al diagndstico histopatoldgico se muestra en la tabla N© 36.
62(76.5%) eran carcinomas epidermoides y 19(23.5%) adenocarcinomas.
Del total de casos evaluados, destaca que 78(96.3%) casos de cancer de
cuello uterino resultaron negativos para Bcl-2 y correspondieron a
60(96.8%) carcinomas epidermoides y 18(94.7%) adenocarcinomas. Los
casos con inmunoreactividad fueron igual a 3(3.7%), siendo 2(3.2%)
carcinomas epidermoides y 1(5.3%) adenocarcinomas. Estas discretas

diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0.685).
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Tabla N© 36. Expresidn de Bcl-2 de acuerdo al diagndstico histopatoldgico.

Bcl-2
Tipos Positivos Negativos Total
histologicos
Carcinoma epidermoide 2(3.2%) 60(96.8%) 62
Adenocarcinoma 1(5.3%) 18(94.7%) 19
Total 3 78 81

p= 0.685

La intensidad de la tincion citoplasmatica fue predominantemente leve, casi
imperceptible, con un patrén de tincién tipo puntillado muy fino que en las
células endocervicales malignas tendia a concentrarse hacia los bordes

laterales o basales (figura N© 41).

La expresién marcadamente reducida de Bcl-2 (3.2%) caracterizé nuestra
serie de tumores epidermoides, sin diferencias importantes entre ellos

(p=0.272), sélo se expreso en 2 casos de tipo II (14.3%).

Bcl-2 reveld reducida inmunoexpresion entre los subtipos histolégicos de
adenocarcinoma endocervical, sin diferencias significativas entre ellos

(p=0.346): 1 adenocarcinoma endocervical (12.5%) fue positivo para Bcl-2.
El tejido cervical benigno, tanto escamoso como el glandular, carecia

totalmente de respuesta ante el anticuerpo contra la proteina Bcl-2, al igual

que el estroma cervical (figura N° 42).

192



Resultados

Figura N© 41. Expresion de la proteina antiapoptética Bcl-2 en cancer de
cuello uterino. a. Carcinoma epidermoide con tincidn citoplasmatica sutil. b.
Adenocarcinoma endocervical con tincion citoplasmatica granular fina.

(Ambas 40x).
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Figura NO© 42. Expresion de Bcl-2 en el epitelio cervical benigno: a
Exocérvix. b. Endocérvix. En ambos ausencia total de inmunorespuesta.
(Ambas 40x).
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En la siguiente tabla se resumen los hallazgos de reactividad
inmunohistoquimica positiva correspondiente a los
componentes de la via de la apoptosis en los tipos histologicos

de cancer cervical.

Tabla N° 37. Reactividad inmunohistoquimica de los componentes de la via de la
apoptosis en los tipos histoldgicos cancer cervical.

Tipos p53 MDM-2 Bax Bcl-2
histologicos (p=0.157) (p=0.232) (p=0.008) (p=0.685)
Carcinoma

epidermoide  2/60(3.3%) 61/61(100%)  36/60(60%)  2/62(3.2%)

Adenocarcinoma 1/17(5.9%) 18/18(100%) 16/17(94.1%) 1/19(5.3%)

Total 3/77(3.9%) 79/79(100%) 52/77(67.5%)  3/81(3.7%)

195



Caracterizacion inmunofenotipica del cancer de cuello uterino asociado a infeccion por HPV.

3.4 Expresion de las moléculas de adhesion celular.

La expresidn inmunohistoquimica de las moléculas cadherina-E, CD44s y
CD44v3 involucradas en la adhesion celular fue considerada positiva cuando
observamos tincion marron a nivel de la membrana celular, a nivel del
citoplasma o en ambos compartimientos celulares. En cada caso se indico la
localizacidn especifica de cada proteina y se sigud la escala semicuantitativa
propuesta para determinar el porcentaje de células tefidas (apartado 2.3.3
d).

3.4.1 CADHERINA-E.

La evaluacion de la inmunoexpresion de la cadherina-E pudo llevarse a cabo
en 77/81 de los casos de cancer de cuello uterino incluidos en este estudio.
De los 77 casos, 59(76.6%) revelaron inmunoreactividad para la cadherina-
E a nivel de la membrana celular, en el citoplasma o en ambos
compartimientos celulares y 18(23.4%) no mostraron ningun tipo de
respuesta. Los 44 controles cervicales fueron evaluados para este
anticuerpo: 77.3% respondieron positivamente mientras que 22.7% lo

hicieron negativamente, como se aprecia en la siguiente tabla.

Tabla N° 38. Expresion de la proteina cadherina-E en los casos de céncer cervical y
controles incluidos en este estudio.

Cadherina-E Positivos Negativos
Casos 59(76.6%) 18(23.4%)
Controles 34(77.3%) 10(22.7%)

Al comparar la expresion de la cadherina-E en los tumores y controles,
encontramos que la inmunoreactividad de los 34 controles se presenté en
menos del 50% de las células escamosas. Por el contrario, en los tumores la
tincion fue irregular pues estos mostraron diferentes grados de reactividad
y sobre todo diferente localizacion de expresidon proteica (como se describe
mas adelante), lo cual cred diferencias muy significativas entre los tumores

y controles (p<0.0000).
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La distribucidon de los carcinomas cervicales con o sin expresion de la
cadherina-E de acuerdo al diagndstico histopatoldgico se muestra en la
tabla N° 39. El 77% de los carcinomas epidermoides y el 75% de los
adenocarcinomas tuvieron reactividad positiva. Los 18 casos restantes
resultaron negativos, distribuidos de la siguiente manera: 23% eran

carcinomas epidermoides y 25% adenocarcinomas.

Tabla N© 39. Expresién de cadherina-E de acuerdo al diagnédstico histopatoldgico.

Cadherina-E

Tipos Positivos Negativos Total
histolégicos

Carcinoma epidermoide  47(77%) 14(23%) 61
Adenocarcinoma 12(75%) 4(25%) 16
Total 59 18 77

La distribucién detallada de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino
de acuerdo al porcentaje de células malignas tefidas para la cadherina-E
(tabla N© 40), reveld que la mayor proporcion de casos de ambos tipos

histoldgicos (45) mostraba tincion entre el 5-50% de las células (+/++):

13(21.3%) con + y 20(32.8%) con ++ para los carcinomas epidermoides y
9(56.3%) con + y 3(18.8%) con ++ para los adenocarcinomas, mientras

gue mas del 50% (+++) de las células tefidas se aprecio en el 14(23%) de

los carcinomas epidermoides pero en ningun caso de adenocarcinoma.
Precisamente, como consecuencia de esta heterogeneidad en la respuesta
ante el anticuerpo contra la cadherina-E, encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los tipos histoldgicos (p=0.034)*, tabla
n® 50. Los adenocarcinomas mostraron mayor proporcién de casos con
menos del 25% de las células tefiidas (56.3%) que los carcinomas
epidermoides (21.3%), lo que sugiere que la cohesividad celular esta

reducida en los adenocarcinomas.
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Tabla N© 40. Distribucion de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células tefiidas para la cadherina-E.

Expresion Carcinoma Adenocarcinoma
Cadherina-E N° (%) N°(%)
+ 13(21.3%) 9(56.3%)
++ 20(32.8%) 3(18.8%)
+++ 14(23.0%) -
Total 47 12
p=0.034

En los 47 casos de carcinoma epidermoide, la expresion de la cadherina-E

se localizé en la membrana de 5 casos (8.2%), en el citoplasma de 9 casos
(14.8%) y en ambas localizaciones en 33 casos (54.1%). Para el grupo de

los adenocarcinomas (12), la proporcién de casos con localizacion de

cadherina-E a nivel citoplasmatico fue de 10 casos (62.5%) y en
membrana/citoplasma fue de 2 casos (12.5%). Como se puede ver en la
tabla N° 41, la localizacién fue significativamente diferente entre ambos
tipos histopatolégicos (p<0.000). La figura N° 43 es un ejemplo de la

localizacion celular de cadherina-E en cancer cervical.

Cuando la tincidn se localizaba a nivel de la membrana de las células de
origen escamoso, la intensidad era mas llamativa que cuando se presentaba

en el citoplasma, en cuyo caso se mostraba homogénea y clara.

La tincion de la membrana en los adenocarcinomas era mas marcada en los
bordes laterales que en la porcidén basal, quedando libre la apical. La tincidon
citoplasmatica era menos intensa y homogénea. Estas observaciones
corresponden a los 2 <casos con expresion tanto nuclear como

citoplasmatica.
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Tabla N© 41. Distribucion de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo a la localizacion celular de la expresion de cadherina-E.

Localizacion Carcinoma Adenocarcinoma
Cadherina-E N°(%) N°(%)
Membranosa 5(8.2%) -
Citoplasmatica 9(14.8%) 10(62.5%)
Membranosa/citoplasmatica 33(54.1%) 2(12.5%)
p<0.000

La localizacion de la expresion de la cadherina-E entre tumores y controles
mostré diferencias muy significativas (p<0.001) debido a que en los
controles se sitlo fundamentalmente a nivel de membrana (sdélo algunas
células del estrato profundo mostraron tincién citoplasmatica), en cambio

en los tumores fue variable, pero con tendencia citoplasmatica.

La sobrexpresion de la cadherina-E fue significativamente variable entre los
grupos de carcinoma epidermoide (p<0.006), los II fueron los menos
expresivos (25%), por lo que a mayor indiferenciacion menor cohesividad
celular. Aunado a ello, las células muy inmaduras e indiferenciadas con
expresion de la cadherina-E mostraban una localizacién con tendencia
citoplasmatica muy significativa (p=0.004), ya que aunque la tincion se
apreciaba tanto en membrana como en el citoplasma, era predominante en
este Ultimo, en comparacién con el resto de los carcinomas epidermoides.
Los BD al igual que los II perdieron la expresion de la cadherina-E en
membranas, a diferencia del resto de los tumores que, aunque bajo,
mostraron cierto numero de casos con tincidén Unicamente a nivel de
membrana. En los carcinomas epidermoides I fue predominantemente
citoplasmatica y cuando se observd sélo en membrana, esta ocurrid en
areas con cierto grado de diferenciacion dentro del mismo tumor. En los
MD, la localizacidon predominante fue en ambos compartimientos celulares
(65.4%).
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Figura N© 43. Localizacién de la expresion de la cadherina-E en carcinoma
epidermoide (a,b,c,d,e) (40x) y adenocarcinoma endocervical (f) (20x).
M=membranosa, C=citoplasmatica.
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La inmunoreactividad de Ila cadherina-E en los diferentes subtipos
histolégicos de adenocarcinoma cervical fue del 100% de reactividad en los
endometrioides, en el mucinoso y en el villoglandular, seguidos del 62.5%
de los endocervicales y el 50% de los papilares (p=0.766). La localizacién
de la sobrexpresién de cadherina-E fue predominantemente citoplasmatica
con la siguiente distribucion: los endometrioides y el mucinoso mostraron
tincion citoplasmatica en el 100% de los casos y los endocervicales en el
62.5%; en cambio la tincién tanto membranosa como citoplasmatica fue en

el 100% de los villoglandulares y el 50% de los papilares (p=0.064).

La cadherina-E se expresé intensamente en el epitelio escamoso del
exocérvix benigno con una apariencia granular fina, a nivel del estrato
intermedio fundamentalmente y menos en el profundo, para desaparecer
progresivamente en el estrato superficial. La tincion en las células basales y
parabasales fue predominantemente citoplasmatica y ocasionalmente
membranosa. Estas imagenes se invirtieron en las células intermedias,
donde la expresién membranosa fue predominante y circunferencial (figura
NO 44, a). En las células endocervicales normales hubo también expresion
de la cadherina-E en las membranas, con tendencia a la porciéon basal o
alrededor del nucleo y ocasionalmente en el citoplasma. Las células de
reserva fueron negativas para la cadherina-E (Han et al, 2000); el estroma

subyacente no mostro tincidon (figura N° 44, b).
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Figura N© 44, Expresién de la cadherina-E en el epitelio cervical benigno.
a. Exocérvix (20x). b. Endocérvix (40x). M=membranosa, C=citoplasmatica
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3.4.2 CD44s

La evaluacion de la inmunoexpresiéon de CD44s pudo llevarse a cabo en
77/81 de los casos de cancer de cuello uterino incluidos en este estudio. De
los 77 casos, 70(90.9%) revelaron inmunoreactividad para CD44s a nivel de
la membrana celular, en el citoplasma o en ambos compartimientos
celulares y 7(9.1%) no mostraron ningun tipo de respuesta para el antigeno
CD44s. Los 44 controles cervicales fueron evaluados para este anticuerpo:
81.8% respondieron positivamente y 18.20% negativamente, como se

aprecia en la tabla N© 42.

Tabla N© 42. Expresién de la proteina CD44s en los casos de cancer cervical y
controles incluidos en este estudio.

CD44s Positivos Negativos
Casos 70(90.9%) 7(9.1%)
Controles 36(81.8%) 8(18.2%)

Al comparar la expresién de la CD44s en los tumores y controles,
encontramos que la inmunoreactividad de los 36 controles fue en menos del
50% de las células escamosas. Por el contrario, en los tumores la tincién se
presentd irregular, ya que estos mostraron diferentes grados de reactividad
y sobre todo diferente localizacién de expresion (como se describe mas
adelante), lo cual generd diferencias muy significativas entre los tumores y
controles (p<0.0000).

La distribucién de los carcinomas cervicales con o sin expresion de CD44s
de acuerdo al diagndstico histopatoldgico se muestra en la tabla N° 43.
59(98.3%) eran carcinomas epidermoides y 11(64.7%) adenocarcinomas. 7
casos de cancer de cuello uterino resultaron negativos y correspondieron a
1(1.7%) carcinoma epidermoide y a 6(35.3%) adenocarcinomas. Estas
diferencias son estadisticamente muy significativas (p<0.000). El déficit de
esta proteina en los adenocarcinomas evidencia la falta de cohesividad

celular marcada en este tipo de tumores.
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Tabla N© 43. Expresiéon de CD44s de acuerdo al diagndstico histopatoldgico.

CD44s
Tipos Positivos Negativos Total
histolégicos
Carcinoma epidermoide 59(98.3%) 1(1.7%) 60
Adenocarcinoma 11(64.7%) 6(35.3%) 17
Total 70 7 77

p< 0.000

La distribucion de los tipos histolégicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células malignas tefidas para CD44s (tabla N©
44), reveld que la mayor proporcion de casos de ambos tipos histoldgicos
(50) mostraba tincidon entre el 5-50% de las células (+/++): 66.7%(40)

para los carcinomas epidermoides y 58.8%(10) para los adenocarcinomas.

De igual forma, mas del 50% (+++) de las células tefiidas se aprecié en el

31.7%(19) de los carcinomas epidermoides y soélo en el 5.9%(1) de los
adenocarcinomas, intervalo en el que encontramos diferencias

estadisticamente muy significativas (p<0.000).

La tincion en membrana tenia un aspecto de puntillado grueso marrén y en
el citoplasma se observd una apariencia granular fina, homogénea. La

intensidad de la tincion varié entre moderada y marcada.

Tabla N© 44, Distribucion de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células tenidas para CD44s.

Expresion Carcinoma Adenocarcinoma
CD44s N°(%) N°(%)
+/++ 40(66.7%) 10(58.8%)
+++ 19(31.7%) 1(5.9%)

Total 59 11

p<0.000
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De los 59 casos de carcinoma epidermoide, la expresion de la CD44s se

localizé a nivel membranoso en 3(5%), a nivel citoplasmatico en 20(33.3%)
y tanto en el citoplasma como membrana en 36(60%). Para el grupo de los

adenocarcinomas (11), el nimero de casos con localizacion de CD44s a

nivel citoplasmatico fue de 3(29.4%) y en membrana/citoplasma de
6(35.3%). La localizacion fue significativamente diferente entre ambos tipos
histopatoldgicos (p<0.000), como se puede ver en la tabla N° 45. La figura

NO 45 es un ejemplo de la localizacién celular de CD44s en cancer cervical.

