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ABREVIATURAS

APAF-1 Activating protease factor-1

BH Bcl-2 homology domains.

CACU Cancer del cérvix.

CARD Caspase recruitment domain death-fold.
CD4 Cluster of differentiation 4.

CD8 Cluster of differentiation 8.

CR-1 Region conservada 1.

DC Dentritic cells.

DD Domains of Death.

DOC Deteccion Oportuna de CACU

FADD Fas associated DD.

IAP Inhibitor of apoptosis-protein.

IMSS Instituto Mexicano del Seguro Social.
L1 Proteina de la capside del VPH

LC Langerhans cells.

LRC Region de control largo

NIC Neoplasia Intraepitelial Cervical.

NK Natural killer.

SS Secretaria de Salud.

Th1 T helper

TUNEL Terminal deoxinucleotidyl T transferase-Biotin-

dUTP Nick end Labeling.
VPH Virus del Papiloma Humano.
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RESUMEN.

Las apoptosis es un proceso fisiolégico de muerte celular que mantiene la
constancia del numero de células de los tejidos maduros.

Las células dendriticas son elementos de primer nivel del sistema inmunitario
en la defensa contra microorganismos. Los agentes microbianos, entre ellos
los virus son capaces de causar enfermedades cuando alteran procesos
vitales como la muerte fisioldgica y la defensa inmunitaria.

El cérvix esta expuesto a numerosos agentes patégenos que interrumpen la
homeostasis del microambiente y desencadenan enfermedades que pueden
producir lesiones capaces de dar manifestaciones localizadas o
generalizadas de distinta gravedad. Las infecciones virales tienen
manifestaciones de menor o mayor gravedad dependiendo del tipo de virus,
pudiendo provocar lesiones que evolucionan hacia carcinoma por el impacto
ejercido a nivel de cada célula.

En este trabajo se compar6é la frecuencia de apoptosis y de células
presentadoras de antigenos en lesiones del cérvix, de diferente etiologia y se
correlacioné con la presencia del virus del papiloma humano (VPH) de tipo
de alto riesgo.

Por método inmunohistoquimico se detectaron las preteinas: CD1a, presente
en células dendriticas, Fas y Fas-L; asi como caspasa 3-activa, marcadoras
del proceso de apoptosis y L1 marcadora de VPH tipo 16 y 33, en 22 casos
de procesos inflamatorios, 22 de displasia de distinto grado y 12 de
carcinoma in situ e invasor del cérvix.

Se analizdé la frecuencia de las células positivas y la intensidad de la
positivadad entre los tres grupos. Los resultados mostraron que no existen
diferencias en el numero de células positivas para los marcadores de
apoptosis y células dendriticas entre los grupos estudiados, pero si en la
densidad de la expresion de esas moléculas, mostrando una disminucion

significativa en el grupo de CACU. La proteina L1, molécula marcadora de
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VPH se detectod en el 85% de los casos estudiados; con menor expresion en
CACU.

Se concluye que los resultados apoyan que en los casos de CACU, existe
disminucién de la respuesta inmunitaria, bloqueo del proceso de apoptosis e

integracion del genoma del virus al de la célula.
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SUMMARY

Apoptosis is a physiological process of cell death that maintains the health
and a constant number of cells in mature tissues. Dendritic cells are elements
of the first level of defense against microorganisms of the immune system.
Microbian agents, among them the virus, are capable of causing illnesses
when they alert vital procaseses such as physiological death and immune
defense. The cervix is exponed to numerosus pathogenic agents that break
the homeostasis of the microenvironment and trigger illnesses that can
produce sores wich are capable of causing local or generalized
manifestations of differents levels of gravity. Viral infections have
manifestations of greater or lesser gravity, depending on the type of virus,
some being able to provoke sores that evolve into cancer due to their impact
in each cell.

Cervical cancer (CACU) is the major cause of death by illness in women of
fertile age. In this work the frequency of apoptosis and presenting antigens
cells is compared in cervical sores from different pathologies and related to
the presence of the high risk human papilome virus (VPH).

CD1a protein marker present in dendritic cell. CD1a proteins was detected by
immunohistoquimical methods. Also the markers proteins of apoptosis
process, Fas, Fas-L and 3-active caspase and the L1 viral protein. They
were detected in 22 cases of inflammation, 22 of diferent level of displasia
and 12 on site and invasive cervical carcinoma. The frecuency of marker cells
and the intensity of the marking were analyzed among the three groups.

The frequency of the positive cells and the intensity between the three groups
was analyzed. The results show, that there is no difference in the number of
positive cells for the apoptotic markers and dendritic cells between the groups,
however significant different was shown in the positive intensity in the CACU
group compare with the other groups. The expression of L1 was detected in

85% in all the cases; with lower density expression in CACU.
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The results support that in CACU exist significant downregulation in both the
immune system, and apoptotic process and also is clear the virus genome

integration of the nuclear cells.
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INTRODUCCION

El cuello uterino o cérvix es la porcion de este 6érgano que hace protrusion en
la vagina y que desde el punto de vista histologico esta tapizado por una
mucosa, que en el canal endocervical posee un epitelio secretor mucoso
prismatico o columnar simple y en la porcion que se continua con la pared
vaginal, el revestimiento es plano estratificado. Todo el cérvix y de manera
especial el sitio de transicidon de los epitelios, es asiento de patologias
frecuentes de diversa etiologia y diferente gravedad, entre las cuales el
cancer representa el extremo de un espectro de alteraciones que afectan a
las células de esos tejidos; los procesos inflamatorios o cervicitis estan
situados en el extremo opuesto y entre ambos, una gama de alteraciones en
esas células, que estudiadas por citologia exfoliativa o por analisis
anatomopatolégico, permite la clasificacion de padecimientos que afectan a
esa parte del tracto reproductor femenino. Algunas se identifican como
benignas y estables, otras como inestables y progresivas, por esto
precancerosas Yy finalmente como malignas. Las caracteristicas de
malignidad estan ligadas con alteraciones profundas del microambiente y
entrafian desquiciamiento de controles normales del funcionamiento celular,
de manera relevante, el ciclo de divisidon y de muerte fisioldgica, produciendo
ademas de células individuales con funcionamiento anormal, rompimiento de

la homeostasis de las colectividades tisulares.

ETIOPATOGENIA DEL CACU.

Diversos estudios epidemioldgicos muestran que dentro de la etiopatogenia
del cancer cervicouterino (CACU) se ha identificado el virus del papiloma
humano (VPH) como agente infeccioso de transmision sexual. Existen otros
factores de riesgo como son, inicio prematuro de vida sexual activa (antes de

los 18 afnos de edad), no haberse practicado un estudio citoldgico,
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inmunodeficiencia adquirida o congénita, promiscuidad sexual propia o de la
pareja, uso de anticonceptivos orales por mas de 10 afios sin supervision
médica, tabaquismo, multiparidad, antecedentes familiares de cancer,
infecciones genitales recurrentes, falta de circuncision de la pareja sexual
masculina, deficiencia de folatos y vitamina A,C y E y consumo de esteroides
(1-8).