Tabla N© 45. Distribucion de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo a la localizacion celular de la expresion de CD44s.

Localizacion Carcinoma Adenocarcinoma

CD44s N°(%) N°(%)
Membranosa 3(5%) -
Citoplasmatica 20(33.3%) 5(29.4%)
Membranosa/citoplasmatica 36(60.%) 6(35.3%)
p< 0.000

La comparacion de la localizacion de la expresién de la CD44s entre
tumores y controles mostré que en los tumores existe una ubicacion de
esta proteina evidentemente con tendencia citoplasmatica, mientras que en
el 81.2% de los controles correspondientes a los inmunopositivos, era

membranosa (p=0.003).

Aunque las diferencias no fueron significativas (p=0.330), los II revelaron
menos expresién de la CD44s (85.7%) en comparacion con los BD, MD e I
(en las areas tumorales con cierto grado de diferenciacion) que expresaron
esta molécula en el 100% de los casos, indicando que a mayor

diferenciacion mayor expresion de CD44s.

La localizacion celular citoplasmatica de CD44s prevalecid en los carcinomas
epidermoides I (57.1%) e II (42.9%), mientras que la localizacién tanto en
membrana como en citoplasma fue en el 42.9% y 28.9%, respectivamente;
por lo tanto, a mayor indiferenciacion es mas evidente la localizacion

anormalmente citoplasmatica y, por ende, es menor la cohesividad celular.
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Los carcinomas epidermoides I carecian de tincion membranosa y el 14.3%
de los II mostré tincion sélo en membranas. Los MD (80.8%) mostraron
mayor expresion citoplasmatica combinada con la membranosa, sin
embargo, no hubo casos con tincién sélo a nivel de membrana. Los BD
(84.6%) combinan la expresidn entre la citoplasmatica (30.8%) y la
membranosa/citoplasmatica (53.8%) con lo cual, igualmente la localizacion
tiende a ser citoplasmatica, de estos mismos el 15.4% mostrd tincidn
membranosa de CD44s. Todas estas diferencias no demostraron ser

estadisticamente significativas (p=0.070).

La reactividad para el antigeno CD44s fue mas evidente en los casos de
adenocarcinoma endocervical y endometrioide (75%), seguido del 50% de
los papilares y villoglandulares (p=0.606). La localizacién de la expresion de
CD44s fue «con tendencia citoplasmatica en un 64.7% (11/17
adenocarcinomas cervicales); el 50% de los endocervicales(4), papilares(1)
y villoglandulares(1) mostraron tinciéon sélo a nivel de citoplasma, mientras
que en el 75% de los endometrioides(3) y el 25% de los endocervicales(2)
fue tanto en citoplasma como en membrana. El adenocarcinoma mucinoso
no expresé la CD44s. Estos datos no muestran diferencias estadisticamente

significativas (p=0.479).

En el epitelio escamoso benigno se observd intensa inmunoexpresién de
CD44s, siendo mas notoria en el estrato espinoso para ir desapareciendo
progresivamente en el superficial. La apariencia de la tincion de membrana
era granular fina pero bastante intensa. En el estroma subyacente, los
citoplasmas de los fibroblastos y de las células endoteliales eran

inmunoreactivos (figura N© 46. a).

Las células del epitelio glandular normal mostraron en general tincidn
intensa, tanto en la porcion basal como en la apical. Sin embargo, en
algunas se aprecié una fina linea marron que bordeaba toda la célula. Los
citoplasmas eran negativos. Las células del estroma del endocérvix tefido
con CD44s mostraron tincién citoplasmatica, en algunos casos de mayor

intensidad que las células epiteliales (figura N° 46. b).
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Figura N© 45, Localizacion de la expresion de CD44s en cancer de cuello
uterino. a y b. Carcinoma epidermoide (20x, 40x). c y d. Adenocarcinoma
endocervical (20x). M= membranosa, C= citoplasmatica.
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Figura NO© 46. Expresiéon de CD44s en el tejido cervical benigno. a.
Exocérvix. b. Endocérvix, ambas a nivel de membrana (Ambas 40x).
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3.4.3 CD44v3.

La evaluacién de la inmunorespuesta ante el anticuerpo contra CD44v3
pudo llevarse a cabo en el 100% de los tumores cervicales incluidos en este
estudio. De los 81, 79(97.5%) revelaron inmunoreactividad para CD44v3 y
2(2.5%) no mostraron ningun tipo de respuesta para el antigeno CD44v3.
Los 44 controles cervicales también fueron totalmente evaluados para este
anticuerpo: 81.8% con positividad y 18.20% con negatividad, como se

aprecia en la tabla N© 46.

Tabla N© 46. Expresion de la proteina CD44v3 en los casos de cancer cervical y
controles incluidos en este estudio.

CD44v3 Positivos Negativos
Casos 79(97.5%) 2(2.5%)
Controles 36(81.8%) 8(18.2%)

Al comparar la expresién de la CD44v3 en los tumores y controles,
encontramos que la inmunoreactividad de los 36 controles fue en menos del
50% de las células escamosas. Por el contrario, en los tumores la tincidon se
presentd irregular ya que estos mostraron distintos grados de reactividad y
diferente localizacién de expresion proteica, lo cual creé diferencias muy

significativas entre tumores y controles (p<0.0004).

La distribucion de los carcinomas cervicales con o sin expresion de CD44v3
de acuerdo al diagndstico histopatoldgico se muestra en la tabla N° 47.
60(96.8%) eran carcinomas epidermoides y 19(100%) adenocarcinomas.

Los 2 casos negativos para CD44v3 eran del tipo carcinoma epidermoide.
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Tabla N© 47. Expresidon de CD44v3 de acuerdo al diagndstico histopatoldgico.

CD44v3
Tipos
histolégicos Positivos Negativos Total
Carcinoma epidermoide 60(96.8%) 2(3.2%) 62
Adenocarcinoma 19(100%) - 19
Total 79 81

p= 0.230

La distribucion de los tipos histolégicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células malignas tenidas para CD44v3 (tabla N©
48), revelé que la mayor proporcion de casos de ambos tipos histoldgicos
(49), mostraba tincion entre el 5-50% de las células (+/++): 62.9%(39)

para los carcinomas epidermoides y 52.6%(10) para los adenocarcinomas.

Mas del 50% (+++) de las células teiidas se aprecié en el 33.9%(21) de

los carcinomas epidermoides y el 47.4%(9) adenocarcinomas, no

encontrandose diferencias estadisticamente significativas (p=0.230).

La tincion en membrana tenia un aspecto de puntillado grueso marrdén y en
el citoplasma se observd una apariencia granular fina, homogénea. La
intensidad de la tincién varid entre moderada (si era citoplasmatica) e

intensa (si era membranosa).

Tabla N© 48. Distribucion de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células tenidas para CD44v3.

Expresion Carcinoma Adenocarcinoma
CD44v N°(%) N°(%)
+/++ 39(62.9%) 10(52.6%)
+++ 21(33.9%) 9(47.4%)
Total 60 19
p= 0.230
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De los 60 casos de carcinoma epidermoide, la expresion de la CD44v3 se

manifestd a nivel citoplasmatico y a nivel citoplasmatico/membranoso en
una misma proporcidon para ambas localizaciones: 30(48.4%). Para el grupo

de los adenocarcinomas (19), la proporcion de casos con localizacidon de

CD44v3 a nivel citoplasmatico (89.5%) fue mayor que la proporcién de
casos con localizacién tanto citoplasmatica como membranosa (10.5%),
siendo estadisticamente muy significativa entre ambos grupos
histopatoldgicos (p<0.006), como se puede ver en la tabla N° 49. La
tendencia tumoral es a tener localizacion citoplasmatica de CD44v3 y esta
caracteristica es mas notoria en los adenocarcinomas cervicales. Ningun

caso de cancer cervical mostré tinciéon sélo a nivel membranoso. La figura

NO° 47 es un ejemplo de la localizacidon celular de CD44v3 encontrada en

este estudio.

Tabla N© 49. Distribucion de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo a la localizacion celular de la expresion de CD44v3.

Localizacion Carcinoma Adenocarcinoma
CD44v3 N°(%) N°(%)
Citoplasmatica 30(48.4%) 17(89.5%)
Membranosa/citoplasmatica 30(48.4%) 2(10.5%)
p=0.006

Cuando comparamos la localizacion celular de la CD44v3 entre tumores y
controles encontramos que difirid6 muy significativamente (p=0.002) ya que
en el 81.8% correspondiente a los controles positivos la ubicacion era
predominantemente en membrana, mientras que en los tumores no

observamos expresién de esta proteina Unicamente a nivel de membrana.

La expresion de la CD44v3 fue elevada entre los carcinomas con distintos
grados de diferenciacién. Sin embargo, fue significativamente (p=0.008)
diferente ya que en los II se expreso en el 75% de los casos, mientras que
en el resto se expresé en el 100%, es decir, la asociacién es inversa: a
mayor indiferenciacién menor expresién de CD44v3. Con respecto a la

localizacion de la expresion de esta proteina, prevalecid la tendencia
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citoplasmatica, de forma independiente o combinada con expresion
membranosa. La localizacién soélo citoplasmatica la encontramos en el
42.9% de los I y el 50% de los II, mientras que tanto membranosa como
citoplasmatica en el 57.1% y 25%, respectivamente. En los MD, el 48.1%
mostré CD44v3 en citoplasma y el 51.9% en membrana/citoplasma. Los BD
mostraron localizacion fundamentalmente citoplasmatica (53.8%) seguido
de la combinacibn membrana/citoplasma (46.2%). Estos datos no

alcanzaron a ser significativamente diferentes (p=0.063).

La inmunoexpresion de CD44v3 ocurrio en el 100% de los subtipos
histolégicos de adenocarcinoma cervical. El 52.6% de los casos mostrd
expresion de esta proteina en menos del 50% de las células malignas
(reactividad +/++). El 100% de los villoglandulares y el mucinoso mostré
esta expresion; seguido de los endometrioides (60%), los papilares (50%) y
los endocervicales (25%). El resto de casos presentd reactividad +++,
distribuidos en el siguiente orden: 75% de los endocervicales, 50% de los
papilares y 40% de los endometrioides. Las diferencias fueron
estadisticamente significativas (p=0.012), debido a que entre ellos la

inmunoreactividad fue bastante heterogénea.

En cuanto a la localizacion de la expresion de CD44v3, esta fue
predominantemente  citoplasmatica en 17/19 (89.5%) de los
adenocarcinomas cervicales. La distribucién de los casos con tincién solo a
nivel citoplasmatico es como sigue: el 100% de los papilares,
villoglandulares y mucinoso, seguido del 87.5% de los endocervicales y el
80% endometrioides. Los casos con tincion tanto en citoplasma como en
membrana (2/19) correspondieron a 1(12.5%) endocervical y 1(20%)

endometrioide. No hubo diferencias importantes (p=0.688).
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Figura N© 47. Localizacién de la expresion de CD44v3 en cancer de cuello
uterino. a y b. Carcinoma epidermoide( 20x, 40x). c y d. Adenocarcinoma
endocervical (20x, 40x). M=membranosa, C=citoplasmatica.
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En el epitelio escamoso benigno se observd inmunoexpresion membranosa
de CD44v3 a nivel algunas células del estrato profundo, siendo mas
marcada en el estrato espinoso y desapareciendo progresivamente en las
células intermedias altas y en el estrato superficial. La apariencia de la
tincion de membrana era granular fina pero bastante intensa. En el estroma
subyacente, los citoplasmas de los fibroblastos y de las células endoteliales

mostraron inmunoreactividad (figura N© 48. a).

Las células del epitelio glandular normal mostraron en general tincidn
intensa de membrana tanto en la porcion basal como en la apical. Sin
embargo, en algunas se aprecio una fina linea marrén que bordeaba toda la
célula. Los citoplasmas eran negativos. Las células del estroma del
endocérvix, sobre todo las endoteliales, mostraron tincién citoplasmatica

con mayor intensidad que las células epiteliales (figura N°© 48. b).

Por lo tanto, aunque la expresién de la cadherina-E, CD44s y CD44v3 en
esta serie de carcinomas cervicales es equiparable al tejido normal, muestra
una localizacion predominantemente citoplasmatica, lo cual sugiere que
existe una retencion de estas proteinas de adhesion en los citoplasmas de
las células cervicales malignas, en lugar de la habitual ubicacion

membranosa.
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Figura NO 48. Expresién de CD44v3 en el tejido cervical benigno. a.
Exocérvix. b. Endocérvix, ambas a nivel de membrana. (Ambas 40x).
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La siguiente tabla resume Ilos hallazgos de reactividad
inmunohistoquimica positiva correspondiente a las moléculas de

adhesion celular en los tipos histolégicos de cancer cervical.

Tabla N° 50. Reactividad inmunohistoquimica de las moléculas de adhesién celular
en los tipos histoldgicos de cancer cervical.

Tipos histoldgicos Cadherina-E CD44s CD44v3
(p=0.034)* (p<0.000) (p=0.230)
Carcinoma
epidermoide 47/61(77%) 59/60(98.3%) 60/62(96.8%)

Adenocarcinoma 12/16(75%) 11/17(64.7%) 19/19(100%)

Total 59/77(76.6%)  70/77(90.9%)  79/81(97.5%)
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3.5 Degradacion de proteinas.

3.5.1 UBICUITINA.

Durante la evaluacién de la inmunoexpresién de la proteina ubicuitina,
consideramos positivas las células con tincidn tanto nuclear como
citoplasmatica. Para este antigeno logramos evaluar 80 casos de cancer
cervical, de los cuales 79(98.7)% mostraron sobrexpresion de ubicuitina y
so6lo 1 caso fue negativo. De los 44 controles evaluamos 43 y en
10(23.30%) no hubo respuesta para ubicuitina. Estos resultados se detallan
en la tabla N© 51:

Tabla N© 51. Expresion de la ubicuitina en los casos de cancer cervical y controles
incluidos en este estudio.

Ubicuitina Positivos Negativos
Casos 79(98.7%) 1(1.3%)
Controles 33(76.8%) 10(23.2%)

Al comparar la expresion de la ubicuitina en los tumores y controles
encontramos diferencias muy significativas (p<0.0007), demostrando que la
degradacion de proteinas es mas intensa en los tumores que en los

controles.

La distribucion de los carcinomas cervicales con o sin expresion de la
ubicuitina de acuerdo al diagndstico histopatoldégico se muestra en la tabla
No 52. 61(76.3%) eran carcinomas epidermoides y 19(23.8%)
adenocarcinomas. Estos ultimos fueron 100% reactivos y los carcinomas
epidermoides alcanzaron unaa positividad del 98.4%, sin diferencias

significativas (p=0.620).
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Tabla N© 52. Expresion de la ubicuitina de acuerdo al diagnostico histopatoldgico.

Ubicuitina
Tipos Positivos Negativos Total
histolégicos
Carcinoma epidermoide 60(98.4%) 1(1.6%) 61
Adenocarcinoma 19(100%) - 19
Total 79 1 80

p= 0.620

La distribucion de los tipos histolégicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células malignas tefiidas para ubicuitina (tabla N©
53), reveld que la mayor proporcion de casos de ambos tipos histolégicos
(56) mostraba tincién en mas del 50%de las células (+++): 68.9%(42)

para los carcinomas epidermoides y 73.7%(14) para los adenocarcinomas,

mientras que la tincidon entre 5 y 50%(+/++) de las células se aprecié en el

29.5%(18) de los carcinomas epidermoides y el 26.3%(5) de los
adenocarcinomas. No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (p=0.620).

Tabla N© 53. Distribucion de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células tefidas para la ubicuitina.

Expresion Carcinoma Adenocarcinoma
Ubicuitina N°(%) N°(%)
+/++ 18(29.5%) 5(26.3%)
+++ 42(68.9%) 14(73.7%)
Total 60 19
p= 0.620
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Los carcinomas cervicales mostraron tincion tanto en el nucleo como en el

citoplasma. En muchos de ellos era mas evidente la tincion nuclear que la
citoplasmatica, indicando que la degradaciéon de proteinas es constante y en
ambos compartimientos celulares. La intensidad de la tincién fue moderada
o marcada. En el estroma también se aprecié reactividad frente a la

ubicuitina celular (figura N© 49).

La sobrexpresion de la ubicuitina en los carcinomas epidermoides no mostré
diferencias significativas (p=0.879): el 100% de los BD, MD e II fueron

positivos para esta proteina asi como el 92.9% de los I.

La ubicuitina estaba sobrexpresada en el 100% de los subtipos histolégicos
de adenocarcinoma cervical sin diferencias importantes entre ellos
(p=0.329). La mayor proporcion de casos 14/19(73.7%) expresé esta

proteina en mas del 50% de las células malignas (reactividad +++).

En el epitelio poliestratificado plano benigno se tifieron los nucleos celulares
del estrato profundo fundamentalmente y en algunos del espinoso, con
intensidad entre moderada y leve. También se observo tincién palida en el
citoplasma de las células escamosas. La tincidn en el estroma fue mas
evidente en los endotelios vasculares. En el epitelio glandular normal, la
tincion fue nuclear e intensa y focalmente citoplasmatica. Se tifleron los

nucleos y citoplasmas de las células del estroma (figura N° 50).

Incluimos un control positivo especial para comparar la inmunotincion de la
ubicuitina que correspondié a tejido endometrial no gestante, el cual resultd
principalmente con tincion citoplasmatica y en algunos nucleos con marcada

intensidad.
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Figura N© 49. Expresidén de la ubicuitina en cancer cervical. a. Carcinoma
epidermoide. b. Adenocarcinoma endocervical. En ambos casos se aprecia
que la inmunorespuesta ocurre tanto en nucleos como en citoplasmas.

(Ambas 40x).
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Figura N° 50. Expresidon de la ubicuitina en tejido cervical benigno. a.
Exocérvix, basicamente con tincidn nuclear. b. Endocérvix, con tincidon
nuclear pero también focal a nivel citoplasmatico. Se aprecian nucleos
tefiidos en el estroma. (Ambas con 40x)
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3.6 Marcadores de diferenciacion.

3.6.1 CITOQUERATINA (CK).

Para la evaluacion de la expresion inmunohistoquimica de la CK
(pancitoqueratina), consideramos positivas a las células con tincidn
citoplasmatica en respuesta a los epitopes detectados por los anticuerpos
AE1 (CK 10, 13, 14, 15, 16 y 19) y AE3 (CK 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8). Frente a
estos antigenos pudimos evaluar 80 casos de cancer cervical, de los cuales
el 97.5% mostraron expresion de CK y sdélo el 2.5% fue negativo. Los 44
controles fueron evaluamos respondiendo todos (100%) positivamente al

anticuerpo contra CK. Estos resultados se detallan en la tabla N© 54,

Tabla N© 54. Expresion de la CK en los casos de cancer cervical y controles
incluidos en este estudio.

CK Positivos Negativos
Casos 78(97.5%) 2(2.5%)
Controles 44(100%) -

Al comparar la expresion de la CK entre los tumores y controles,
encontramos que la inmunoreactividad marcada de los 44 controles fue en
menos del 25% de las células escamosas. Por el contrario en los tumores la
tincion se presentd irregular ya que estos mostraron diferentes grados de
reactividad, lo cual credé diferencias muy significativas entre tumores y
controles (p<0.0008).

La distribucidén de los carcinomas cervicales con o sin expresion de la CK de
acuerdo al diagndstico histopatoldgico se muestra en la tabla N© 55.
61(76.3%) eran carcinomas epidermoides y 19(23.8%) adenocarcinomas.
La expresion positiva fue muy semejante entre ellos: 96.8% para carcinoma

epidermoide y 100% para adenocarcinoma (p=0.628).
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Tabla N© 55. Expresion de la CK de acuerdo al diagndstico histopatoldgico.

CK
Tipos Positivos Negativos Total
histologicos
Carcinoma epidermoide 59(96.8%) 2(3.2%) 61
Adenocarcinoma 19(100%) - 19
Total 78 - 80

p= 0.628

La distribucién de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células malignas tefidas para CK (tabla N° 56),
reveld que la mayor proporcion de casos de ambos tipos histoldgicos (40),

mostraba tincién en mas del 50% de las células (+++): 52.5%(32) para los

carcinomas epidermoides y 42.1%(8) para los adenocarcinomas, mientras

que la tincion entre el 5 y 50% (+/++) de las células tefiidas se aprecié en

el 44.3%(27) de los carcinomas epidermoides y el 57.9%(11) de los
adenocarcinomas, no encontrandose diferencias estadisticamente

significativas (p=0.628).

Tabla N© 56. Distribucion de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células tefiidas para CK.

Expresion Carcinoma Adenocarcinoma
CK N°(%) N°(%)

+/++ 27(44.3%) 11(57.9%)

+++ 32(52.5%) 8(42.1%)

Total 60 19

p= 0.628
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La figura N© 51 ilustra la expresion de la CK en algunos de los tipos

histolégicos de cancer de cuello uterino de este estudio.

La expresion de las CK fue marcadamente elevada en los carcinomas
epidermoides. La mayor proporcion de casos con reactividad ++/+++ se
concentré en los BD (84.6%), seguido de los MD con el 57.7%. En los
tumores con menos diferenciacion, la tincion ocurrié focalmente o en un
menor numero de células malignas con tincidon leve: los II mostraron
elevada reactividad pero esta fue de + (87.5%) al igual que los I en el
57.1%. Inclusive, en algunos tumores observamos, ademas, que existian
areas totalmente negativas dentro del mismo tumor correspondiendo a un
menor grado de diferenciacion. Esta heterogeneidad generdé diferencias muy
significativas (p<0.001) entre ellos, por lo cual a mayor indiferenciacion

notamos menor expresién de CK.

La CK revelé inmunoexpresion elevada en todos los subtipos histoldgicos de
adenocarcinoma cervical sin diferencias significativas entre ellos (p=0.913).
Los villoglandulares (100%) y los endocervicales (75%) mostraron + de

reactividad.

El epitelio escamoso benigno mostrd tincion intensa para CK en las capas
intermedias y superficiales, siendo negativa o muy leve la respuesta en el
estrato indiferenciado. Todos los controles de tejido endocervical
presentaron positividad citoplasmatica para la CK con marcada intensidad
(figura N© 52).
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Figura N°© 51. Expresion de CK en cancer de cuello uterino. a. Carcinoma
epidermoide II. B. Adenocarcinoma papilar. (Ambas 40x).
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Figura N© 52. Expresion de la CK en tejido cervical benigno. a. Exocérvix
con expresion intensa en las capas diferenciadas. b. Endocérvix con
respeusta citoplasmatica positiva (Ambas con 40x).
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3.6.2 ANTIGENO CARCINOEMBRINARIO (CEA).

La inmunoreactividad ante el anticuerpo seleccionado para detectar el
antigeno carcinoembrinario CEA se considerd positiva cuando observamos
tincion a nivel de los citoplasmas celulares. La evaluacién para este
antigeno se pudo realizar en 78/81 casos de cancer de cuello uterino, de los
cuales el 89.7% mostrdé expresion de CEA y el 10.3% fue negativo. Todos
los controles fueron evaluados y expresaron CEA en las areas de mayor
grado de diferenciacién, como se describird mas adelante. Estos resultados

se muestran en la siguiente tabla:

Tabla N°© 57. Expresion de la CEA en los casos de cancer cervical y controles
incluidos en este estudio.

CEA Positivos Negativos
Casos 70(89.7%) 8(10.3%)
Controles 44(100%) -

Al comparar la inmunoexpresién de CEA entre los tumores y controles no se
encontraron diferencias importantes (p=1.000), ya que ambos mostraron

sobrexpresion.

La distribucidn de los carcinomas cervicales con o sin expresion de la CEA
de acuerdo al diagndstico histopatoldgico se muestra en la tabla N© 58.

61(78.2%) eran carcinomas epidermoides y 17(21.8%) adenocarcinomas.

Tabla N© 58. Expresién de la CEA de acuerdo al diagndstico histopatoldgico.

CEA
Tipos Positivos Negativos Total
histologicos
Carcinoma epidermoide 53(86.9%) 8(13.1%) 61
Adenocarcinoma 17(100%) - 17
Total 70 8 78

p= 0.398
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La distribucion de los tipos histolégicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células malignas tefiidas para CEA se resume en la
tabla N© 59. Destaca que la mayor proporciéon de casos de cancer cervical
(58/78), incluyendo ambos tipos histopatoldgicos, expresan esta proteina

en mas del 25% de las células malignas, siendo mas evidente en los

adenocarcinomas, aunque no encontramos diferencias estadisticamente

significativas (p=0.398).

Tabla N°© 59. Distribucion de los tipos histoldgicos de cancer de cuello uterino de
acuerdo al porcentaje de células tenidas para CEA.

Expresion Carcinoma Adenocarcinoma
CEA N°(%) N°(%)
+ 7(11.5%) -
++ 26(42.6%) 4(23.5%)
+++ 20(32.8%) 8(47.1%)
Total 60 19
p= 0.398

La figura N© 53 ilustra la expresion de la CEA en algunos de los tipos

histoldgicos de cancer de cuello uterino de este estudio.

Los carcinomas epidermoides respondieron intensamente ante el anticuerpo
contra CEA. Las areas con mayor grado de diferenciacion correspondieron a
las mas intensas. La reactividad focal se pudo apreciar en aquellos casos de
carcinoma con menor grado de diferenciacion. También nos encontramos
con casos en los que en el mismo tumor presentaba Aareas teiidas
intensamente pero, a la vez, areas con menor o ausencia de tincion. Esta
expresion heterogénea no fue significativa (p=0.403). La mayor expresion
se aprecié en los MD (92.3%) seguido de los II (87.5%), los BD (84.6%) y
los I(78.6%).

La inmunoexpresion del CEA en los diferentes subtipos histolégicos de
adenocarcinoma no mostrd diferencias significativas (p=0.371) pues se

expresd en todos los casos, aunque la mayor proporcion de estos
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9/17(52.9%) mostrd tincion en menos del 50% de las células malignas.
Sélo los papilares (100%) mostraron tincién en mas del 50% de las células

tumorales.

El tejido cervical benigno escamoso mostré reaccién para el anticuerpo
contra CEA en todos los estratos celulares siendo mas marcado en el
intermedio y superficial. En la capa profunda la tincion fue mas leve e
inclusive podia mostrar ausencia focal. El borde apical de las células
endocervicales normales destacdé por su reactividad intensa; los bordes
laterales citoplasmaticos también se tifieron pero con menos intensidad.

Estas caracteristicas se ilustran en la figura N° 54,
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Figura NO© 53. Expresiéon de CEA en cancer cervical. a. Carcinoma
epidermoide inmaduro (40x). b. Adenocarcinoma papilar (20x). En ambos
casos se aprecia inmunoreactividad intensa
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Figura N° 54, Expresion de la CEA en tejido cervical benigno. a. Exocérvix
con expresiéon en las capas diferenciadas. b. Endocérvix intensamente
tefiido (Ambas 40x).
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3.7 TELOMERASA.

Dado a que en la literatura no encontramos referencias que describieran el
posible patrén de tincion inmunohistoquimica a obtener en cancer de cuello
uterino, utilizamos como control positivo interno la tincidn nuclear en los
linfocitos, ademas de un control positivo externo correspondiente a un
linfona. La contratincién con colorante citoplasmatico verde de metilo al
0.5% nos permitié confirmar los casos negativos y reclasificar los casos con
reactividad dudosa. Los controles positivos y negativos, internos y externos

incluidos en esta oportunidad, mostraron la reactividad esperada.

Se pudieron evaluar 78/81 casos de cancer cervical, de los cuales
41(52.6%) fueron inmunoreactivos y 37(47.4%) no mostraron reactividad
ante el anticuerpo frente a la telomerasa (tabla N© 60). Los controles
fueron evaluados en su totalidad: 10(22.7%) positivos y 34(77.3%)

negativos.

Tabla N° 60. Expresion de la telomerasa en los casos de cancer cervical y controles
incluidos en este estudio.

Telomerasa Positivos Negativos
Casos 41(52.6%) 37(47.4%)
Controles 10(22.7%) 34(77.3%)

La comparacion de la inmunoexpresion de la telomerasa entre los tumores y
controles mostré diferencias muy significativas (p<0.0007), pues la

expresion de esta enzima fue mayor en los tumores.

La distribucién de los carcinomas cervicales con o sin expresiéon de la
telomerasa de acuerdo al diagndstico histopatoldgico se muestra en la tabla
NO 61, donde apreciamos que ambos tipos de tumores muestran expresion

positiva en porcentajes muy semejantes (p=0.595).
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Tabla N° 61. Expresion de la telomerasa de acuerdo al diagndstico histopatoldgico.

Telomerasa
Tipos Positivos Negativos Total
histolégicos
Carcinoma epidermoide 32(52.5%) 29(47.5%) 61
Adenocarcinoma 9(52.9%) 8(47.1%) 17
Total 41 37 78

p= 0.595

La respuesta al anticuerpo contra la telomerasa fue netamente nuclear y
nucleolar. El patrén de tincidn se caracterizd por tener la apariencia de un
puntillado muy fino, homogéneo y palido (figura N© 55. a). Tanto los
nlcleos de las células tumorales como los nucleos de linfocitos del estroma
mostraron reactividad, aunque estos ultimos se observaron intensamente
tefidos. El nucleolo se tornd de un color marrén-grisaceo, que le hacia
destacar dentro del nacleo (figura N° 55. b). En general, la intensidad de la

tincion fue palida, sbélo en unos pocos casos fue un poco mas intensa.

La inmunoexpresiéon de la telomerasa se observd en porcentajes semejantes
entre los carcinomas epidermoides con diferente grado de diferenciacion;
fue mayor en los II(62.5%), seguido de los MD(55.6%) y en igual
proporciéon para los BD e I (46.2%), sin diferencias significativas (p=0.667).

Los adenocarcinomas cervicales mostraron sobrexpresion con diferencias
estadisticamente significativas entre ellos (p=0.028). Se presenté en el
100% de los villoglandulares y en el Unico caso del mucinoso, seguido de
los subtipos histoldgicos endometrioide y papilar en igual proporcion (50%).

Los endocervicales mostraron la menor expresion (28.6%).