Desde el punto de vista histolégico, las lesiones precancerosas del cuello
uterino se han clasificado de diversas maneras. El sistema mas antiguo es el
de la displasia leve en un extremo, y la displasia grave/carcinoma in situ en
el otro. Otra clasificacion como la neoplasia intraepitelial del cuello uterino
(NIC), en la que las displasias leves se denominan NIC de grado | y las
lesiones de carcinoma in situ se denominan NIC Ill. Incluso hay otro sistema
en que estas entidades se reducen a dos, que se denominan lesiones
intraepiteliales de bajo grado y de alto grado. Estas lesiones precancerosas o
displasicas ocurren mas frecuentemente en la zona de convergencia o de
transformacion del epitelio columnar en epitelio plano estratificado no
queratinizante, también llamada unidn escamocolumnar. En la displasia y
carcinoma in situ la anormalidad es intraepitelial y las diferencias
morfolégicas permiten establecer un diagnédstico (6;7). En escencia, la
neoplasia intraepitelial -displasia-, es una lesidon caracterizada por la
queratinizacion de los componentes celulares y la diferenciacion anormal de
los estratos del epitelio, que en la forma mas severa, abarca todas las capas

celulares (8;9-11)

Respecto al VPH como un factor importante en la oncogénesis del CACU se
sabe que es el agente causal de multiples procesos patoldgicos de ceérvix
que se transmiten por contacto sexual. Ha sido aislado de carcinomas
epidermoides vulvares y vaginales; ademas, se asocia con otros tumores

epidérmicos y en lesiones proliferativas de la piel y las mucosas (12-14) .
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En el cuello uterino se considera que la lesién precancerosa puede existir en
la fase no infiltrarte durante 20 afos y pueden estar desprendiéndose células
anormales que a veces, se descubren en el examen citoldgico (12;13); por

esto, en presencia de lesiones precancerosas debe tenerse presente que:

1) Constituyen un espectro continuo de cambios morfologicos cuyas
fronteras no estan bien determinadas.

2) No siempre evolucionan hacia la formaciéon de un cancer y pueden
revertir espontaneamente; el riesgo de que persistan o que
evolucionen hacia un cancer aumenta a medida que aumenta la

gravedad de la lesion precancerosa

EPIDEMIOLOGIA DEL CACU.

El CACU representa un importante problema de salud entre las mujeres en
edad fertil de los paises en desarrollo de América, Africa y Asia, lugares
donde ocupa el primero o segundo puesto entre todos los canceres que
afectan al sexo femenino. La mayoria de los canceres del cuello uterino se
deben a una infeccidén por determinados tipos de virus del papiloma humano
(VPH), agente que se adquiere por transmision sexual. Los paises en
desarrollo diagnosticaron 370 000 de los 466 000 casos totales de CACU,
que segun estimaciones, tuvieron lugar en el mundo del ano 2000 al 2003.
Paralelamente, cada ano mueren por CACU 300 000 mujeres en todo el
mundo; mas del 80% de ellas vive en paises en desarrollo (14-16). Una
estimacion de la prevalecia mundial (basada en el nUmero de pacientes que
sobrevive a los 5 anos de diagnédstico),indica cada que afio se presentan 1.4
millones de nuevos casos de CACU. Ademas, es muy probable que existan
de 3 a 7 millones de mujeres en todo el mundo que sufren de displasia de

alto grado y no han sido diagnosticadas (14;17).
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En contraste, la incidencia del CACU y la mortalidad por su causa en los
paises desarrollados se ha reducido considerablemente durante los ultimos
40 o 50 anos, gracias al inicio y seguimiento de programas de deteccion
oportuna del cancer cérvicouterino (DOC); en los que se realiza anualmente
una citologia cérvicovaginal a mujeres con vida sexual activa. El objetivo de
estos programas es detectar las lesiones precancerosas y tratarlas antes de
que progresen a CACU. Ese examen es considerado como una prueba con
elevada sensibilidad especifica para identificar dichas lesiones; sin embargo,
hay un porcentaje que no se detecta por multiples razones, como apatia y
temor por parte del sector femenino, asi como muestreo inadecuado por falta
de capacitacion en la toma de la muestra, lo cual eleva los riesgos de
enfermedad y muerte debidas a CACU, sobre todo en paises en desarrollo.
En la mayoria de los paises desarrollados se recomienda efectuar la primera
citologia una vez que la mujer haya empezado a tener relaciones sexuales,

luego se repite el estudio cada 1 a 5 afos (15;17).

Asi, hasta la fecha, los esfuerzos mundiales para prevenir el CACU se han
basado en el muestreo citolégico y en el tratamiento de las lesiones
precancerosas de las mujeres con y sin vida sexual activa. Muchos expertos
creen que el CACU proviene de lesiones displasicas precursoras que
progresan de forma constante desde una displasia leve 0 moderada hasta
una displasia severa, luego hacia el carcinoma in situ y por ultimo hacia el
carcinoma invasor. Hoy se piensa que la displasia de alto grado es la lesion
precursora directa del CACU; un tercio de estas displasias progresan hacia
cancer durante un periodo de 10 a 15 afilos mientras que casi todas las
lesiones de bajo grado permanecen estables o remiten de forma espontanea
(1;8;15;18;19).
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En los paises en desarrollo ocurren el 75% de los casos de CACU y aunque
se han implementado programas de DOC en América Latina en los ultimos
30 afos, ha habido resultados. En cambio, en Asia y Africa se han
complementado resultados del exdmen de citologia convencional con otras
posibles alternativas de deteccion del CACU y de lesiones premalignas,

dando mejores resultados (15;20;21).

En México en 1974 se inici6 un programa nacional de DOC (2;15;20), que
hoy funciona en el Distrito Federal y en los 31 estados del pais. Todas las
mujeres de 25 a 65 afnos pueden someterse a citologias anuales; el
programa esta integrado dentro de los servicios de salud. Mas temprano, el
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) inicié este programa de
deteccion en 1962 y termind de implementarlo en todo el pais en 1971,
aunque hasta el ano 2000 las coberturas de deteccién fueron menores del
12% del total de la poblacién (ver apéndice 1). Porque , dicho programa sélo
se responsabiliza por mujeres derechohabientes y solo en 2004, esos
centros de deteccion efectuaron 20 millones de frotis. La cobertura nacional
de deteccion varia mucho (ver apéndice 2); algunos estudios indican que por
el momento, menos del 30% de las mujeres que viven en el medio rural se

han sometido a ésta prueba (2;3;6;21).

Segun una evaluacion de las citologias del cuello uterino integradas en este
programa, la validez de los resultados variaban mucho dentro y entre los
centros de deteccion de la SS y del IMSS (1;3). Entre los centros de
muestreo, la sensibilidad para detectar las lesiones de alto grado oscila de
46% a 90% y la especificidad entre el 48% y 96%. La tasa de falsos
negativos fluctud entre el 10% y el 54%, lo que se refleja en el hecho de que
la mortalidad por CACU no ha disminuido en México desde que se inicié ese
programa (3;6;19-21)
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CLASIFICACION DEL VPH.

Los VPH han sido aislados de mas de 60 especies animales incluyendo
mamiferos, reptiles y anfibios. La mayoria de estos virus infectan las
superficies epiteliales de la piel o las mucosas y produce crecimientos
verrucosos. Los virus del papiloma son especificos de especie y no producen
infecciones cruzadas En el humano, utilizando hibridacidon molecular vy
analisis enzimatico restrictivo, se han identificado 100 tipos de VPH, los de
mayor importancia se muestran en la tabla 1 (4;13;22), algunos tipos se
asocian a las lesiones de alto riesgo, ya que, se encuentran cada vez con

mayor frecuencia en progresion a CACU (3;12).

Tabla 1. Algunos tipos de VPH.

TIPOS DE VPH LESION QUE CAUSAN
1,2,3,4,7,10, 28 Verruga comun.
6, 11, 40, 42-45, 53-55, 57, 59, 61, | Condiloma ano genital, lesion de bajo
67,69, 71,74, 82 riesgo (CIN grado I).
16, 18, 31-35, 39, 51, 52, 56, 58, 61, | Lesidon ano genital de alto riesgo
66, 68, 70, 73 (NIC grado Il y 1ll), Lesion

laringoesofagica, Cancer pulmonar

(posiblemente).

26, 27 Verruga comun, deficiencia

inmunitaria y transplantes renales.

CARACTERISTICAS DEL VPH
El VPH pertenece a la familia Papovaviridae, es un virus epiteliotropico de

capside icosahédrica, compuesta de 72 capsémeros, la cual mide

aproximadamente 55 nm de diametro, de forma pentamérica, que contiene

19




DNA de doble cadena de forma circular (13). Su genoma tiene una longitud
aproximada de 7900 pares de bases con una masa molecular de 5.2X10°, las
cuales estan asociadas con histonas (11) (esquema 1 y 2). Todas las
secuencias de proteinas codificadas (ORF) estan restringidas a una sola
banda de apertura. EI genoma viral esta dividido funcionalmente en tres
grandes dominios: la primera regidn de aproximadamente 400 a 1000 kb, es
una regidn regulada “rio arriba® que no codifica, referida como la region de
control largo (LCR), o regién reguladora superior, la cual contiene un centro
promotor largo, el p97 junto con una secuencia silenciosa que controla la
transcripcion de ORF (11;23). La segunda region que ha sido denominada de
funcién viral temprana (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) que codifica proteinas no
estructurales y esta involucrada con la replicacion y la oncogénesis; y la
tercera region de aproximadamente 3 Kb, llamada de funcién tardia que
codifica dos proteinas estructurales de la capside viral (L1 y L2). Por otro
lado, se han encontrado que las secuencias de nucleotidos de E6, E7 y L1

de tipos conocidos de VPH son homologos en mas del 90% (24;25)

Entre las proteinas virales E6 promueve cambios importantes en el ciclo
celular y del VPH, lo que conduce al proceso de inmortalizacion celular,
induce la sintesis aberrante de proteinas, lo que resulta en un inadecuado
crecimiento celular y altera sefales que dan como resultado eliminacién de
los mecanismos de defensa y la respuesta de vigilancia tépica, ya que las
células infectadas presentan alta proliferacion. Ademas, la proteina E6
induce disminucién de los mecanismos de apoptosis, diferenciacion vy
envejecimiento celular y actua junto con E7 para inmortalizar células
epiteliales a través de mecanismos como el bloqueo de la apoptosis por
degradacion del p53, alterando su trascripcion al interactuar con la proteina
p300 que incrementa la duracién maxima del ciclo de vida celular y altera la
actividad de las telomerasas (4;13;23;25). Por otro lado, la integracién del

genoma viral desorganiza el ciclo celular en las células infectadas por VPH
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de alto riesgo (26).También suceden arreglos con la actina del citoesqueleto
que inhiben el trafico endocitico e interfieren con la traduccion de sefales de

la apoptosis (esquema 1).

p53 es una proteina que la célula normalmente produce en respuesta a
condiciones de dano, radiaciones UV, hipoxia e infecciones virales; ademas,
es un factor de transcripcion que estimula la expresion de los genes
involucrados en detener al ciclo celular y la apoptosis. Por otro lado inhibe a
las cinasas dependientes de ciclinas (4;11;13). en un proceso mediado por la
ligasa ubiquitina que se asocia al E6 y puede retener a p53 en el citoplasma

bloqueando su translocacion al nucleo e inhibir su funcién (27-29).

ESQUEMA REPRESENTATIVO DEL GENOMA VIRAL DEL VPH-7

LCR
o TSN

Ay

1904/1

L1

6ODO HPWY-16 2000

L2 E2

ESQUEMA 1

Estudios en los que se investigd la relacion entre el polimorfismo de p53 vy el
riesgo de desarrollo de CACU, confirmaron la importancia de la interaccion
E6-p53 en su patogenia. Se describié un alelo completo de p53 que posee
en determinada posicion, una arginina en lugar de una prolina y que es

mucho mas sensible a la degradacion por parte de E6. Por tanto, las
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personas con la forma arginina de p53 corren un riesgo siete veces mayor de

desarrollar cancer cervical que las que no lo poseen (4;13;30;31).

FUNCIONAMIENTO DE LAS PROTEINAS E6 Y E7 DEL VPH .
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ESQUEMA 2

Las proteinas E7 son de bajo peso molecular (100 aminoacidos
aproximadamente), se relacionan con la familia de proteinas celulares p107 y
p60 dentro de la secuencia LXCXE de la CR2 del VPH, que suprimen las
sefales celulares de diferenciacion y apoptosis, a través del bloqueo de la
familia de proteinas supresoras del retinoblastoma (pRB) (esquema 2). La
propiedad de la proteina E7 del VPH para asociarse con el pRB es critica
para generar y/o mantener el medio de la célula huésped para la replicacion
del genoma viral. Las proteinas E7 derivadas de los VPHs de alto riesgo
interactian mas eficientemente con el pRB que las proteinas E7 que
codifican los VPHSs de bajo riesgo y con las mutaciones en el dominio LXCXE
que afectan a la asociacion del paquete de proteinas antes mencionado y

ocasionan la transformacién defectuosa del sistema de defensa (4;13;23;25).
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La region L que comprende alrededor del 40% del genoma viral, codifica las
dos proteinas de la capside; la mas grande es L1, que forma
aproximadamente el 98% de la capside, su peso molecular es de 87 kb y es
una region conservada en la mayor parte de los tipos de VPHs. La proteina
L2 codifica el 8% de la capside, es de alto peso molecular 70 kb y esta

constituida por 240 aminoacidos (10).

MECANISMO DE INDUCCION A LA ONCOGENESIS.

El intervalo de exposicién para el desarrollo de la lesion varia de pocas
semanas a meses y tal vez afos (7), se cree que el virus aprovecha el
acceso al cérvix o al tracto genital femenino a través de defectos en el
epitelio que exponen a las células epiteliales basales a las particulas virales.
Probablemente, la mayor parte de la infeccion ocurre a través de los
receptores para integrinas de las células basales, especificamente la
integrina 046 (4;13;23;25). Asi, las células infectadas contienen el DNA viral
desde las capas profundas del epitelio en donde el virus se replica y
ensambla. El virus puede detectarse a través de microscopia electrénica o

por técnicas inmunohistoquimicas (10;25).

El analisis molecular de los virus de alto riesgo y de los virus que producen
condilomas genitales benignos muestra diferencias que podrian estar
relacionadas con su actividad transformadora. En los condilomas benignos y
las lesiones preneoplasicas, el genoma del VPH se mantiene en una forma
episdmica (no integrada) mientras en los canceres, el DNA viral suele estar
integrado en el genoma de la célula huésped. Este evento es clave para la
induccién de la carcinogénesis del VPH. La integracién del genoma del VPH
en los cromosomas de la célula huésped ocurre comunmente cerca de los
sitios fragiles del genoma humano, sin que aparentemente existan

evidencias de mutagénesis. La forma de integracion mas especifica
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corresponde a los genes E6 y E7, que se mantienen constantes; asi, como
otras porciones del DNA viral son suprimidas o su expresion es alterada (25).
La localizacion de la integracion del virus en los cromosomas de la célula
huésped es aleatoria, pero el patrén de integracién es clonal es decir, el
lugar de la integracion es idéntico en todas las células de un cancer
determinado. Esto no sucederia si el VPH fuera sélo un pasajero que infecta
a las células después de la transformacion. Las proteinas E1 y E2 de los
virus del papiloma juegan un papel importante en la replicacién del genoma
viral. Las proteinas E2 de los papilomavirus contribuyen a la segregacién del
genoma viral durante la division celular, ya que une el genoma viral con los
cromosomas mitoticos. (4;32). Como la region E2 del DNA viral inhibe
normalmente la trascripcion de los genes virales que se expresan
precozmente E6 y E7, su interrupcion conducen una expresion excesiva de
las proteinas E6 y E7 de los tipos 7 y 10 del VPH (32;33).

Ademas de la expresion de E4 y L1, asociada con VPH-7, que es
dependiente en la replicacion viral y diferenciacion epitelial (34). La L1 es
una proteina principal de la capside del VPH, que se ha purificado y
analizado por integridad estructural y autoensamblaje in vitro (35) el potencial
oncogénico de los tipos 7 y 9 de VPH podria estar relacionado con estos dos

productos de los genes virales tempranos (36;37).

Aunque todas estas observaciones implican a determinado tipo de VPH en la
patogenia del cancer humano, cuando se efectua una transferencia in vitro
con DNA de los tipos 7, 10 y 31 a queratinocitos humanos; éstos se hacen
inmortales pero no forman tumores en los animales de experimentacion. La
transferencia con un gen ras mutante si provoca la transformacién maligna
completa, por tanto, parece mas probable que la infeccion por el VPH actue
como un iniciador, pero para que se produzca la transformacion maligna son

necesarias mutaciones somaticas adicionales. ElI consumo de cigarrillos, la
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coexistencia de infecciones microbianas, las deficiencias dietéticas y los
cambios hormonales, todos ellos implicados como cofactores en la patogenia

del cancer cervical, podrian facilitar estas mutaciones (38;39).