En algunos casos, se observo tincién ocasional en los nucleos celulares
(menos del 10% de las células) del estrato proliferativo del epitelio
escamoso cervical benigno. No hubo respuesta nuclear en los estratos

maduros. La tincidn en el estroma fue esporadica (figura N© 56. a). Algunos
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nucleos dispersos glandulares y en estroma se encontraron tefidos (figura

NO 56. b)

Figura N© 55. Expresién de la telomerasa en cancer cervical. a y b.
Carcinoma epidermoide con patron de expresidon puntiforme fino. Respuesta
nuclear y nucleolar, las flechas senalan los nucléolos que destacan por su
tincion marrén-grisacea palida. (Ambas 40x HE).
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Figura N° 56. Expresién de la telomerasa en tejido cervical benigno. a.
Exocérvix, con algunos nucleos de células proliferativas tefidos, al igual que
en el estroma. b. Endocérvix, con tincidon nuclear muy esporadica. (Ambos

40x HE).
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3.8 Reactividad
diferentes biomarcadores en

inmunohistoquimica

diferentes grados de maduracion.

correspondiente
los carcinomas epidermoides de

Biomarcador BD (%) MD(%) I(%) I1(%) Valor “p”
PRb
<5% (-) 48.2 70.4 64.3 85.7 0.134
>5% (+) 53.8 29.6 35.7 14.3
PRb
Localizacion
Negativa 46.2 55.6 57.1 71.4 0.464
Nucleo 38.5 29.6 28.6 14.3
Citoplasma 7.7 14.8 7.1 14.3
N/C 7.7 - 7.1 -
p16INK4a
<5% 7.7 22.2 14.3 28.6 0.776
5-<25% 53.8 18.5 35.7 28.6
25-50% 15.4 40.7 21.4 28.6
>50% 23.1 18.5 28.6 14.3
p16INK4a
Localizacion
Negativa 7.7 22.2 14.3 28.6 0.183
Ndcleo 84.6 74.1 85.7 71.4
Citoplasma 7.7 3.7 - -
p21WAF1
<5% 53.8 25.9 42.9 57.1 0.226
5-<25% 7.7 40.7 50 28.6
25-50% 38.5 33.3 7.1 14.3
>50% - - - -
p27CIP1
<5% 76.9 37 42.9 42.9 0.035
5-<25% 15.4 48.1 21.4 14.3
>25% 7.7 14.8 35.7 42.9
Ciclina D1
<5% (-) 61.5 74.1 69.2 62.5 0.996
>5% (+) 38.5 25.9 30.8 37.5
Ciclina E
<5% (-) 83.3 88.5 100 87.5 0.417
>5% (+) 16.7 11.5 - 12.5
p53
<5% (-) 84.6 100 100 100 0.053
>5% (+) 15.4 - - -

<5% negativa; 5-<25% +; 25-50% ++; >50% +++.

los
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Biomarcador BD(%) MD(%) I(%) II(%) Valor “p”
p53
<5% (-) 84.6 100 100 100 0.053
>5% (+) 15.4 - - -
MDM-2
<5% - - - - 0.022
5-<25% 7.7 - - 25
25-50% 30.8 30.8 42.9 62.5
>50% 61.5 69.2 57.1 12.5
Bax
<5% (-) 46.2 42.3 35.7 28.6 0.401
>5% (+) 53.8 57.7 64.3 71.4
Bcl-2
<5% (-) 100 100 85.7 100 0.272
>5% (+) - - 14.3 -
Biomarcador BD(%) MD(%) I(%) II(%) Valor “p”
Ubicuitina
<5% - - 7.1 - 0.879
5-50% 23.1 38.5 28.6 12.5
>50% 76.9 61.5 64.3 87.5
CK
<5% - 3.8 7.1 - 0.001
5-<25% 15.4 38.5 57.1 87.5
>25% 84.6 57.7 35.7 12.5
CEA
<5% 15.4 7.7 21.4 12.5 0.403
5-<25% - 15.4 7.1 25
25-50% 46.2 42.3 50 25
>50% 38.5 34.6 21.4 37.5
Telomerasa
<5% (-) 53.8 44.4 53.8 37.5 0.667
>5% (+) 46.2 55.6 46.2 62.5
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Biomarcador BD(%) MD(%) I(%) II(%) Valor “p”

Cadherina-E

<5% 23.1 7.7 21.4 75 0.006
5-<25% 154 15.4 50 -
>25-50% 30.8 50 14.3 12.5

>50% 30.8 26.9 14.3 12.5

Cadherina-E

Localizacion
Negativa 23.1 7.7 21.4 75 0.004
Membrana - 11.5 14.3 -
Citoplasma 7.7 15.4 28.6 -
M/C 69.2 65.4 35.7 25
CD44s
<5% - - - 14.3 0.330
5-50% 53.8 73.1 78.6 42.9
>50% 46.2 26.9 21.4 42.9
CD44s
Localizacion
Negativa - - - 14.3 0.070
Membrana 15.4 - - 14.3
Citoplasma 30.8 19.2 57.1 42.9
M/C 53.8 80.8 42.9 28.6
CD44v3
<5% - - - 25 0.008
5-50% 46.2 66.7 71.4 62.5
>50% 53.8 33.3 28.6 12.5
CD44v3
Localizacion
Negativa - - - 25 0.063
Citoplasma 53.8 48.1 42.9 50
M/C 46.2 51.9 57.1 25
M/C= membrana/citoplasma
Biomarcador BD(%) MD(%) I(%) I1(%) Valor “p”
Ki-67
<5% 15.4 25.9 21.4 28.6 0.781
5-<25% 38.5 25.9 14.3 28.6
25-50% 7.7 37 50 14.3
>50% 38.5 11.1 14.3 28.6

<5% baja; 5-<25% moderada; 25-50% alta; >50% muy alta.
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3.9 Reactividad inmunohistoquimica correspondiente a los
diferentes biomarcadores en los subtipos histolégicos de
adenocarcinoma cervical.

Val
Biomarcador Endocervical(%) Mucinoso(%) Endometrioide(%) Papilar(%) Villoglandular(%) “apgr
PRb
<5% (-) 75 100 80 100 100 0.358
>5% (+) 25 - 20 - -
PRb
Localizacion
Negativa 37.5 100 80 100 33.3 0.936
Ndcleo 25 - 20 - -
Citoplasma 37.5 - - - 66.7
p16INK4a
<5% 25 - - 100 50 0.861
5-<25% 25 - 25 - -
25-50% - 100 25 - 50
>50% 50 - 50 - -
p16INK4a
Localizacion
Negativa 25 - - 100 50 0.950
Ndcleo 75 100 100 - 50
p21WAF1
<5% 75 100 60 100 66.7 0.605
5-<25% 12.5 - 20 - -
25-50% 12.5 - 20 - 33.3
>50% - - - -
p27CIP1
<5% 37.5 - 60 50 50 0.821
5-<25% 50 100 20 - -
>25% 12.5 - 20 50 50
Ciclina D1
<5% (-) 50 100 50 100 100 0.240
>5% (+) 50 - 50 - -
Ciclina E
<5% (-) 100 100 100 100 100 -
>5% (+) - - - - -
p53
<5% (-) 87.5 100 100 100 100 0.393
>5% (+) 12.5 - - - -

<5% negativa; 5-<25% +; 25-50% ++; >50% +++.
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Biomarcador Endocervical(%) Mucinoso(%) Endometrioide(%) Papilar(%) Villoglandular(%) v“a;gr
p53
<5% (-) 87.5 100 100 100 100 0.393
>5% (+) 12.5 - - - -
MDM-2
<5% - - - - - 0.523
5-<25% 12.5 - - - 33.3
25-50% 50 - 25 - -
>50% 37.5 100 75 100 66.7
Bax
<5% (-) - - - - 50 0.043
>5% (+) 100 100 100 100 50
Bcl-2
<5% (-) 87.5 100 100 100 100 0.346
>5% (+) 12.5 - - - -
Endocervical(%) Mucinoso(%) Endometrioide(%) Papilar(%) Villoglandular(%) Valor
Biomarcador P 9 “p”
Ubicuitina
25-50% 25 - 20 - 66.7 0.329
>50% 75 100 80 100 33.7
CK
5-<25% 75 - 40 - 100 0.913
>25% 25 100 60 100 -
CEA
5-<25% 12.5 100 50 - 50 0.371
25-50% 50 - - - -
>50% 37.5 - 50 100 50
Telomerasa
<5% (-) 71.4 - 50 50 - 0.028
>5% (+) 28.6 100 50 50 100
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Biomarcador Endocervical(%) Mucinoso(%) Endometrioide(%) Papilar(%) Villoglandular(%) V‘?‘:gr
Cadherina-E
<5% 37.5 - - 50 - 0.766
5-<25% 37.5 100 100 - 100
>25% 25 - - 50 -
Cadherina-E
Localizacion 0.064
Negativa 37.5 - - 50 -
Citoplasma 62.5 100 100 - -
M/C - - - 50 100
CD44s
<5% 25 100 25 50 50 0.606
5-50% 75 - 50 50 50
>50% - - 25 - -
CD44s
Localizacion 0.479
Negativa 25 100 25 50 50
Citoplasma 50 - - 50 50
M/C 25 - 75 - -
CD44v3
5-50% 25 100 60 50 100 0.012
>50% 75 - 40 50 -
CD44v3
Localizacion 0.688
Negativa - - - - -
Citoplasma 87.5 100 80 100 100
M/C 12.5 - 20 - -
M/C= membrana/citoplasma
Biomarcador i i . i i Valor
Endocervical(%) Mucinoso(%) Endometrioide(%) Papilar(%) Villoglandular(%) “P"
Ki-67
<5% 25 - 20 50 33.3 0.867
5-<25% 25 - 40 50 33.3
25-50% 37.5 100 20 - 33.3
>50% 12.5 - 20 - -

<5% baja; 5-<25% moderada; 25-50% alta; >50% muy alta.
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3.10.- ANALISIS DE CORRELACION.

Se realizd una correlacidon de Chi-cuadrado de Pearson entre los diferentes
biomarcadores para determinar las posibles asociaciones en relacién a la
inmunoreactividad. Para este andlisis y en todos los biomarcadores, se
estableci6 un punto de corte de positividad superior al 5% de células
tefidas. Los resultados del contraste estadistico se resumen en la siguiente
tabla, en la que sbélo se muestran las correlaciones estadisticamente
significativas:

Tabla N© 62. Correlacidon entre los biomarcadores evaluados en este estudio.

Biomarcadores Valor de “p”
pRb / CEA 0.050
pl6 / Ki-67 0.003
pl6 / p21 0.046
p21 / Ki-67 0.023
p27 / Ki-67 0.032
p27 / pl6 0.027
p27 / p21 0.003
p27 / telomerasa 0.037
MDM-2 /p16 0.013
Bax / p27 0.015
Bcl-2 / p27 0.039
CK / p27 0.022
CK / Bax 0.007
CK / Bcl-2 0.009
CEA / p53 0.015
Telomerasa / Ki-67 0.012
Telomerasa / p16 0.004
Telomerasa / MDM-2 0.002
Telomerasa / CD44v3 0.025
Cadherina-E / MDM-2 0.000
Cadherina-E / CD44v3 0.013
CD44s / CD44v3 0.000
CD44v3 / p16 0.007
CD44v3 / CK 0.009
Ubicuitina / Ki-67 0.007
Ubicuitina / localizacion cadherina-E 0.026
Ubicuitina / CD44v3 0.012
Cadherina-E / CD44s 0.000
CD44s / pRb 0.009
p21 / ciclina D1 0.000
Ciclina D1 / pRb 0.027
Ciclina D1 / CEA 0.000
p53 / ciclina D1 0.011
Cadherina-E / ciclina D1 0.001
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El analisis de correlacién realizado entre los biomarcadores con evaluacion
inmunohistoquimica arrojo los siguientes hallazgos: observamos que existe
correlacién entre un buen numero de biomarcadores que en general nos
permiten establecer las alteraciones moleculares que pueden estar

involucradas y dar origen al desarrollo de la neoplasia cervical invasora.

El elevado indice de proliferacion celular de esta serie de tumores
cervicales, representado por un incremento en los niveles de expresion del
antigeno Ki-67, mostrd correlacién con todos los inhibidores de kinasas
dependientes de ciclina: p16 (p<0.003), p21 (p=0.023), p27 (p=0.032), los
cuales se encontraban incrementados, asi como con la marcada
degradacion proteica representada por la sobrexpresién de la ubicuitina
(p<0.007) y la supervivencia celular prolongada por la telomerasa activada

(p=0.012). Estas correlaciones se muestran en el grafico N° 6.

Destaca la correlacion existente entre las proteinas supresoras de tumor
pPRb y p53 con la inmunoreactividad reducida de la ciclina D1 (p=0.027) y
la sobrexpresién de CEA (p=0.050). La pRb disminuida se correlacing,
ademas, con la sobrexpresion de la proteina CD44s (p<0.009). Con
respecto al CEA la correlacién es inversa: a medida que las proteinas
supresoras de tumor disminuyen este aumenta. Con la ciclina D1, la
correlacién es lineal pero negativa: al disminuir D1 también disminuyen la
p53 (p=0.011) y la pRB (p=0.027). Estas correlaciones se muestran en el
grafico N° 7.

Encontramos correlacion existente entre los niveles incrementados de los
diferentes inhibidores de CDK dependientes de ciclina: p16, p21 y p27,
fundamentalmente y de manera interesante entre ellos mismos: p16/p21
(p=0.046); p16/p27 (p=0.027); p21/p27 (p=0.003) o en el caso especifico
de la p27 con la sobrexpresion de Bax (p=0.015), y la reduccion de Bcl-2
indicando una correlacién inversa (p=0.039)). La pl6 incrementada
también se correlaciona con los niveles elevados de MDM-2 (p=0.013).

Estas correlaciones se muestran en el grafico N° 8.
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La reducida inmunoexpresion de la ciclina D1 se correlaciond con la
sobrexpresion de p21 (p<0.000), CEA (p<0.000) y de la cadherina-E
(p<0.001), asi como con la ya mencionada presencia de niveles disminuidos

de p53 y pRb. Estas correlaciones se muestran en el grafico N° 9.

Las moléculas de adhesion celular muestran una excelente correlacién
entre ellas mismas y con otros biomarcadores. La CD44v3 estd bastante
asociada con la sobrexpresion de la cadherina-E (p=0.013) asi como con
pl6é (p<0.007), ubicuitina (p=0.012), telomerasa (p=0.025) y CK
(p=0.009) CD44s reveld asociacion con la cadherina-E (p<0.000), con
CD44v3 (p<0.000) y con la inmunoreactividad disminuida de la proteina
pRb (p<0.009). También hubo correlacion entre la cadherina-E y los niveles
elevados de MDM-2 (p<0.000). Estas correlaciones se muestran en el
grafico N° 10.

Una correlacién también fue observada entre la marcada degradacion de
proteinas reflejada en la sobreexpresion de la ubicuitina especificamente
con la localizacién citoplasmatica de la cadherina-E (p=0.026), ademas de

las ya mencionadas con otras proteinas celulares (ver grafico N° 10).

Las CK incrementadas se correlacionaron con la sobrexpresién de p27
(p=0.022), Bax (p=0.007) y con la reduccién de Bcl-2 (p=0.009). Estas

correlaciones se muestran en el grafico N°© 11,

Finalmente, la sobrexpresion de la telomerasa se correlacioné con la
sobrexpresion de p16 (p=0.004), p27 (p=0.037) y con MDM-2 (p=0.002),
es decir, con miembros reguladores del ciclo celular, asi como con la
proteina de adhesion celular CD44v3 (p=0.025%), como se aprecia en los
graficos N© 10 y N° 12,

A continuacion, se muestran las graficas correspondientes a las
correlaciones de los diferentes biomarcadores con reactividad
inmunohistoquimica estadisticamente significativas y que fueron detalladas

con anterioridad.
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3.10.1. Representacion grafica de la correlacion entre los

biomarcadores evaluados en este estudio.

Grafico N° 6. Correlacién de la inmunoexpresion de Ki-67 con otros biomarcadores.
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Grafico N° 7. Correlacién entre la inmunoexpresion de los productos de los genes

supresores de tumor, pRb/p53, con otros biomarcadores.
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Grafico N° 8. Correlacion entre la inmunoexpresion de los inhibidores de kinasa

dependiente de ciclinas (CDKI) y otros biomarcadores.
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Grafico N° 9. Correlaciéon entre la inmunoexpresion de la Ciclina D1 y otros

biomarcadores.
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Grafico N° 10. Correlacion entre la inmunoexpresion de las moléculas de adhesion

celular y otros biomarcadores.
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Grafico N° 10. Correlacidn entre la inmoexpresion de las moléculas de adhesion

celular y otros biomarcadores. Continuacion.
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Grafico N° 11. Correlacidén entre la inmunoexpresion las citoqueratinas (CK) y otros

biomarcadores.
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Grafico N© 12. Correlacion entre la inmunoexpresion de la telomerasa y otros

biomarcadores.

100%
80%
60%

B Telomerasa+

™ Telomerasa-

M p27+
W p27-

40%
20%
0% p16- p16+
B Telomerasa+ 8 31
® Telomerasa- 7 30
p=0.004
100%
- I
60%
40%
0
0% Telomerasa- Telomerasa+
M p27+ 16 36
M p27- 21 13
p=0.037
100%
80%
60%
40% —
20% —
0% MDM-2 - MDM-2 +
B Telomerasa+ 0 M
™ Telomerasa- 0 36
p=0.002

B Telomerasa+
™ Telomerasa-

252



Resultados

4. DETECCION Y GENOTIPIFICACION DE ADN-HPV.

Sélo los casos de cancer de cuello uterino incluidos en este estudio fueron
sometidos a evaluacion molecular para la deteccidon y genotipificacién del
ADN-HPV. De los 81 tumores de cuello uterino, en 3(3.7%) no se logro
amplificar el gen INF por lo que fueron excluidos del proceso de
genotipificacién; a los 78(96.3%) casos restantes, se le realizd PCR-SPF10
logrando amplificarse las secuencias de ADN-HPV presentes en estas

muestras y, por lo tanto, considerandose HPV positivas.

De los 78 carcinomas de cuello uterino, 19(24.4%) eran adenocarcinomas y

59(75.6%) eran carcinomas epidermoides.

46/78(59%) de los carcinomas cervicales ADN-HPV positivos revelaron
infeccién Unica y 32/78(41%) estaban infectados por dos o mas tipos
diferentes de HPV.

Los 46 casos con infeccion por un solo tipo de HPV se reparten asi:
43/78(55.13%) con HPV16 (33 carcinomas epidermoides vy 10
adenocarcinomas cervicales); 1/78(1.28%) con HPV18 e igual valor para 1

caso con HPV58 y 1 caso con HPV X.

De acuerdo al tipo histoldgico, presentaban infeccion Unica 35/59(59.3%)
carcinomas epidermoides y 11/19(57.9%) adenocarcinomas cervicales, e
infeccién multiple 24/59(40.7%) y 8/19(42.1%), respectivamente, sin

diferencias estadisticamente significativas (p=0.914).

La distribucién de los tipos especificos entre los tipos histoldgicos se indica a
continuacion: en los carcinomas epidermoides (35/59), el HPV16 infectd a
33/59(55.9%), el HPV58 se encontré en 1/59(1.7%) y 1 caso con HPV X
(1.7%). En los adenocarcinomas cervicales, predominé el HPV16 detectado
en 10/19(52.6%) seguido del HPV18 hallado en 1/19(5.3%).

Todos estos hallazgos se especifican en la siguiente tabla resumen:
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Tabla N© 63. Resumen de los hallazgos relacionados con la deteccion vy
genotipificacién de ADN-HPV en la serie de cancer de cuello uterino de este estudio.

Casos de cancer cervical ADN-HPV positivos:

Cancer Infeccidén Gnica Infecciéon miltiple
cervical
78 46(59%) 32(41%)

Frecuencia de los tipos especificos de HPV (infeccidn Unica), n=46/78:

Tipo viral N°(%)
HPV16 43(55.13%)
HPV18 1(1.28%)
HPV58 1(1.28%)
HPV X 1(1.28%)

Distribucion de la infeccion Unica y multiple de acuerdo al tipo histoldogico
n=78:

Tipo histologico Infeccion unica Infeccion multiple

Carcinoma epidermoide 35/59(59.3%) 24/59(40.7%)

Adenocarcinoma cervical 11/19(57.9%) 8/19(42.1%)

Total 46 32
p=0.914

Frecuencia de los tipos especificos de HPV en los tipos histolégicos.

Tipo histolégico HPV16 HPV18 HPV58 HPV X
Carcinoma epidermoide

n=35/59 33(55.9%) - 1(1.7%) 1(1.7%)
Adenocarcinoma cervical

n=11/19 10(52.6%) 1(5.3%) - -
Total 43 1 1 1
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4.1 Infeccion por HPV: Gnica y miultiple.

El 59% de los carcinomas de cuello uterino (46/78) presentd infeccién por

un tipo especifico de HPV y en el resto de los casos que corresponden al

41% (32/78) encontramos secuencias de ADN de 2 o mas genotipos de

HPV/infeccion multiple, en variadas combinaciones. Esta frecuencia se

muestra en el siguiente grafico

41%

59%

‘l Infeccion Unica ™ Infecciéon multiple ‘

Grafico N© 13. Frecuencia de la infeccién por un solo tipo de HPV y por 2 o
mas tipos virales, n=78.

En la distribucion de los casos de infeccion por HPV Unica y multiple en
relacién a los diferentes intervalos de edad observamos que las pacientes
cuya edad estaba por debajo de los 35 afios tenian infeccion Unica (21.2%),
sin presentarse ningun caso de infeccién multiple. La mayor proporcién de
infeccién con un tipo viral especifico se presentd entre los 36 y 45 afos
(27.3%), seguido de las pacientes mayores de 65 anos (24.2%). A su vez,
la proporcion mas alta de casos de infeccién multiple la encontramos en el
intervalo de edad comprendido entre los 36 y 55 afios (68.2%), justo el de
mayor prevalencia de cancer cervical. El siguiente intervalo de edad fue el
de las pacientes mayores de 65 anos (18.2%). Estas observaciones se
ilustran en el grafico N© 14. No encontramos ninguna diferencia importante
(p=0.419).
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® Infeccién Unica w Infeccion multiple

Grafico N° 14. Distribucidon porcentual de los casos de infeccién Unica y multiple de
acuerdo a la edad.

La distribucién del nimero de infecciones por HPV Unicas y multiples de
acuerdo al tipo histoldégico de cancer de cuello uterino revel6 que tanto una
como otra se presentan sin diferencias importantes entre los tipos de cancer
cervical (p=0.914). Sin embargo, una mayor proporcion de casos de

infeccion multiple (24/32) se encuentra entre los carcinomas epidermoides
(ver tabla N© 63).

En la figura N° 57, se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos en
una de las tandas de genotipificacion de ADN-HPV en esta serie de casos de
cancer de cuello uterino (A) y varias tiras-LiPA seleccionadas para visualizar

la ubicacién de la hibridacién con infeccién por HPV, Unica y multiple.
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Figura N° 57. A. Genotipificacion de ADN-HPV en las muestras de cancer de
cuello uterino evaluadas mediante el método de hibridacion reversa en tira
(LiPA). B. Amplificacidon de una seleccion de tiras para visualizar la ubicacidn
de la hibridacion del ADN-HPV: tira 9 HPV16/18/35/45, tira 14
HPV16/18/45/58, tira 16 HPV31/33/44, tira 17 HPV16, tira 20
HPV16/18/31/45, tira 5 HPV16/18, tira 6 HPV X, tira 9* HPV18.
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Al realizar la interpretacién de las tiras LiPA utilizadas para la
genotipificacion de los papilomavirus humanos presentes en los casos de
cancer de cuello uterino, consideramos positivo todo vestigio de coloracion
sobre las diferentes lineas (oligonucléotidos) en la tira y observamos los
siguientes detalles:

1. la linea de marcaje para el conjugado fue efectivamente positiva en
todos los casos.

2. la linea correspondiente al control 1 de HPV siempre fue menos
intensa (rosa palido) que la linea del control 2 de HPV, cuya
intensidad varié entre negro y gris oscuro.

3. cuando la linea de control 2 de HPV era de color negro (purpura muy
intenso), las lineas correspondientes al o los HPV presentes en las
muestras también eran muy oscuras.

4. cuando la linea de control 2 de HPV era clara, también las lineas de
los genotipos virales presentes en las muestras eran bastante claras
e inclusive podian variar de tonalidad si estaban presentes a la vez
varios tipos virales (infeccion multiple). Al revisar la electroforesis de
los productos amplificados con el cebador SPF10 de estos casos, se
encontré que la banda también era mas clara. Este hallazgo podria
estar relacionado con la cantidad de secuencia viral presente en las
muestras (carga viral).

5. los casos con infeccidn multiple que involucran los genotipos virales
HPV 16/18/45 (figura N© 58), son un ejemplo de la variedad de tonos
de la coloracién en las tiras hibridadas que, igualmente, podrian estar
relacionados con la carga viral de los diferentes genotipos en cada
muestra. Asi tenemos, que en las tiras 4 y 18 la intensidad de color
fue igual para los tres genotipos hallados. Por el contrario, en la tira
6, la linea que identifica al HPV45 fue mas intensa que la linea
correspondiente al HPV16 y esta, a su vez, mas intensa que la linea
del HPV18. En cambio, en la tira 14, la linea mas intensa fue para el
HPV18 y en menor intensidad encontramos los tipos HPV16 seguido
del HPV45. Por lo tanto, en presencia de una infeccion multiple, la
tira LiPA reflejo si un tipo viral predominaba (linea oscura con lineas
mas claras), si los tipos virales estaban en la misma “proporciéon” (las

lineas mostraban mdas o menos la misma intensidad de color) o si un
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tipo predominaba y los otros estaban en la misma “proporcién” entre

ellos.
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Figura N© 58. Tiras de hibridacién reversa (LiPA) mostrando infeccidn
multiple por HPV 16/18/45.

6. En casos de infeccion Unica, como por ejemplo la presentada en la
figura N© 57. B tira 17, pudimos ver claramente el tipo viral presente
en las diferentes muestras (en la electroforesis de los productos de la
PCR-SPF10, las bandas eran nitidas). En algunos casos, el tipo viral
presente mostraba una linea de hibridacion de tonalidad palida,
posiblemente relacionada con una baja carga viral (figura N°© 57. B
tira 6).

La distribucién de los genotipos especificos de HPV identificados en los

46/78 carcinomas cervicales como infeccion Unica se muestra en la tabla

NO 63. El genotipo viral mas frecuentemente encontrado fue el HPV16
(55.13%), mientras que los genotipos HPV18 y HPV58 se encontraron en
igual proporcién (1.28%). Un caso (1.28%) mostro la presencia de ADN-
HPV en la linea de control 1 de HPV en su respectiva tira; sin embargo, no

se produjo hibridacion con ninguna de las lineas de oligonucledtidos
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especificos para los 25 tipos virales, con lo cual fue designado como un HPV
desconocido (HPV X).

Estos tipos virales se distribuyen de la siguiente manera segun el tipo
histoldgico de cancer cervical: HPV16 en 33 carcinomas epidermoides y 10
adenocarcinomas cervicales; HPV18 en 1 adenocarcinoma papilar, HPV58 en
1 carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado y el HPV

desconocido (X) en un carcinoma epidermoide inmaduro.

La infeccion multiple por HPV se distribuye de acuerdo al tipo histolégico

de cancer de cuello uterino de la siguiente forma: en 24 carcinomas
epidermoides y 8 adenocarcinomas cervicales, sin diferencias
estadisticamente significativas entre los grados de diferenciacién (p=0.497),
asi como entre los subtipos histolégicos (p=0.311), tal y como se detalla en
las tablas N° 64 y 65.

La distribucién del niumero de infecciones por HPV Unicas y multiples en el
carcinoma epidermoide de acuerdo al grado de diferenciacién tumoral deja
ver que tanto una como otra se presentan sin diferencias importantes
(p=0.497), aunque los carcinomas epidermoides I (69.2%) mostraron
infeccién Unica con mayor frecuencia, seguidos de los BD y los MD. Los
carcinomas epidermoides II (62.5%) presentaron infeccion multiple

predominantemente, como se muestra a continuacion:

Tabla N© 64. Distribucidon porcentual de la infeccion por HPV Unica y multiple de
acuerdo al grado de diferenciaciéon tumoral de los carcinomas epidermoides, n= 59.

Infecciéon por HPV

Carcinoma epidermoide

(grado de diferenciacion) Unica% (N°) Multiple % (N©)
BD (13) 61.5 (8) 38.5 (5)
MD (25) 60 (15) 40 (10)
I (13) 69.2 (9) 30.8 (4)
II (8) 37.3 (3) 62.5 (5)
p=0.497
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La distribucion del nimero de infecciones por HPV Unicas y multiples en los
diferentes subtipos histoldgicos de adenocarcinoma no muestra diferencias
significativas (p=0.311). Los adenocarcinomas endocervicales constan de
una mayor proporcién de casos con infeccion multiple (62.5%), aungque en
los otros adenocarcinomas predomind la infeccion Unica, sobre todo en los

de tipo papilar y mucinoso, como se aprecia en la siguiente tabla:

Tabla N© 65. Distribucién porcentual de la infeccién por HPV Unica y multiple de
acuerdo al subtipo histoldgico de los adenocarcinomas cervicales, n= 19.

Infeccion por HPV

Adenocarcinoma cervical

(subtipos histolégicos) Unica % (N©°) Multiple % (N°©)
Endocervical (8) 37.5 (3) 62.5 (5)
Endometrioide (5) 60 (3) 40 (2)
Papilar (2) 100 (2) -
Villoglandular (3) 66.7 (2) 33.3 (1)
Mucinoso (1) 100 (1) -
p=0.311

Las combinaciones de HPV conformando las infecciones multiples se
muestran en la tabla N° 66. Destaca la co-infeccion HPV16/18/45 que se
encuentra en 12/32 casos, seguido de 4 casos con la combinacion HPV
16/18 y 2 casos con HPV 16/18/45/66; el resto de los casos mostraron
variedad en la combinacion de distinto tipos virales, tanto de bajo riesgo

como de alto riesgo.

En dicha tabla, ademas notamos lo siguiente:
1. 2 casos sefialados con * no presentaron co-infeccion con ninguno de
los 2 HPVAR mas comunes: HPV 16 o 18.
2. En 26 casos, encontramos secuencia viral de HPV18, con lo cual la
frecuencia real de este tipo viral es mayor que la reportada cuando se
informa como un tipo Unico especifico.

3. Deigual forma, el HPV16 es fijo en la mayoria de las co-infecciones.
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4. Existe la presencia de HPVBR como el HPV6 y el HPV44 (Munoz et al,
2003).

5. El HPV45 se presenta en un numero considerable de casoscasi con la
misma frecuencia del HPV18.

6. Se detectaron también otros tipos de HPVAR diferentes a HPV 16/18:
HPV 31, 33, 39, 45, 51, 52, 58, 68 y 70 (Mufoz et al, 2003).

7. El HPV66, considerado como posiblemente oncogénico (Mufioz et al,

2003) se detectd en 3 casos combinado con los HPV 16 y/o 18.

Tabla N© 66. Distribucién de las combinaciones de genotipos de HPV (infeccién
multiple) hallados en los casos de cancer de cuello uterino de este estudio.