ASPECTOS INMUNOLOGICOS DE LAS LESIONES CERVICALES.

Desde el punto de vista inmunoldgico, los sitios en donde se induce la
respuesta de las mucosas del sistema reproductor femenino son el cuello
uterino y la vagina, ademas del intestino grueso y el recto, asi como los
ganglios linfaticos iliacos e inguinales. En la respuesta inmunitaria participan
los linfocitos T intraepiteliales cuyo grupo de diferenciacion de marcadores
superficiales es principalmente 8+ (CD8+) y CD4+ que se encuentran en la
zona de transicion epitelial escamoso columnar del cérvix. Asi mismo, en la
mucosa vaginal se produce IgA especifica y en la cavidad uterina I1gG. Junto
con los efectos hormonales ciclicos en la mucosa y la produccion de moco,
se origina una notable variacién en los titulos de inmunoglobulinas en el

cuello uterino, durante el ciclo estral (40)

Por otro lado, la mucosa de epitelio vaginal contiene numeros capilares
linfaticos que drenan a los ganglios linfaticos locales, en donde existe una
abundante poblacion de linfocitos B. Ademas de que, la lamina propia de la
mucosa contiene un gran numero de linfocitos B activados, células
plasmaticas; asi como macréfagos células dendriticas, eosindfilos vy

mastocitos (40).

Como agente infectante del cuello uterino el VPH es relevante por su
capacidad para inducir progresion de las lesiones hacia carcinoma; una vez
que el virus entra en contacto con el organismo se genera primero una
respuesta inmunitaria innata, en la que se desencadenan una serie de

eventos inmunoldgicos (40).
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En su fase extracelular, el VPH interactua con la célula huésped,
penetra, se replica y se libera a través de la asociacion de la proteina
E4 con la malla de filamentos intermedios de queratina, que afecta la
estabilidad estructural celular para facilitar la liberacion de nuevas
particulas virales.

Se activa el complemento para la lisis directa del virus pero los que
entran a las células desencaden la replicacion viral intracelular, en

donde son inaccesibles para los anticuerpos.

Posteriormente tiene lugar la generacion de la respuesta inmunitaria

adaptativa.

Los VPH que permanecen fuera de la célula son neutralizados por los
anticuerpos antivirales, que se fijan a la capside viral y evitan su
entrada a otras células.

Citocinas como IFN tipo Il son liberadas por las células infectadas que
las producen como resultado de coestimulacion, o por los linfocitos T
CD4", como consecuencia se activan linfocitos T CD8+ citotdxicos
(CTLs), cuya funcion principal es la vigilancia en contra de las
infecciones virales, y que reconocen antigenos virales citosélicos de
sintesis endogena, presentados en asociacion con las moléculas
clase | del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC).

Para esto, las células infectadas son reconocidas por las células
presentadoras de antigenos (APCs), que los procesan en péptidos

que se acoplan al MHC y los presentan a los linfocitos T (14;10;28;40).

Las APCs profesionales mejor definidas incluyen: linfocitos B, macréfagos y

células dendriticas (DC); estan involucradas en diferentes vias de

presentacion de antigeno, dos de ellas reconocidas como clasicas: la via del
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MHC clase |, que presenta antigenos de origen citosdlico, y cuya célula
respondedora es el linfocito T CD8"; sin embargo, se sabe de la presentacion
de antigenos exogenos por parte del MHC clase | (presentacién cruzada)
(40). La otra via es mediante MHC clase Il, en donde se presentan antigenos
proteicos de origen extracelular y cuya célula respondedora es el linfocito T
CD4".

Una via independiente del MHC, recientemente descrita es la de la familia
CD1 con cuatro isoformas en los humanos (basandose en la similitud de su
secuencia molecular) CD1a, CD1b y CD1c, que conforman el grupo |, y
CD1d unico miembro del grupo Il (41). Todas las moléculas de CD1, son
glicoproteinas de la superficie celular que estan relacionadas
estructuralmente con las moléculas del MHC; sin embargo distintas, ya que
son esencialmente proteinas no polimoérficas. La familia CD1 presenta
fundamentalmente antigenos de tipo lipidico y glicolipido a distintos tipos de
linfocitos T CD4 (Th1 y Th2), CD8 y NKT. Tienen un ligando de estructura
acanalada similar al péptido ligando de las moléculas del MHC. Analisis
cristalograficos con rayos X de varias isoformas de CD1 mostraron que la
superficie interior de los ligandos acanalados es altamente hidrofébicos y

favorece la union no polar de antigenos ligados a lipidos y glicolipido (42-44).

La molécula CD1a fue descrita en los timocitos y los timomas. Los isotipos
a,b y ¢ son expresados en células doble positivo (CD4+, CD8+) en la corteza
del timo y con baja intensidad células de un simple positivo para CD4+ 6
CD8+ en los timocitos de la médula. También son expresadas en las células
dendriticas (Langerhans) de la piel. Por otro lado, la molécula CD1a ha sido
ampliamente utilizada para identificar DCs en tejidos, o en sistemas in vitro,

ya que se manifiesta fuertemente en DC maduras (42).
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Recientemente fue reportada la expresiéon de CD1 en células epiteliales de la
metaplasia esofagica de Barrett, en donde ha sido relacionada con evolucién
favorable, pues la falta de expresion de esta molécula correlaciona con el

progreso de displasia a cancer.

Se ha encontrado que la molécula de CD1a sélo es posible observarla en
células epiteliales que presentan una transformacion maligna aunque su

manifestacion en tumores es baja (43-48).

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS DC.

Las unicas APCs que manifiestan las tres vias de presentacién de antigenos
mencionados son las DC (46). Se caracterizan porque poseen
prolongaciones citoplasmaticas en forma de dendritas finas. En los humanos,
existen dos tipos de células de morfologia dendritica con funciones diferentes,
a las que deben su nombre. Un tipo son las llamadas células dendriticas
interdigitantes o, simplemente, células dendritica; son fagociticas y expresan
moléculas MHC de clase Il en grandes cantidades, asi como moléculas co-
estimulantes B7-1 y B7-2 (CD80/86). De esta forma, estan preparadas para
presentar los antigenos a las células T CD4+, y son las APCs mas potentes
para las células T. Este tipo de DC se encuentra ampliamente distribuido en
el organismo, encontrandose en el sistema linfoide y en el intersticio de
muchos otros érganos como corazén y pulmones; en la piel y en el epitelio
vaginal existen unas células similares, denominadas Células de Langerhans
(LC’s) (47).

El otro tipo de células con morfologia dendritica se encuentra en los centros
germinales de los foliculos linfoides del bazo y los ganglios linfaticos, por lo
que se les da el nombre de células dendriticas foliculares (FDC). Poseen

receptores Fc para IgG, por lo que atrapan antigenos unidos a anticuerpos.
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Las DC no se observan en el transito circulatorio; esta estirpe celular deriva
de la médula 6sea tanto de la serie linfoide como de la mieloide; de la
primera serie (con fenotipo CD 11c-, CD1a-, receptor IL-12+) se originan las
DC plasmocitoides; del linaje mieloide las LC y células intersticiales o
dendriticas dérmicas (DDCs). Las DC en los tejidos periféricos del cuerpo
(piel, intestino, epitelio genital y epitelio de las vias respiratorias) se
encuentran en estado inmaduro, estan especializadas en la captura y
procesamiento de antigenos, pero tienen poca capacidad para activar a los
linfocitos T. Estas células inmaduras se caracterizan por tener abundantes
moléculas de MHC-II intracelulares, pueden fagocitar y expresar grandes
cantidades de receptores para Fc (FCR); una vez que se exponen a cualquier
tipo de estimulo, sehal de dano o proceso inflamatorio, se induce su
maduracién que incluye cambios morfoldgicos, se pierde la capacidad de
capturar y procesar antigenos, pero aumenta su capacidad de presentarlos a
los linfocitos T. En este estado las DC expresan moléculas de adhesion
CD54 e ICAM 3 que favorecen la unién con los linfocitos T; ademas expresan
moléculas accesorias que interactian con estos linfocitos para ser activados:
CD80 y CD86 y gran cantidad de IL-12 (43).