Genotipos virales N° de casos
HPV 16/ 18 4
HPV 16 / 66 1
HPV 33 /52 * 1
HPV 16/ 18/ 45 12
HPV 16/ 18/ 66 1
HPV 16 / 39/ 45 1
HPV 6/ 16 / 68 1
HPV 31 /33 /44 * 1
HPV 6/ 16/ 18/ 31 1
HPV 16 / 18 / 35/ 45 1
HPV 16 /18 /45 /51 2
HPV 16/31/33/ 44 1
HPV 16 /18 / 31/ 45 1
HPV 16 /18 /45 /58 1
HPV 16 / 18 / 45 / 66 1
HPV 16/ 18/ 45/ 70 1
HPV 16/18/31/39/45/68/ 70 1
Total 32
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4.2 Asociacion de la inmunoexpresion de biomarcadores en

infeccion por HPV lnica y miltiple.

A manera general, no encontramos diferencias estadisticamente
significativas en la inmunoexpresién del panel de biomarcadores estudiados
entre la infeccién por HPV Unica y multiple. Sin embargo podemos apreciar
en la siguiente tabla que en la infeccion multiple ocurren cambios mas
llamativos que en la Unica, como por ejemplo que las proteinas de la via
supresora de la pRb estan mas alteradas, que la inmunoexpresidon de Bax es
mas acentuada, que la inmunexpresion de Bcl-2 es totalmente negativa y

gue CD44s se encuentra con mayor expresion al igual que el CEA.

Tabla N© 67. Expresiéon inmunohistoqguimica de los diferentes biomarcadores en
infeccién por HPV Unica y multiple.

Biomarcador Valor de "p” Infeccion Gnica (%) Infeccion miultiple (%)

) (+) ) (+)
Ki-67 0.618 77.8 71.9
pRb 0.201 64.4 78.1
Ciclina D1 0.071 58.1 78.1
pl6INK4a 0.699 76.7 81.2
Ciclina E 1.000 93.3 93.3
p27CIP1 0.216 52.8 47.2
p21WAF1 0.977 53.3 50
p53 0.763 95.3 96.8
MDM-2 0.404 59.2 40.8
Bax 0.244 60.5 74.2
Bcl-2 0.144 93.5 100
Cadherina-E 0.405 77.3 73.3
CD44s 0.824 88.4 93.5
CD44v3 0.835 97.8 96.9
Ubicuitina 0.305 97.8 100
Telomerasa 0.656 51.1 50
CK 0.226 97.8 96.8
CEA 0.247 84 96.8
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DISCUSION.

1. GENERALIDADES.

El objetivo principal de este estudio fue caracterizar la expresion
inmunohistoquimica de un panel de biomarcadores en muestras de cancer
de cuello uterino comparandolas con el tejido benigno (controles) para
establecer su aplicacién clinica, asi como determinar los genotipos de HPV

presentes en estos tejidos neoplasicos.

Estudiamos 81 carcinomas de cuello uterino registrados en el Servicio
Anatomia Patologia del Hospital Clinico Univerisitario de Valencia entre 1969
y 2005, de los cuales se disponia de material histolégico archivado.
Recabados los datos clinicos, analizadas las caracteristicas histopatoldgicas,
inmunohistoquimicas y efectuada la genotipificacion de los HPV presentes
en los tumores, realizamos un analisis de los hallazgos obtenidos entre las
diferentes variables, asi como la existencia de posibles correlaciones entre

ellas.

La inmunoexpresion de los biomarcadores en el tejido neopldsico
comparada con el tejido benigno confirmdé que en la neoplasia cervical
ocurre una diversidad de interacciones y mecanismos moleculares alterados
que conllevan a la disregulacion del ciclo y proliferaciéon celular. Tales
interacciones y mecanismos son muy probablemente inducidos por la
presencia de las oncoproteinas E6 y E7 de los papilomavirus humanos de
alto riesgo, bien sea para el mantenimiento del fenotipo maligno o bien

durante todo el proceso de carcinogénesis.

La presencia del ADN-HPVAR en la serie de tumores estudiados,
especificamente de los genotipos virales 16 y 18, ratifica las observaciones
de otros investigadores, que indican que el HPV el agente causal e inductor
del desarrollo de la neoplasia cervical invasiva tanto epidermoide como de

origen glandular.
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2. EN RELACION A LOS HALLAZGOS CLINICOPATOLOGICOS.

Edad.
La importancia de la neoplasia cervical viene dada principalmente por su
alta morbi-mortalidad, a pesar de que es uno de las pocos tumores
malignos con gran potencial de prevencion secundaria. Esta neoplasia
afecta cada dia a mas mujeres jovenes y en edad reproductiva, sobre todo
en paises pobres y en vias de desarrollo, donde la carencia de programas de
pesquisa bien organizados es el principal aliado de este flagelo que se ha

convertido en un verdadero problema de salud publica.

Al igual que otras enfermedades de caracter crénico, las tasas de incidencia
y mortalidad por cancer de cuello uterino aumentan con la edad, tendencia
gue se aprecia claramente en estudios desarrollados en areas geograficas
especificas con alta prevalencia como América Central y del Sur (Lewis,
2004).

La mayor tasa absoluta de cancer de cuello uterino recae sobre mujeres de
mediana edad, principalmente en las dareas geograficas con elevada
prevalencia. Los analisis de datos sobre mortalidad por neoplasia cervical en
América Latina y del Caribe, por ejemplo, indican que las mujeres cuya
edad esta comprendida entre los 35 y 54 afios conforman el grupo reiterado

de defunciones anuales.

En este estudio, la mayor proporcion de pacientes con cancer cervical se
encontraba en el grupo comprendido entre los 35 y 55 afios de edad vy, el
29.3% de estas contaban con 36 y 45 anos. Segun los datos arrojados por
los principales estudios epidemioldgicos en los que se incluyeron pacientes
de distintas regiones geograficas, la mayor incidencia de casos de cancer
cervical se presentan entre los 25 y 30 afios, para alcanzar un pico maximo
entre los 45 y 50 afos. Estas observaciones se notan mas en paises
desarrollados con politicas de pesquisa bien implementadas. Sin embargo,
en los paises subdesarrollados se aprecia una tendencia de la incidencia de

cancer de cuello uterino que sigue una relacion lineal con la edad, como
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ocurre con la mayoria de los tumores de origen epitelial (Bosch y de
Sanjosé, 2003; Lewis, 2004).

En esta serie de tumores de cuello uterino, encontramos un segundo pico
de prevalencia en las pacientes mayores de 65 afnos, que corresponde
fundamentalmente a adenocarcinoma cervical. Entre otras, esto se debe
quizas a las siguientes causas: a que las pacientes sobre esta edad son
excluidas de los programas de pesquisa voluntariamente o por el sistema; a
que la citologia cervicovaginal no es lo suficientemente sensible para el
diagndstico de lesiones cervicales glandulares; tampoco debe descartarse el
estado de inmunosupresion. Este perfil de cancer cervical con dos picos de
prevalencia respecto a la edad se adapta al descrito para paises

desarrollados como Espaia (de Sanjosé, 2005).

En este estudio, la edad media de diagndstico de cancer de cuello uterino
fue de 50 afios, sin diferencias significativas entre los dos tipos histoldgicos
de cancer cervical, aunque el tipo histolégico prevalente fue el carcinoma
epidermoide. Sobre nuestros casos de adenocarcinoma cervical, el mayor
nimero de casos se presentd en pacientes cuya edad se encontraba por
debajo de los 45 afios, posiblemente asociado a factores de indole hormonal

como el uso prolongado de ACO.

De manera general, la tendencia de mortalidad por cancer de cuello uterino
en Espana estd aumentando en todos los grupos de edad segun explica
Llorca et al, 2005. La mayor incidencia de cancer cervical ocurre en el
intervalo de edad comprendido entre los 45-54 afios, aunque los efectos de
un buen cribaje han disminuido la mortalidad. El incremento en las tasas de
mortalidad también ocurre en un porcentaje considerable en la pacientes
mayores de 65 afios, grupo en el que la mortalidad aumenta debido quizas
a las causas anteriormente mencionadas, de acuerdo a los resultados de los
analisis epidemioldgicos realizados e informados por Bosch, 2004 en Oviedo
y de Sanjosé, 2005 en Valencia. Aunque se piensa que los efectos de la
pesquisa de cancer cervical logran un buen resultado, Llorca et al (2005)

por el contrario, defienden que la mortalidad por esta neoplasia en Espafia
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se esta incrementando de manera importante en mujeres por debajo de los

50 anos de edad.

Cabe mencionar, que la prevalencia a nivel mundial de la infeccidon por HPV
varia entre el 2 y 44%, rango en el que influye la edad de la poblacién
estudiada asi, como de la sensibilidad de los ensayos moleculares utilizados
para la deteccidon del ADN viral. Aun asi, la prevalencia de la infeccién por
HPV es alta en mujeres jévenes sexualmente activas cuya edad esta sobre
los 25 afos, luego disminuye con la edad, para finalmente alcanzar un
segundo pico de prevalencia después de los 55 afos, segin resumen
Baseman y Koustsky en el 2005. En este estudio, la infeccidon por HPV ya
sea por un tipo especifico o por varios tipos virales a la vez, se presenté sin
diferencias significativas, entre todos los intervalos de edad, lo que

concuerda con el patréon descrito.

Nuestra serie de cancer de de cuello uterino pertenecia a pacientes cuya
edad promedio era los 50 afios, en un rango oscilante entre los 36 y 55
anos, dato semejante a lo encontrado en la literatura, lo cual indica que
este tumor se diagndstica en pacientes cada vez mas jovenes. Este hecho

ofrece la ventaja de aplicar a tiempo el tratamiento necesario y efectivo.

2.2 Diagnéstico histopatoldgico: tipos histoldgicos.

El tipo histoldgico de cancer de cuello uterino prevalente en este estudio fue
el carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado, mientras que el
adenocarcinoma cervical alcanzdé un porcentaje de prevalencia semejante al
hallado en la literatura (Vizcaino et al, 1998, 2000; Bosch y de Sanjosé,
2003).

Aunque en la actualidad se estima que la prevalencia del adenocarcinoma
cervical estd aumentando, nuestros resultados coinciden con las cifras
otorgadas a este tipo histoldgico de cancer cervical, estimada entre el 20-
25% (Vizcaino et al, 1998).
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2.3 Tamaio tumoral.

Con respecto al tamafio tumoral, los tumores estudiados tenian una media
de 1 cm y no encontramos ninguna asociacion significativa con las variables
estudiadas, lo cual sugiere que el comportamiento bioldgico de los tumores
cervicales, asi como la variedad de eventos moleculares implicados en la
carcinogénesis, no se ven afectados por el tamafio macroscopico de la

neoplasia tumoral.

3. EN RELACION A LOS HALLAZGOS INMUNOHISTOQUIMICOS.

Partiendo de que el 96.3% de los tumores de cuello uterino de este estudio
contiene ADN-HPV, suponemos que los hallazgos inmunohistoquimicos

tienen relacion directa o indirecta con la presencia del ADN viral.

El ciclo celular de las células euricariotas estd regulado por la sintesis y
destruccion periddica de las ciclinas asociadas a CDK. El entendimiento de
como estas proteinas interactian en dicha regulacidon ha proporcionado la
informacién requerida para el descubrimiento de dianas que presentan

alteraciones y que son la base del desarrollo del cancer.

En este estudio, hemos evaluado la inmunoexpresion de las ciclinas D1 y E
en el cancer de cuello uterino, revelando niveles de expresion
correspondientes a 32.1% y 7.7%, respectivamente; el 100% del tejido
benigno expresé la ciclina D1 y el mismo fue negativo para la ciclina E. Por
lo tanto, la expresién de la ciclina D1 estd reducida pero la ciclina E se
mostré ligeramente incrementada, sobre todo en los carcinomas que
conservan cierto grado de diferenciacién. Estos resultados coinciden con los
reportados por Cho y cols (1997), Skomedal y cols (1999) y Quade y cols
(1998).

Las oncoproteinas E6 y E7 de los HPVAR, especificamente el HPV16, tienen
la habilidad de interactuar con numerosas proteinas celulares alterando asi
los mecanismos celulares que luego conllevan al desarrollo de la neoplasia

maligna (zur Hausen, 2000). Las células cervicales neoplasicas infectadas y
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con expresion de E7-HPVAR mantienen a la pRb inactivada funcionalmente,
con lo cual el complejo de CDK4-6/ciclina E para la fosforilacién de la
proteina supresora es practicamente innecesario. La induccién de la
transcripcidon de la ciclina E promueve la transicion de la fase G1 a la S,
pero ademas este complejo participa en el mantenimiento de la pRb en
estado hiperfosforilado provocado previamente por CDK4-6/ciclina D1
(Johnson y Walter, 1999). Esta quizas sea la razéon por la que en nuestro
estudio encontramos bajos niveles de inmunoreactividad de la ciclina D1 y

ligero incremento en la ciclina E.

El papel que desempefia la ciclina D1 en la carcinogénesis cervical no esta
del todo claro debido al hallazgo de resultados contradictorios acerca de la
sobrexpresion de esta proteina en cancer cervical. Dichos datos oscilan
entre negativos (Nichols et al, 1996) o disminuidos (Cho et al, 1997;
Skomedal et al, 2003) y el 28% encontrado por Bae et al, 2001 y 32% de
Cheung et al, 2001 que coincide con los de este estudio (32.1%).

La inmunoexpresion reducida de ciclina D1 se correlaciond con la también
reducida presencia de p53 y pRb y con la sobrexpresién de p21, cadherina-
E y CEA, involucrando representantes de procesos celulares tan importantes

como la regulacién del ciclo celular, apoptosis y diferenciacion celular.

La ciclina D1 esta disminuida en las lesiones cervicales asociadas a HPVAR
(LIEAG/carcinoma epidermoide/ adenocarcinoma) comparada con el epitelio
benigno. La ciclina E esta ligeramente elevado, indicando que existe un

estimulo proliferativo.

Las ciclinas se sintetizan, cumplen su funcion y son rdpidamente
degradadas por la via ubicuitina-proteosoma, de manera tal que esta
cinética celular acelerada hace practicamente indetectable a estas proteinas
en las células inmortalizadas por el HPVAR. Esta quizas es la razon por la
cual hemos encontrado en los tumores cervicales estudiados una expresion
de la ciclina E no tan elevada como la hallada por van de Putte et al, 2004
(81.5%).
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Los mecanismos desarrollados por las oncoproteinas de los HPVAR podrian
contribuir con la expresidon aberrante de la ciclina E en las lesiones
cervicales, especificamente los que conllevan a la liberacién del factor de
transcripcion E2F, con incremento de la proliferacion celular descontrolada
en casos con areas de diferenciacién (Quade et al, 1998). Ello coincide con
lo observado en los carcinomas epidermoides BD de este estudio, que

expresaron esta proteina en el 16.7%.

También la literatura muestra datos contradictorios en la expresion de la
ciclina E en el cancer cervical. Los datos van desde ligeramente elevados
con respecto al tejido sin lesidon, como los hallados en este estudio (7.7%) y
en los de Cho et al, 1997 (10.32%), hasta los muy elevados alcanzando el
81.5% de van de Putte et al, 2004.

Las células cervicales malignas con expresion de las oncoproteinas E6 y E7
de los HPVAR muestran expresion alterada de las ciclinas de la fase G1 del
ciclo celular, la ciclina D1 esta disminuida y la ciclina E ligeramente

incrementada con respecto al tejido cervical benigno.

Otro de los defectos que ocurren en el ciclo celular y que contribuyen de
manera activa en el proceso de carcinogénesis es la respuesta celular
ineficiente de los inhibidores de las CDK dependientes de ciclina
(CDKI), quienes son importantes reguladores negativos de la progresiéon
del ciclo celular. La expresién descontrolada de las oncoproteinas E6 y E7
tiene una implicacién drastica en el descontrol del ciclo celular, debido a que
su interaccion directa o indirecta con los CDKI contribuye a la

transformacion celular.