Generalmente, las DCs pueden obtenerse de precursores de monocitos
(CD14") y se puede inducir a la diferenciacion y proliferacion en presencia de
GM-CSF y de la interleucina-4 (IL-4). Las LCs son muy importantes para
iniciar y regular el sistema inmunitario cutaneo y de las mucosas. Las LCs
también infiltran tumores y experimentos in vitro han demostrado que estan

asociadas con un mejor prognéstico (43).
La colonizacion por LCs de cultivos organotipicos de queratinocitos

transformados por VPH fue mejorada agregando a los cultivos GM-CSF. Su

infiltracion en el epitelio preneoplasico resulté dentro de la condicion minima
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basal y se incrementé considerablemente después de adicionar en los
cultivos ese factor. Esto sugiere que el GM-CSF tiene un papel importante en
el reclutamiento de las LCs en lesiones preneoplasicas en epitelio cervical
transformado con VPH y podria ser utilizado como una nueva alternativa de
inmunoterapia para tratar esas lesiones, ya que otros estudios mostraron una
disminucién de la densidad de LCs en la zona de transformacion del cérvix y
en las lesiones intraepiteliales escamosas del ceérvix (43). Por otro lado, la
capacidad para generar DCs in vivo a partir de sus precursores sanguineos
es esencial tanto en mujeres sanas como en las que tienen alguna lesion
intraepitelial escamosa. Esto sugiere que existen factores locales en el cérvix
que juegan un papel importante en la produccién y desarrollo de alteraciones
de las LCs durante la carcinogénesis cervical asociada al VPH. Y dado que
estas células generan una respuesta inmunitaria celular efectiva, su defecto
puede contribuir a la persistencia del VPH e indirectamente al desarrollo del
cancer. Al respecto se ha observado, que los queratinocitos transformados
por el VPH tienen una influencia directa en el numero y funcion de las LCs
porque disminuyen la produccion de los factores que son necesarios para su

migracion y maduracion (43;46).

Por otro lado, se ha sugerido que la maduracion de las DCs , afecta el estado
de diferenciacion del cancer de mama y que el sitio especifico de activacion
antigénica es el ndédulo linfatico centinel (SLN); ya que, cuando fueron
comparados los SNL de los bordes tumorales, se encontré6 que los que no
tenian células tumorales contenian gran cantidad de células CD83 y una
significativamente menor expresion de IL-10 que aquellos SLNs con
metastasis. Ademas el numero de células positivas a CD1a en los SLNs
dentro de estos dos grupos, fue similar; sin embargo cuando se utilizaron
marcadores basados en receptores hormonales y se clasificaron la DCs
acuerdo con el estado de los SLNs y la morfologia nuclear, el numero de

DCs inmunolégicamente  inmaduras  mostraron una  expresion
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significativamente mayor a CD1a en los SLNs que drenaban a los tumores

grado Ill que en los SLNs libres de células tumorales que drenaban a los
tumores del mismo grado (48).

En la tabla siguiente se enlistan las caracteristicas de las LC y se contrastan
con otras DC humana.

Tabla 2. Subgrupos de DC humanas.

Linaje linfoide

Linaje mieloide

Fenotipo en DCs maduras

DC Plasmacitoide

DC Intersticiales

Células de Langerhans

CD11c- CD11c+ CD11c+
IL-3R+ IL-3R- IL-3R-
MHC-I1+ MHC-I1+ MHC-I1+
CD11b- CD11b+ CD11b+
CD6- CD6+ CD6+
CD33- CD33+ CD33+
CD4++ CD4+ CD4+
CD1a- CD1a- CD1a+
Granulos de Birbeck- | Granulos de Birbeck- Granulos de Bribeck+
Langerina- Langerina- Langerina+
Factor Xllla- Factor Xllla+ Factor Xllla-
CD86+ CD86+ CD86+
CD40+ CD40+ CD40+
DC-LAMP+ DC-LAMP+ DC-LAMP+

FUNCION

Secrecion de IL-12+/-

Secrecion de IL-12++++

Secrecion de IL-12++++

Secrecioén de IL-10-

Secrecion de IL-10++++

Secreciéon de IL-10+/-
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Aunque la naturaleza de una respuesta inmunitaria efectiva contra la
infeccion del VPH no estd completamente entendida, parece ser que la
respuesta humoral es un reflejo de la progresién del tumor mas que una
respuesta de proteccion. Sin embargo existen evidencias de que la respuesta
celular es importante en el control de las lesiones intraepiteliales escamosas
asociadas al VPH pues se ha encontrado una disfuncién en la respuesta
inmunitaria local asociada a la infecciéon cervical por el virus. Se han
reportado alteraciones cuantitativas y cualitativas en los linfocitos T CD4".
Ademas se han encontrado alteraciones en la distribucion y morfologia de las

LCs en las lesiones preneoplasicas del cérvix asociadas al VPH (46;47).

De lo anterior se ha concluido que los pacientes con cancer desarrollan una
respuesta inmunitaria en contra del tumor, que al parecer en muchos casos
no es efectiva cuando se establece la inmunosupresion local. Es posible que
esta inmunosupresion se deba a una inhibicion de la funcion de las DC. Esto

puede suceder por factores derivados de los tumores (48).

APOPTOSIS.

Las células pueden morir por cualquiera de dos mecanismos principales:
necrosis o apoptosis. Necrosis es la muerte de células a través de dano
extremo, usualmente mediada por destruccion de la membrana plasmatica o
del soporte bioquimico de su integridad, liberando sus componentes
alrededor del tejido danado y con atraccion de células inflamatorias, llevando

a destruccion del tejido, caracteristico de la inflamacién (49;50).

La apoptosis, también conocida como muerte celular programada, es el
proceso que se caracteriza por condensacion de la cromatina, fragmentacién
nuclear y formacion de cuerpos apoptéticos que son eliminados por fagocitos

adyacentes, por lo que no provoca respuesta inflamatoria. Se trata de un
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mecanismo de eliminacién ordenada de células y por tanto, participa en la
morfogénesis, ontogenia y fisiologia de las células, asi como en la
homeostasis de los tejidos y sistemas del organismo. Aunque el proceso de
apoptosis se desarrolla en varias horas, la remocion de los fragmentos
apoptoticos es tan rapida, que raramente se identifican células apoptdticas

en condiciones normales (51).

Estan descritas dos vias principales para la induccion de la apoptosis, la
extrinseca y la intrinseca. La via extrinseca depende de receptores celulares
de la familia del TNFR, entre los que se incluyen el TNFR1, DR3/TNF y Fas.
Estos receptores forman trimeros y contienen dominios intracitoplasmicos,
llamados de muerte (DD). Cuando a estos receptores se unen sus ligandos
en el exterior de la célula, los DD se unen a proteinas adaptadoras FADD

(Fas associated DD), a excepcion del TNFR1 que primero se une a TRADD.

Las proteinas FADD tienen un domino efector (DED) que a su vez esta unido
a la pro-caspasa 8, formando el “complejo inductor de la sefalizacién de
muerte” que es capaz de activar a esas moléculas y formar la caspasa 8, la

cual a su vez inicia la activacion de la cascada de caspasas efectoras (7,6,8
y 3) (31).

Por otro lado, en la “via intrinseca” o mitocondrial, la membrana de este
organelo se permeabiliza por alteraciones celulares como hipoxia o
disminucién en el transporte de glucosa. Esta via depende de caspasas
iniciadoras (caspasa 9) que se unen mediante dominios denominados CARD
(death-fold caspase recruitment domain) a APAF-1 (protease activating
factor-1), el cual se encuentra como mondmero en el citosol, pero que al
activarse por accion del citocromo C, forma polimeros conocidos como
apoptosomas. En condiciones normales APAF-1 se encuentra separado del

citocromo C por la membrana mitocondrial externa; sin embargo, cuando por
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alguna razén esta membrana se permeabiliza la segunda molécula se libera
al citosol y se inicia la cascada de eventos que llevan a la apoptosis. El
proceso de permeabilizacion de la membrana mitocondrial (MOMP) se
encuentra regulado por proteinas pertenecientes a la familia de Bcl-2; éstas
pueden dividirse en dos grupos, antiapoptéticas y proapoptéticas; las
primeras (Bcl-2, Bcl-x, Bcl-xL, A1, Bcl-w y Mcl-1), evitan la permeabilizacién
de la membrana mitocondrial y la liberacion de citocromo C, en tanto que las
proapoptoéticas, que se clasifican de acuerdo al numero de dominios BH (Bcl-
2 homology domanis) que contienen, pueden mediar la permeabilizacién de
la membrana mitocondrial por si solas (Bax, Bak y Bok), o pueden activarse
por otro subgrupo de proteinas proapoptéticas de la familia Bcl-2,
denominadas BH3 (Bim, Bid, Bad, Bmf, BNIP-3, Puma y Noxa). Durante el
proceso de apoptosis se presentan cambios morfologicos y fisiologicos
celulares desde etapas tempranas, los cuales pueden ser detectados por
diversas técnicas de laboratorio. Entre los primeros cambios se encuentran la
exposicion de la fosfatidil-serina en la superficie celular, la cual puede
determinarse por su capacidad de unir Anexina V y el aumento de la
permeabilidad celular que puede medirse por la captacion de ioduro de
propidio mediante citometria de flujo. La actividad de caspasas puede ser
determinada  directamente o mediante la deteccion con anticuerpos
especificos contra los productos de su protedlisis. El rompimiento del DNA
celular puede determinarse mediante electroforesis, ténicas
inmunohistoquiminicas, o bien mediante TUNEL (terminal-deoxinucleotidyl-
transferase-mediated dUTP-digoxigenin nick end labelling) (51;52).

APOPTOSIS INDUCIDA POR VPH.
Las alteraciones en los mecanismos involucrados en la apoptosis y su

regulacion son muy importantes en la carcinogénesis del cérvix (53). Se sabe

que la expresion de pb3 regula genes involucrados en el ciclo celular, la
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reparacion del DNA vy la apoptosis (54). Especificamente p53 induce la
expresion de factores proapoptéticos como Bax y reprime proteinas anti-
apoptoéticas como Bcl. En ese proceso diversas proteinas ejercen su efecto
de diferente manera, por ejemplo inhibiendo la actividad de las caspasas
como lo hace la proteina survivina o aumentando la sobrevida celular como

el caso de Bcl-2 la cual es sobre expresada en células malignas (53;58).

Respecto del VPH, la integracion cromosémica de su genoma
frecuentemente da como resultado una desorganizacion viral en la apertura
del gen EZ2, ocasionando la pérdida del codigo de esa proteina. Estos
eventos al parecer afectan el ciclo celular y el proceso de diferenciacién; por
lo que finalmente se transforma el fenotipo de la célula dando lugar a la

inmortalizacion.

Sanchez y colaboradores (54) realizaron estudios con células SiHa (54), las
cuales, fueron transfectadas transitoriamente con el gen E2 desorganizado
del virus del papiloma bovino. Esta induccién de la expresion del E2 en las
células transfectadas dié como resultado la inhibicién del crecimiento celular,
la ausencia de factores de crecimiento sérico y el inicio de la muerte celular
via apoptosis, la cual podria ser inducida a su vez, por la represion de la
transcripcion de los genes E6 y E7 lo que produce un aumento en los niveles

de p53 y de Rb, respectivamente (53-58).
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JUSTIFICACION.

El CACU ocupa el primer lugar entre los canceres que afecta a las mujeres
mexicanas en edad reproductiva, a pesar de los programas de deteccién
oportuna y de las medidas implementadas por las instituciones oficiales y
privadas de salud para combatirlo. Una causa es la falta de informacion en
las mujeres acerca de los padecimientos genitourinarios en general, que
pueden conducir a graves problema de salud. Sumado a esto, el control de
calidad de la citologia cervico-vaginal no es siempre el éptimo, lo cual limita
la eficacia del método para la deteccion de la transformacion maligna celular;
en consecuencia el CACU continua siendo la causa principal de muerte por

cancer en mujeres en nuestro Pais.

La afectacion de los procesos de proliferacion y muerte de las células, asi
como de la vigilancia inmunitaria durante la evolucion de los canceres, son
caracteristicas que se estan estudiando en busca de medios para detener su
avance. Investigar acerca de la expresion de marcadores como CD1a y de
proteinas involucradas en la apoptosis como Fas, FasL y caspasa 3 activa en
CACU, sera de gran utilidad en la comprensioén de su etiopatogenia y en la
busqueda de nuevas estrategias para el prondstico y manejo de esta

enfermedad.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Diversos estudios indican que el VPH bloquea la apoptosis en los epitelios
estratificados como la piel y las mucosas, lo cual constituye un mecanismo
por el cual el virus puede invadir las células con mayor facilidad y escapar de
la respuesta inmunitaria del huésped. Recientemente se demostré que la
expresion de algunas proteinas relacionadas con la apoptosis, correlaciona
con la presencia del virus y la ausencia de apoptosis en CACU (4;10;30;56),
los resultados sugieren que estas proteinas pueden ser utilizadas como

marcadores con fines prondsticos.

En los ultimos afios se ha demostrado que en la evolucion de diversos
procesos patologicos, son particularmente importantes los mecanismos
inmunoldgicos y los involucrados en apoptosis. Las células dendriticas
juegan un papel fundamental en la presentacion de antigenos en las
mucosas. La molécula CD1a se ha utilizado como marcador de las LCs para
su identificacién, asi como para diferenciar su estado de maduracién y su
morfologia. Se ha reportado que algunos tejidos neoplasicos como cancer de
ovario y carcinoma escamoso de la lengua presentan disminucion de la
expresion de CD1a en las LCs locales, comparada con tejido normal (60).
Hasta la fecha no existen reportes de lo que sucede con la expresion de
esta molécula en cancer cervicouterino y otros procesos patologicos del

cérvix.

Por todo lo anterior, en este estudio se evalua especificamente la expresién
de CD1a y de las proteinas relacionadas con apoptosis Fas y FasL y la
apoptosis misma(caspasa-3 activa) en diferentes procesos patoldgicos de

cérvix (inflamatorios, displasias y CACU)
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HIPOTESIS.

Si las lesiones benignas y malignas del cuello uterino presentan variaciones
en los procesos de apoptosis, defensa inmunitaria y presencia de infeccion
viral, por método inmunohistoquimico, se encontraran diferencias en la
expresion de moléculas marcadoras de esos procesos, lo que podra sugerir

que estas proteinas podran ser utilizadas con fines pronésticos.
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OBJETIVO DEL ESTUDIO.

Objetivo General:

Detectar la expresion de CD1a, L1, Fas, FasL y Caspasa 3 activa
(apoptosis) en procesos inflamatorios, lesiones precursoras y carcinoma del

cérvix.

Objetivos especificos:

Por métodos inmunohistoquimicos detectar en procesos inflamatorios,
displasias y CACU,

- la expresion de CD1a, presente en DC

- la expresion de L1, marcador de la capside del VPH.

- la expresion de las proteinas Fas, FasL y caspasa 3 activa como

marcadores de apoptosis.

Por analisis morfométrico evaluar las diferencias de expresién de las

proteinas detectadas.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras.