Los carcinomas de cuello uterino asociados a HPVAR muestran expresion
alterada de los CDKI, como se aprecia en este estudio en comparaciéon con
el tejido cervical benigno. Ademas, nuestros resultados coinciden con los
hallados en la literatura, aunque existe un amplio rango de valores de
inmunoreactividad que oscila entre el 20% y el 89% (Skomedal et al, 1999;
Troncone et al, 1999; Cheung et al, 2001; van de Putte et al, 2003), en lo

que influye fundamentalmente el uso de anticuerpos policlonales, las
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diferentes escalas de interpretacion, asi como también si se trata de una
evaluacion en carcinomas epidermoides o adenocarcinomas, pues en estos

ultimos es mas elevada (Lu et al, 1998; Alisen et al, 2003).

La sobrexpresion de la pl6 en la serie de tumores cervicales estudiada
coincide con la reportada por Sano et al, 1998 a, b; Keating et al, 2001;
Klaes et al, 2001 y Alfsen et al, 2003. La liberacion del factor de trascripcion
E2F que conlleva a la excesiva proliferacién celular podria ser el mecanismo
por feedback negativo por el que se elevan los niveles de p16. Actualmente
la expresiéon de pl16 se estudia con interés en la lesiones cervicales
preinvasivas, debido a que es considerado un buen marcador de las células
transformadas por los HPVAR, tanto en muestras de tejido como en
muestras celulares obtenidas a partir de neoplasias invasoras vy
preinvasoras escamosas Yy glandulares y, por lo tanto, un marcador de

diagndstico y prondstico (von Knebel Doeberitz, 2004).

En este estudio, los carcinomas epidermoides mostraron mayor expresion
de p21 que los adenocarciomas (p=0.036), demostrando que la via
reguladora de la p53 estd mas alterada en los tumores de origen glandular,
quizas debido fundamentalmente a la interaccion directa de E7-HPVAR con
la proteina p21 (Zerfass-Thome et al, 1996; zur Hausen, 2000). Es posible
que también haya influido la naturaleza epitelial, ya que la p21 es una
proteina que se encuentra implicada en la diferenciacién epitelial y en
nuestra serie de carcinomas predominan aquellos con diferenciacidon

tumoral.

La sobrexpresion de p27 fue mas evidente en los carcinomas epidermoides
MD pero también en los tumores menos diferenciados. Segun Troncone et
al, 1999; Shiozawa et al, 2001 y Sgambato et al, 2004, la expresién de p27
en el epitelio cervical neoplasico esta en funcion de la diferenciacién celular.
Es posible, que la expresidon de p27 observada en los tumores I e II ocurra
en las células de areas con cierto grado de diferenciacién. Ademas debemos
considerar que, aunque hubo reaccion, esta fue en menos del 25% de las
células malignas. Asi mismo, también debemos considerar que en nuestros

tumores existe una intensa degradacion de proteinas (sobrexpresién de
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ubicuitina) y que la p27 es una diana constante para degradaciéon inducida
por la E7-HPVAR, junto a otras proteinas de vida media corta, lo cual podria
explicar la baja reactividad en los tumores bien diferenciados que, ademas,
son los que muestran mayor porcentaje de expresion de Ki-67, indicativo de

proliferacion sin inhibicion adecuada.

Para replicarse, el HPVAR cumple un ciclo vital que depende de Ila
diferenciacion epitelial. Por ello, en algunos carcinomas epidermoides con
diferenciacion podemos ver &areas de condilomatosis (atipia coilocitica),
indicando que este virus ademas de mantener el fenotipo maligno también
se esta replicando. En estos casos, la expresion de p27 podria estar
disminuida, contrario a lo observado en todos los epitelios bien
diferenciados, porque el virus necesita de la diferenciacion pero, a su vez,
controla el efecto anti-proliferativo de la p27, bien por inducciéon a la
degradacion rapida de esta proteina o acelerando la actividad proliferativa
mediante la constante liberacion del factor E2F y la transcripciéon de
enzimas necesarias para la fase S (revelado por la sobrexpresion de Ki-67
en los carcinomas bien diferenciados vista en este estudio). En concreto, el
HPVAR es capaz de permitir que el epitelio se diferencie para lograr su
supervivencia episomal pero simultdneamente despliega y mantiene una
variedad de mecanismos moleculares que impiden que las células funcionen

correctamente y se mantengan transformadas.

Nuestros resultados revelan una correlacion positiva entre los niveles
aumentados de las proteinas reguladoras CDKI, coincidiendo con lo
informado por Lu et al, 1998. Esta correlacion indica que estas proteinas
son una diana importante entre los mecanismos desarrollados por parte del
HPVAR para lograr su permanencia en la célula transformada asi como el
fenotipo maligno. La expresién alterada de estas proteinas constituye un

marcador de neoplasia cervical de utilidad clinica.

Ademads, también encontramos una correlacién positiva estadisticamente
significativa entre el incremento de la actividad proliferativa de los
carcinomas cervicales de este estudio (sobrexpresion de Ki-67) y la

inmunoreactivdad de los CDKI, indicando que la ineficacia o insuficiente
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actividad inhibidora de crecimiento tumoral por parte de los CDKI que se

refleja en la elevada proliferacion celular.

La sobrexpresion de los principales representantes de los inhibidores de
CDK dependientes de ciclina: p16, p21 y p27 es una de las alteraciones que
se mantienen constantes en el cancer de cuello uterino que expresa las

oncoproteinas de los papilomavirus humanos de alto riesgo.

Nuestra serie de tumores mostré una actividad proliferativa entre moderada
y alta, sobre todo con mayor expresion de Ki-67 en los tumores
epidermoides bien diferenciados y los adenocarcinomas endocervicales y
endometrioides, sin diferencias significativas, a pesar de que la mayoria de
los tumores no sobrepasaban 1 cm de tamano. Asi pues, no necesariamente
existe correlacién entre la actividad proliferativa, tamafio tumoral y

comportamiento biolégico del tumor (van de Putte et al, 2004).

La expresidon inmunohistoquimica de Ki-67 en cancer de cuello uterino y
lesiones precursoras ha sido evaluada en innumerables estudios, cuyas
conclusiones coinciden en que esta incrementada en las LIEAG pero que va

disminuyendo a medida que crece el tumor.

La actividad proliferativa de un tumor cervical puede variar de acuerdo al
grado de diferenciacién tumoral, de manera tal que es posible encontrar
elevados niveles de expresion de Ki-67 en correlacion con la menor
diferenciacion tumoral (Pahuja et al, 2003). Sin embargo, se ha reportado
que la actividad proliferativa también se eleva en carcinomas con
diferenciacion tumoral, como ocurrié en este estudio y en concordancia con
Troncone et al, 1999 y Shiozawa et al, 2001. En estas discrepancias, es
posible que influya la accién de las oncopotreinas virales y el grupo tumoral

estudiado.

Encontramos correlacion entre la sobrexpresion de Ki-67 y todos los CDKI,
asi como con la telomerasa y la ubicuitina. Las CDKI estdn incrementadas
pero es posible que sean insuficientes o innecesarias y no pueden evitar que

la fraccion de crecimiento decaiga. En las células inmortalizadas por E6-
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HPVAR la proliferaciéon celular continia mientras que la degradacion de
proteinas reguladoras es controlada mediante la activacion de la via

ubicuitina-proteosoma.

Considerando el interés que ha despertado la relacion de la sobrexpresion
de pl16 en lesiones cervicales como indicador indirecto de infeccidn por
HPVAR, Agoff y cols en el 2003, sugieren que la correlacidon existente entre
la sobrexpresion de p16 y Ki-67 en conjunto con la deteccion de HPV
podrian combinarse para determinar si estos marcadores poseen utilidad
clinica en cuanto a diagndstico y prondstico, sugerencia que compartimos

basados en nuestros resultados.

En el cancer de cuello uterino asociado a infeccion por HPVAR existe
correlacion entre la proliferacion celular descontrolada, la ineficiente
actividad supresora del detenimiento de esta proliferacion celular, la
inmortalizacion de la poblacion celular maligna y la degradacion intensa de

proteinas claves en el control del ciclo celular.

Las vias supresoras de tumor (representadas por los productos de los genes
TP53 y Retinoblastoma) son las principalmente afectadas en las neoplasias
malignas (Hanahan y Weinberg, 2000). La sobrexpresién de sus productos
en la mayoria de los casos, ocurre como consecuencia de mutaciones que
afectan a dichos genes. En las células del cancer de cuello uterino, es
posible encontrar sobrexpresion de las proteinas supresoras de tumor,
aunque las mutaciones sean un evento de rara ocurrencia en dicha

poblacion maligna (Tommasino et al, 2003).

El producto del gen TP53 actla como un supresor de tumor controlando la
transiciéon hacia la fase S del ciclo celular. Este producto forma parte
importante en la regulacién del crecimiento celular, en la reparacion del
ADN y en la induccion de la apoptosis cuando el dafo genético es
irreparable. Ademas, su actividad induce la transcripcidon de otras proteinas
incluyendo a MDM-2 y a la p21WAF1 (Sidransky y Hollstein, 1996).
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La deteccidn inmunohistoquimica incrementada de la proteina p53 en el
cancer de cuello uterino podria ocurrir como consecuencia de una mutacién
en el gen que le da origen, debido a que la proteina mutada posee una vida

media mas larga que la variedad “salvaje” (Giarnieri et al, 2000).

En la mayoria de los estudios donde se ha evaluado la expresidon de p53 en
las lesiones del cuello uterino asociadas a la infeccién por HPVAR, se
muestran resultados que coinciden con los presentados en esta

investigacion, donde la expresion de la p53 se encuentra bastante reducida.

La ausencia o baja expresién de la p53 se ha asociado a un mayor riesgo de
progresién a cancer, cuando se trata de lesiones precancerosas de alto
grado en las que se encuentra involucrado un HPVAR (especificamente los
tipos 16 y 18), lo cual sugiere que este patron de expresidon podria
mantenerse en las células de la lesion invasora a fin de perpetuar el

fenotipo maligno (Kurvinen et al, 1996; Wang et al, 2004b).

La expresion inmunohistoquimica de la p53 también depende del potencial
maligno del HPV asociado. La proteina E6-HPVBR tiene la habilidad de
unirse fisicamente a la p53 “salvaje”, estabilizandola pero no induciendo su
degradacion rapida, motivo por el cual es factible encontrar niveles elevados
de expresion de p53 en las lesiones precancerosas de bajo grado. Por el
contrario, la E6-HPVAR (HPV 16 y 18) se une a la p53 para “marcarla” y
provocar que la proteina se convierta en una diana de la ubicuitina ligasa.
Esto sugiere que la p53 se sintetiza en las lesiones cervicales ADN-HPVAR
positivas, en respuesta al dafio genético y a la elevada proliferacion celular,
pero se encuentra funcionalmente bloqueada, con niveles celulares muy
bajos, debido a la degradacién rapida a la que es sometida por el virus; esta

situacion favorece el desarrollo de cancer (Hengstermann et al, 2001).

En este estudio hemos encontrado una elevada actividad degradativa que
podria explicar la reducida inmunoexpresiéon de p53 presente en nuestros
casos. Aunado a ello, la elevada expresion de MDM-2, principal regulador de
los niveles celulares de p53, contribuiria aln mas a la excesiva degradacion

de dicha proteina (Dellas et al, 1997). La sobrexpresion de MDM-2 en mas
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del 50% de las células tumorales prevaleci6 todos los carcinomas
epidermoides y los adenocarcinomas cervicales, lo que sugiere que estos
tipos histoldgicos de tumor tratan de conservar algunas propiedades de las
células epiteliales normales. La positividad de este marcador en los
carcinomas II se observd en &reas tumorales con algun grado de

diferenciacion.

La expresion alterada de la proteina supresora de tumor p53 y de MDM-2 es

frecuente en los carcinomas invasores de cuello uterino asociados a HPVAR.

La apoptosis o0 muerte celular programada es un componente esencial en la
respuesta celular al dafo que sufra, como por ejemplo cuando se ve
afectada por virus, los cuales desarrollan distintos mecanismos para la
modulacién de la apoptosis por parte de la célula huésped. Los productos de
los oncogenes virales podrian interferir tanto en los mecanismos efectores

de la apoptosis como en los reguladores (Thomson, 2001).

La familia de las proteinas involucradas en la apoptosis Bcl-2 cumple una
funcion relevante en la regulacién de este proceso. Estas proteinas,
fundamentalmente Bcl-2/Bax forman homodimeros o heterodimeros para

inducir o reprimir la apoptosis (Borner, 2003).

En este estudio, hemos encontrado que las células cervicales malignas ADN-
HPV positivas muestran elevada inmunoreactividad para Bax y niveles muy

bajos de Bcl-2.

El dafio genético provocado por los HPVAR en las células cervicales conduce
a la activacion de una serie de mecanismos celulares con la intencién de
contrarrestar dicha alteracién. Entre estos mecanismos, el principal es el
incremento de la sintesis de p53 para reparar el dafio genético y detener la
proliferacion celular descontrolada. A pesar de que p53 sea degrada
rapidamente, las células reciben el efecto de p53 y, en repuesta, se
incrementan los niveles de Bax para activar la apoptosis y simultaneamente
se reducen los niveles de Bcl-2 (Miyashita et al, 1994). Posiblemente este

mecanismo explique nuestros resultados. Aunque el fenotipo Bcl-2-
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disminuido/Bax-elevado es considerado un indicador de mejor prondstico
durante la evaluacion del cancer cervical (Wootipoom et al, 2004), esta
relacién podria indicar que esta ocurriendo una elevada muerte celular y por
consiguiente también una elevada renovacion celular que en este caso seria

maligna y con prondstico desfavorable (Kokawa et al, 1999).

Por lo tanto, en el cancer de cuello uterino asociado a HPVAR, los
marcadores de apoptosis se encuentran modulados por la accion de las
oncoproteinas virales, que conllevan a la expresion anormal de las proteinas

apoptaticas.

La inmunoreactividad de la pRb en nuestra serie de casos se encontré en el
30% de los carcinomas de cuello uterino estudiados, a diferencia del tejido
control, en el que se encontraba a niveles minimos (2.7%) como

corresponde al proceso de diferenciacion epitelial normal.

El producto del gen Retinoblastoma tiene como principal funciéon regular la
actividad de los factores de transcripcién E2F, con el que constituye un
complejo en su forma hipofosforilada, impidiendo la transcripcién de genes
necesarios para avanzar hacia la fase S. A su vez, la pRb esta sujeta a
regulacion por parte del complejo CDK4-6/ciclina D1 que, por fosforilacion,

inactiva a pRb en presencia de sefales mitoticas.

Las células del cuello uterino infectadas por un HPVAR muestran niveles de
expresion de la pRb variables, que dependen de la interaccidon de la E7-
HPVAR con esta proteina de forma semejante al complejo CDK/ciclina,
previniendo el enlace entre la pRb y el factor E2F, con lo cual se
desencadena el proceso proliferativo sin control que caracteriza a cualquier

neoplasia.

El epitelio cervical benigno mostrd niveles bajos de expresidén de la pRb en
la porcidon correspondiente a la capa basal proliferativa. Sin embargo, los
carcinomas cervicales de este estudio mostraron una mayor expresiéon de
pRb posiblemente como respuesta ante el elevado indice proliferativo

ocasionado, a su vez, por la inactivacion de la pRb por parte de la E7 viral.
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Esta interaccién entre proteinas celulares y virales conlleva a la expresion
disminuida de la ciclina D1 (Salcedo et al, 2002; Fiedler et al, 2004), que se

correlaciona significativamente con la expresion de pRb (p=0.027).