Se obtuvieron los bloques de parafina de biopsias de cérvix efectuadas por
colposcopia y por cono con asa diatérmica e histerectomia total y radical,
provenientes de los archivos de Patologia de la clinica de Displasias del
Hospital General de Zona (HGZ) 68, del HGZ 98 del IMSS y del Hospital de
Gineco-Obstetricia 3 del CMN “La Raza”. Se seleccionaron de los casos
diagnosticados como endo-exocervicitis, displasias (leve, moderada vy
severa) y carcinoma, aquellos que tuvieron mejor calidad y cantidad de tejido,
con un total final de 22 casos de procesos inflamatorios, 22 de displasia de
diferentes grados y 12 de carcinoma in situ e invasor. No se requirié de
calcular el tamafo de la muestra pues se trabajo con todos los casos
disponibles en el momento que se realiz6 el estudio.

Con los bloque de parafina correspondientes se practicaron cortes de 4 a 8
M de espesor para tincion de rutina con Hematoxilina-Eosina (H/E), y de 2 a 4

M de espesor.para las tinciones inmunohistoquimicas.

Reactivos.

Para la tincién de H/E:

- Grenetina Bacterioldgica CTR SCIENTIFIC (Monterrey N.L. México).
- Hematoxilina de Harris, Merck (Naucalpan de Juarez, Edo de Mex.).
- HCI 1%-Alcohol amoniacal al 1%.

- Eosina B Merck (Naucalpan de Juarez, Edo de Mex.).

- Xileno.

- Eosina Y Merck (Naucalpan de Juarez, Edo de Mex.).

- Resina sintética Goleen Bell (Zapopan Jal. México).
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Para el método de inmunohistoquimica:

- Silane (Sigma, Cal. USA).

- Citrato de sodio (0.01 M pH 6.0).

- Perdxido de hidrogeno al 3%.

- Bloqueador universal (DAKO corporation).

- Albumina sérica bovina al 1% (Sigma Cal. USA)

- Biotina (Link, DAKO LSAB + kit, DAKO corporation).

- Sustrato DAB (diamino benzidina) (DAKO LIQUID DAB + Substrate-
Chromogen Solution. (DAKO corporation).

Anticuerpos.

- Anti-L1. Anticuerpo monoclonal hecho en raton, anti-L1 de VPH-7. BD
Pharmingen (San Diego, CA. USA).

- Anti-CD1a: Anticuerpo monoclonal hecho en raton, anti-CD1a humano.,
Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa Cruz, CA. USA)

- Anti-Fas: Anticuerpo policlonal hecho en conejo, anti-Fas humano, Santa
Cruz Biotechnology, Inc (Santa Cruz, CA. USA)

- Anti-FasL: Anticuerpo policlonal hecho en conejo, anti-FasL humano, raton
y rata Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa Cruz, CA. USA)

- Anti-Caspasa-3-activa: anticuerpo policlonal hecho en conejo, anti-caspasa-
3 activa humana, ratdon y rata. Chemicon Internacional (Temecula, CA USA).
- Streptavidina conjugada a peroxidasa de rabano (HPR) (DAKO LSAB + Kkit,
DAKO corporation).

Tincion de H/E.
En los portaobjetos con grenetina bacteriolégica se montaron los cortes del
tejido para la tincion de rutina H/E. Las laminillas fueron desparafinadas en

un horno a 60 C° e hidratadas mediante un tratamiento con alcohol a

concentraciones decrecientes. Posteriormente el tejido fue tehnido por 8
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minutos con Hematoxilina de Harris, se enjuagd con agua corriente y el color
fue virado con HCI 1%-Alcohol amoniacal al 1% en agua. Después el tejido
fue contratenido con Eosina, finalmente deshidratado en alcohol a
concentraciones crecientes y xileno e inmediatamente cubiertos con resina
sintética. Las muestras enseguida fueron analizadas mediante microscopia

de campo claro.

Inmunohistoquimica.

Con la finalidad de disminuir las variaciones entre experimentos, la reaccion
para cada marcador se realizé en un solo tiempo en todos los grupos. Los
cortes se montaron en laminillas cubiertas con silane. Se mantuvieron en una
estufa bacteriolégica a 62°C por 1 hora, después se desparafinaron con el
siguiente procedimiento: 3 bafos en xileno, 2 bafios en etanol al 100%, un
bafio en etanol al 90%, un bafio en etanol al 70% y un bafio en agua
destilada, cada uno de ellos con duracion de 8 minutos.

Ya con el tejido hidratado se procedid a la recuperacion del antigeno
sumergiendo en citrato de sodio (0.01 M pH 6.0) y calentando a ebullicion en
baiio maria por 12 minutos. Se eliminé la actividad de la peroxidasa
endoégena con metanol y peroxido de hidrégeno al 3% por 25 minutos. Se
blogueé la union no inmunoldégica de los anticuerpos al tejido,
sumergiéndolos durante 60 minutos en una mezcla de bloqueador universal y
albumina sérica bovina al 1%.

Posteriormente las secciones se incubaron toda la noche a temperatura
ambiente con los anticuerpos anti- Caspasa-3 activa diluido 1:280, Fas
diluido 1:1000, FasL diluido 1:1000, L1 a 1:1000 y CD1a a 1:100. Después
de lavar las secciones de tejido se incubaron con el segundo anticuerpo
conjugado a Biotina link con streptavidina conjugada a peroxidasa de rabano

(HPR), por ultimo el color se generdé mediante la adicion del substrato DAB
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(diamino benzidina) durante 1 a 2 minutos; se detuvo la reaccion con agua
de la llave y se contratifié con hematoxilina.

Posteriormente el tejido se deshidratdo bajo el siguiente esquema: agua
destilada, etanol 70%, etanol 90%, etanol 100% y xileno en bafos de 5
minutos cada uno. Finalmente las preparaciones se cubrieron con resina y se

dejaron secar a temperatura ambiente.

Analisis morfomeétrico.

Las laminillas se analizaron en un microscopio (Olimpus, BX-40) y las células
positivas (color café) se cuantificaron en 4 campos para cada laminilla,
utilizando un analizador de imagenes con el programa Imagen-Pro® Plus de

Media cybernetics®, Silver Spring, MD. USA.

Procesamiento de los datos.

Se elaboré una base de datos y la informacién se procesé utilizando el
programa de analisis estadistico Prisma®© de GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA. Los datos se presentaron mediante medias aritméticas de cada
grupo y desviacion estandar. La evaluacion de la diferencia en el numero de
células positivas y la densidad de expresibn de las reacciones
inmunohistoquimicas, se realiz6 mediante ANOVA de una via. Fue utilizado
analisis de comparacion multiple de Tukey para identificar las diferencias

entre grupos. p< 0.05 fue considerada como significativa.
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RESULTADOS.

Morfologia topografica con HE.

Con el analisis HE se confirmé el diagndstico de exo y endo cervicitis,
displasia de diversos grados y de CACU de los casos estudiados y se

establecieron los grupos.

Morfologia de los hallazgos Inmunohistoquimicos.

Los hallazgos inmunohistoquimicoscos de la expresion de CD1a y de L1 en
las diferentes patologias del cérvix se presentan en la figura 1. En los casos
de cervicitis se encontré una intensa expresion de CD1a en la membrana y
citoplasma de las células con morfologia tipica de dendriticas (A), y la
expresion de L1 se observa muy marcada en la membrana y citoplasma de
las células de epitelio plano (B). Para los casos de displasia se encontrd
expresion intensa de CD1a principalmente citoplasmica y de manera discreta
en la membrana de células del epitelio (C); en tanto que, L1 se manifiestd
principalmente en la membrana celular de dicho epitelio y sélo levemente en
el citoplasma (D). En CACU, la expresion de CD1a no fue muy intensa y se
encontré principalmente en el citoplasma de las células tumorales (E),
mientras que L1 se observd levemente expresado trambién en el citoplasma

de las células malignas (F).

Los hallazgos inmunohistopatolégicos de la figura 2 presentan la expresion
de Fas y FasL. En el caso de cervicitis la expresion de estas dos proteinas se
identifico en epitelio escamoso y en epitelio columnar. En contraste con la
expresion de Fas (A), que se observd principalmente en la membrana
citoplasmica, aunque también se expreso en el citoplasma de las células, en

las células basales no se observo tincidn para este receptor. De FasL se
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mostrd una discreta expresion en la membrana celular del epitelio columnar
(B).