Los niveles de la pRb captados en el compartimiento citoplasmatico
sugieren la existencia de un mecanismo inducido muy probablemente por el
HPVAR, que provoca el traslado de la proteina nuclear para la posterior
degradacion. Quizas es por ello que en la literatura se encuentran datos
discrepantes en cuanto a la expresion de la pRb en el cancer cervical, desde
los muy bajos (Salcedo et al, 2002; Fiedler et al, 2004) hasta los muy
elevados de Skomedal et al, 1999, pasando por los obtenidos en este

estudio.

La expresion inmunohistoquimica alterada de las principales proteinas
reguladoras del ciclo celular y supresoras de tumor, p53 y pRb se debe a la
interaccion directa de estas con las oncoproteinas de los HPVAR, las cuales
inducen una serie de mecanismos que conllevan a la inactivacién funcional
de estas proteinas, seguidos de la degradacion rapida por la via de la
ubicuitina-proteosoma. Las proteinas p53 y pRb pueden estar expresadas

en las células cervicales malignas pero inactivadas por el HPVAR.

Nuestra serie de casos ha mostrado inmunoreactividad contra el antigeno
telomerasa en el 52.6% comparado con el 22.7% de los casos control
(p<0.001), a pesar de las dificultades que hemos encontramos para la
correcta deteccion vy valoracion por medio de las técnicas de

inmunohistoquimica.

La actividad de la telomerasa se ha detectado en un amplio rango de
neoplasias malignas, considerandose su expresiéon un paso esencial en la
transformacién maligna de los tejidos humanos (Shay y Bacchetti, 1997;
Bryan y Cech, 1999; Jarboe et al, 2002). Esta capacidad permite que las

células malignas se multipliguen de forma ilimitada.

Actualmente, se han realizado multiples estudios para evaluar la telomerasa

como un posible marcador de neoplasia intraepitelial cervical, con gran
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utilidad como un adjunto al diagndstico citolégico durante la evaluacion de
las pacientes con anormalidades en células epiteliales del cuello uterino
asociadas a la infeccion por HPVAR (Jarboe et al, 2002, 2004; Reesink-
Peters et al, 2003; Bravaccini et al, 2005; Pinto-Tang et al, 2005). Para
ello, se ha utilizado fundamentalmente el método telomeric repeat
amplification protocol (TRAP) que permite determinar la actividad de la
telomerasa en lesiones de cuello uterino. Este método se basa en una
amplificacion de la enzima telomerasa mediante la técnica de PCR y su
visualizacion electroforética, arrojando elevados niveles de expresion

enzimatica.

En este estudio, hemos encontrado un alto porcentaje de carcinomas
cervicales con sobrexpresion de la telomerasa en comparacién con el tejido
cervical benigno, aunque por debajo de lo reportado en la literatura, donde
hemos hallado datos que alcanzan hasta el 95% de expresion de esta
enzima (Yashima et al, 1998; Yokohama et al, 1998; Wang et al, 2004).
Estas diferencias se presentan fundamentalmente debido a que el método
utilizado en estos estudios es mas sensible para captar la reducida cantidad
de telomerasa que se sintetiza en las células malignas, donde la deteccidn
cuantitativa estda garantizada luego de una amplificacién de secuencias

enzimaticas.

A pesar de las ventajas que pueda ofrecer la aplicacién de las técnicas
moleculares, es posible también estimar la expresion de la telomerasa
mediante inmunohistoquimica. La eficacia de la inmunodeteccion de la
telomerasa depende del cumplimiento de condiciones referentes a la
dilucion minima del anticuerpo y al revelado de la reaccién antigeno-
anticuerpo utilizando un método altamente sensible (EnVisidn). Inclusive en
casos dudosos, debido a que el patron de inmunoreactividad es un
puntillado muy fino y homogéneo es necesario utilizar una contratincidon
mas bien citoplasmatica, que permita una mejor observaciéon vy
diferenciacion de la tincidon nuclear provocada por la expresién de la

telomerasa.
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En este estudio hemos encontrado también que el 53.8% de los carcinomas
BD fueron negativos para la teloemrasa mientras que los II mostraron
positividad para este marcador en el 62.5%. Es posible que Ila
heterogeneidad que pueda presentar un tumor influya sobre el analisis
enzimatico. Segun explican Jorboe et al (2002), la actividad de la
telomerasa podria estar relacionada con el grado de diferenciaciéon tumoral.
Asi, los bien diferenciados tendrian menor expresion enzimatica como lo

pudemos observar en nuestros resulatdos

En este estudio, hemos encontrado correlacién significativa entre la
inmunoexpresion de la telomerasa y Ki-67 (p=0.012), demostrando que la
actividad proliferativa incrementada estd asociada a las células con
supervivencia prolongada. Asi mismo, hemos hallado correlacion con la
expresion de p16 (p<0.004), que de forma indirecta demuestra que las
células inmortalizadas por la expresion de E6 y E7 de los HPVAR mantienen
alteradas las principales vias de regulacién del ciclo celular. La alternacion

en este caso estd vinculada a la inactivacion de la pRb.

También hallamos correlacién entre la expresidn incrementada de
telomerasa y MDM-2 (p<0.002), que es el principal regulador de la proteina

supresora de tumor p53.

De igual forma, hubo correlacién entre p53 y las proteinas involucradas en
la cohesividad celular, especificamente con la proteina CD44v3 (p=0.025),
propiedad que se altera en el tejido neopldsico favoreciendo la metastasis

del tumor.

Las células malignas del cuello uterino muestran elevado porcentaje de
expresion de la telomerasa. Cuando esta enzima se estudia mediante
métodos inmunohsitoquimicos, es necesario considerar algunas condiciones

técnicas para lograr su correcta deteccion y valoracion.
En este estudio, hemos obtenido una sobrexpresién de la ubicuitina en la
serie de cancer cervical en comparacidon con el tejido cervical de control

(p<0.007). EI HPVAR tiene como principal mecanismo activar la
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degradacion de proteinas para eliminar los principales controles del ciclo
celular que protegen a la célula de alteraciones en la homeostasis interna,
entre ellos la proteina supresora p53 (Kao et al, 2000; Hengstermann et al,
2001) y la proteina retinoblastoma (Gonzalez et al, 2001). De igual forma,
muchas otras proteinas celulares se convierten en dianas seguras de las

ocoproteinas virales para su degradacion.

La sobrexpresién de la ubicuitina en el cancer cervical asociado a HPVAR
conlleva a la degradacidn rapida de las proteinas celulares que intervienen
en el control del ciclo celular, de manera tal que no sélo las proteinas estan
inactivadas sino que ademas sus niveles de expresion tienden a ser muy
reducidos (Scheffner y Whitaker, 2003).

En este estudio hemos encontrado correlacién de la inmunoreactividad de la
ubicuitina con la elevada actividad proliferativa (p<0.007) indicando una
cinética tumoral activa. De igual modo, observamos correlacién entre la
sobreexpresion de ubicuitina y la expresién anormal de las moléculas de
adhesién cadherina-E y CD44v3 (ver Grafico N° 10), lo que muestra que
estas proteinas, a pesar de que se sintetizan en forma activa en las células
cervicales malighas, se localizan anormalmente en el citoplasma a fin de ser
degradadas con rapidez, como parte de los mecanismos de transformacion
del HPVAR.

Las oncoproteinas de los HPVAR tienen la habilidad de activar la via de
degradacion de la ubicuitina-proteosoma para eliminar los controles
celulares y, asi, inducir la transformacion maligna del tejido cervical y

mantener el fenotipo maligno.

Las células con potencial maligno poseen reducciéon en el contacto con las
células vecinas y esta caracteristica se refleja en la pérdida de la
arquitectura que dara origen a la destruccidn de la estructura histoldgica,
propio del crecimiento neoplasico (Hanahan y Weinberg, 2000). La pérdida
de la cohesividad celular es caracteristica de las neoplasias; en este estudio
hemos encontrado sobrexpresiéon de las moléculas de adhesion celular,

no solo respecto a la expresién sino también a la expresion con tendencia a
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la localizacién citoplasmatica inadecuada que sugiere la ineficacia para

cumplir con la funcién de mantener el tejido epitelial integro.

Durante el desarrollo de las lesiones cervicales ocurren alteraciones
sustanciales de caracter cualitativo (localizacion citoplasmatica o
membranosa) y alteraciones cuantitativas (cambios en la expresion) en las
principales moléculas de adhesién celular cadherina-E y CD44 vy sus
isoformas de acuerdo a lo referido por Baleiro-Rodrigues y Lopes (2004).
En este estudio el hallazgo mas llamativo fue la disminucién de la
inmuoreactividad membranosa y el progresivo incremento de la tincion
citoplasmatica de dichas proteinas, relacionadas con la pérdida de

diferenciacion como consecuencia de la transformacion neoplasica.

La sobrexpresidon de las moléculas de adhesion estudiadas se correlaciond
con la reduccién de la ciclina D1 en el caso de la cadherina-E y, a su vez,
esta se correlaciond con la expresién elevada de la CD44s y CD44v3 (ver
graficos N°© 9 y N° 10). Esta ultima correlacidn le concede importancia a las
moléculas CD44 como posibles marcadores de la pérdida de cohesividad
celular para evaluar en las lesiones cervicales asociadas al HPV, en especial
si consideramos que la localizacion de la expresidon de la CD44v3, tanto en
carcinomas epidermoides como en adenocarcinomas, muestra mayor
alteracién que la CD44s, lo cual podria conferirle a CD44v3 la propiedad de
ser un posible mejor marcador de la pérdida de la cohesividad celular que
CD44s.

La correlacién observada entre la inmunoreactividad de las moléculas de
adhesién con la ubicuitina sugiere que estas proteinas son retenidas en el
citoplasma para su degradacién, hecho que en este estudio se aprecia mas
en los carcinomas epidermoides II sobre todo con la CD44v3 (ver apartado
3.8).

También estas moléculas muestran buena correlacidbn con otros

biomarcadores como la p16, p27, telomerasa, Ki-67 y pRb. Esta ultima

coincide con la observada por de Boer et al, 1999.
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El cancer de cuello uterino asociado a infeccion por HPVAR muestra
alteraciones esenciales en la expresion de las moléculas de adhesion, ya
sean de caracter cualitativo (localizacién citoplasmatica o membranosa) o
alteraciones cuantitativas (cambios en la expresion), demostrando que la
alteracion en la distribucion celular de estas moléculas son un cambio
importante que contribuye en el desarrollo y mantenimiento de la neoplasia

cervical invasora.

La sobrexpresion del CEA en todos los casos de cancer cervical de estudio
no es ninguna novedad pues se trata de uno de los marcadores tumorales
mas expresado en las neoplasias humanas. Si que ha llamado la atencion y
es de considerable valor clinico que este marcador se correlaciona
significativamente con la reducida expresién de las proteinas supresoras de
tumor p53 y pRb (ver grafico N° 7) al igual que con la ciclina D1 (ver
grafico N° 9), de manera tal que su expresidon revela también la alteracion
celular mas caracteristica de los carcinomas cervicales asociados a HPVAR:

la pérdida de la actividad supresora de tumor.

Las citoqueratinas sobrexpresadas en todos los tumores cervicales de
este estudio muestran ademas correlacion significativa con variables como
la p27 (p=0.022) que se relaciona con la diferenciacién tumoral asi como
con la pérdida de la cohesividad celular (CD44v3) (p<0.009), que en cierta
forma también tiene que ver con la diferenciacién del tumor (Carrilho et al,
2004; Faleiro-Rodriguez y Lopes, 2004). CK también con los marcadores de
apoptosis Bax y Bcl-2 (ver grafico N° 11) sugiriendo quizds que la via
apoptética alterada tiene relacion con el grado de diferenciacion tumoral.
Para precisar esta relacién y su importancia clinica es necesario realizar mas

estudios.

El cancer cervical asociado a infeccion por HPVAR muestra excesiva
inmunoreactividad de marcadores tumorales como el CEA que, al igual que
las citoqueratinas, podrian servir de marcadores para evaluar el grado de

diferenciacion tumoral.
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4. EN RELACION A LA DETECCION Y GENOTIPIFICACION DE HPV.

Un total de 78 carcinomas cervicales (96.3%) reveld la presencia de ADN-
HPV. Este hallazgo coincide con la aseveracidon de que es posible detectar
secuencias genéticas de este virus en el rango del 95-100% de la neoplasia
cervical invasora cuando se utilizan métodos sensibles y estandarizados
(Bosch y de Sanjosé, 2003).

En este estudio utilizamos el método PCR-SPF10/LiPA para amplificar un
segmento de 65 pb del genoma viral y para la posterior genotipificacién.
Aunque este método se continla validando en estudios que ademas utilizan
primers tradicionales como MY09/11 (Garcia-Cabezas et al, 2005) e
inclusive en comparaciéon con la captura de hibridos (Perrons et al, 2005),
tanto en raspados cervicales (Melchers et al, 1999; van Doorn et al, 2002)
como en biopsias de cuello uterino (Kleter et al, 1999; Pirog et al, 2000;
Perrons et al, 2002), ha demostrado tener un elevada sensibilidad para
detectar la presencia de ADN-HPV, habilidad que hemos podido constatar
sobre todo por el hecho de que hemos utilizado material archivado incluido

en parafina.

En la eficacia de los métodos moleculares para la amplificacién y deteccién
de ADN-HPV, especificamente la técnica de PCR, tiene gran influencia el
tamafo del segmento de ADN viral que se amplifique (amplio espectro). Asi
pues, mientras mas pequefio es el fragmento gendmico es mas factible
detectar bajas concentraciones de secuencias virales, en particular, a partir
de tejido incluido en parafina, el cual se caracteriza porque frecuentemente
el ADN puede sufrir dafios que conllevan a la degeneracion o fragmentacion
del mismo (Karlsen et al, 1994), haciendo mas dificil la deteccién de ADN

viral integrado.

La utilizacion de primers como el sistema SPF10 ofrece la ventaja de

detectar ADN viral, aunque este se encuentre en pocas cantidades (carga

285



Caracterizacion inmunofenotipica del cancer de cuello uterino asociado a infeccion por HPV.

viral baja), o integrado al ADN celular, mejorando de esta forma el

diagndstico molecular y epidemioldgico de los papilomavirus humanos.

Nuestros resultados demuestran, una vez mas, que una tasa mayor al 95%
de los carcinomas de cuello uterino poseen secuencias de ADN-HPV,
confirmando asi su estrecha relacion etiopatogénica con la carcinogénesis

cervical.

En relacion a los tipos virales mas frecuentes, la evidencia epidemioldgica y

molecular indica claramente que ciertos tipos de papilomavirus humanos
son la principal causa del cancer invasor de cuello uterino (Walboomers et
al, 1999; Clifford et al, 2003; Mufioz et al, 2003; Castellsagué et al, 2006).
En este estudio, de los 78 carcinomas cervicales positivos para ADN-HPV, el
59% presentd infeccion por un tipo especifico de HPV, fundamentalmente
de alto riesgo oncogénico. Por el contrario, Mufioz et al 2003, informaron
que el 91.9% de los carcinomas cervicales incluidos en su estudio se
encontraban infectados por un solo tipo de HPV. Esta investigacién incluyd a
miles de mujeres de diferentes partes del mundo y en el diagndstico
molecular, aunque fue realizado siguiendo un mismo protocolo, no se
usaron los mismos primers para la deteccion de ADN viral en todas las
muestras cervicales. Es posible que la marcada diferencia con respecto a
nuestros resultados se deba justamente a la diversidad d