Para los casos de displasia, se observdo la expresion de Fas casi
exclusivamente en la membrana de las células del epitelio plano y muy
discretamente tuvo expresion en el citoplasma celular (C). De FasL se
encontro expresidon muy leve, principalmente en el citoplasma celular y
discretamente en la membrana de las células del epitelio plano (D).

En los casos de CACU se mostro la expresion de Fas muy intensa en la
membrana y en el citoplasma de las células del epitelio plano (E). De manera

interesante en algunas muestras este grupo no se expreso FasL (F).

Los resultados de la deteccion de la forma activa de la caspasa 3 se
muestran en la Figura 3. En los casos de cervicitis (A), caspasa-3 activa se
encontro claramente expresada en el citoplasma de las células del epitelio
plano, mientras que en displasia (B) se encontré una moderada expresion en
el citoplasma celular y en CACU (C) se observé expresion de esta proteina

s6lo en algunas de las muestras analizadas.

Analisis morfométrico de los hallazgos inmunohistoquimicos.

La determinacion del numero de células positivas a cada uno de los
anticuerpos y la densidad de la expresion en ellas mostré los siguientes
datos: las figuras 4A y 4B grafican los resultados del numero de células
positivas y la densidad en ellas respectivamente, para la proteina CD1a;
aunque los datos en la primera no muestran diferencias significativas entre el
grupo de CACU y los demas grupos, si es clara la diferencia (p<0.0001) en la

densidad de la expresidon de esta molécula, mostrada en 4B.

Los resultados en la expresion de L1 muestran las diferencias del niumero de

células positivas en la figura 5A entre CACU vy los otros dos grupos; las
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cuales no fueron estadisticamente significativas. Sin embargo, con respecto

a la densidad de la expresion, la diferencia fue muy clara (p< 0.0001) (5B).

El numero de células positivas para Fas se muestra en la figura 6A, en donde
se presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) cuando
fueron comparados el grupo de CACU con los otros dos grupos; en cambio al
comparar la densidad de la expresion de Fas no hubo diferencias

estadisticamente significativas (figura 6B).

En cuanto a la expresion de FasL en la figura 7 se presenta la diferencia
estadisticamente significativa (p< 0.0001) entre el grupo de CACU vy los
grupos restantes, tanto en numero de células como en intensidad de la
expresion.

La medicion de apoptosis con caspasa-3 activa se muestra en la figura 8. En
donde se observan diferencias significativas tanto en el numero de células
(8A), como en la densidad de la expresion (8B), cuando se compara el grupo

de CACU con displasia y cervicitis (p< 0.05)
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Figura 1
Hallazgos inmunohistoquimicos de CD1a y

CD1a L1

Cervicitis

Displasia

CACU

Positividad a CD1a (a,cy e)y a L1 (b, d y f), marcaje citoplasmico y
membranas. Notese la menor intensidad de la reaccion en CACU.
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Figura 2
Hallazgos inmunohistoquimicos de Fas y FasL

Fas FasL

Cervicitis

Displasia

CACU

A la izquierda expresién de Fas en cervicitis, displasia y CACU.A la derecha
expresion de FasL notese la ausencia de expresion de FasL en CACU. (100X).
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Figura 3
Hallazgos inmunohistoquimicos de caspasa 3 activa

Caspasa 3 activa

Cervicitis

Displasia

CACU

Expresion de caspasa-3 activa, muestras positivas de cervicitis y displasia y
negativa de CACU;la positividad se observa en el citoplasma de las células.
100X.
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Figura 4

Analisis cuantitativo de la expresion
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Numero de células positivas (A) y la densidad de la expresion (B) para CD1a. Cada
punto representa la media del nUmero de células o la densidad de la expresion por 5
campos analizados. Las barras horizontales representan la media de cada grupo.
Se observa una disminucién en el numero de células positivas para CD1a en el
grupo de CACU, no es significativa (p = 0.0880). La disminucién en densidad de la
expresion en el grupo de CACU si es estadisticamente significativa (p= 0.0001).
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Figura 5
Analisis cuantitativo de la expresién de L1
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Numero de células positivas (A) y densidad de la expresién (B) para L1 en las diferentes
patologias del cérvix estudiadas. Cada punto representa la media por 5 campos analizados (x
400 aumentos). Las barras horizontales representan la media de cada grupo. Se observa
disminucion significativa de la densidad de la expresién para L1 en grupo de CACU (p=
0.0001). En cuanto al numero de células positivas no se observan diferencias entre los tres

grupos (p= 0.1494).
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Figura 6
Analisis cuantitativo de la expresién de Fas
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Numero de células positivas (A) y densidad de la expresion (B) para Fas. Cada punto
representa la media por 5 campos analizado (x 400 aumentos). Las barras
horizontales representan la media de cada grupo. Se observa diferencia significativa
en el numero de células positivas en el grupo de CACU (p = 0.0001), pero no en la
densidad de la expresion (p= 0.1064).
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Figura 7
Analisis cuantitativo de la expresién de FasL
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Numero de células positivas (A) y densidad de la expresién (B) para FasL en las
diferentes patologias del cérvix estudiadas. Cada punto representa la media 5
campos analizados (x 400 aumentos). Las barras horizontales representa la media
de cada grupo. Se observa disminucién en el numero de células positivas en el grupo
de CACU (p= 0.0001), como en la densidad de la expresion (p= 0.0014).

53



Figura 8
Analisis cuantitativo de apoptosis
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Numero de células positivas (A) y densidad de la expresion (B) para capasa 3 activa
(apoptosis). Cada punto representa la media por 5 campos analizados (aumentos x
400). Las barras horizontales representa la media de cada grupo. Se observa
disminucion en el numero de células positivas (p = 0.0101) y en la densidad de la
expresion (p= 0.0062) en grupo de CACU.
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DISCUSION.

Comunmente CD1a es utilizado como marcador de células dendriticas
(DC’s), tanto in vivo como in vitro, y es altamente expresado en DC’s
maduras e inmaduras. Aunque no es expresada exclusivamente en estas
celulas, para identificarlas pueden utilizarse dobles marcajes con MHC clase
Il o langerina o tambien por su morfologia clasica. La densidad de ésta
molécula en DC’s en tumores humanos ha sido asociada con mayor
supervivencia y tanto la densidad como la actividad de CD1a en las DC’s se
ha relacionado de manera positiva con mejoria clinica en pacientes con
cancer de tiroides, colon, pulmon, prostata, vejiga, mama y de la cavidad oral
(48). Sin embargo, este es el primer reporte de la expresion de CD1a en
pacientes con CACU, comparado con otras patologias del cérvix. En este
estudio se compard la densidad de la expresion de este marcador de DC’s
en muestras de pacientes con CACU y con cervicitis y displasia, con la

finalidad de establecer si existe asociacion con la malignidad de la lesién.

Los resultados muestraron que existe relacion entre la malignidad y
disminucion de la densidad de la expresion de CD1a en CD’s (figura 1y 4).
Al respecto como ya se mencio existen reportes de una asociacion directa
entre la densidad de CD1a en CD’s y la sobrevida y la mejoria clinica de
pacientes con diferentes tipos de cancer. Por ejemplo en pacientes con
cancer de ovario se encontr6 relacion directa con mejor evolucion clinica y la
densidad alta de CD1a en pacientes que también coincide con una evolucion
favorable (58). En caso de carcinoma de células escamosa de la lengua se
encontré una asociacidn directa con la mejoria general y sobrevida sin
enfermedad (59). Sin embargo, en cancer de mama no se encontrd

asociacion significativa de sobrevida post-cirugia a 5 afios (60).
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Es importante senalar que en el presente estudio los resultados del ananlisis
estadistico de la expresion de CD1a no muestra diferencias significativas en
el numero de células positivas para CD1a con caracteristicas de DC’s, entre
los grupos de CACU, displasia y cervicitis, en tanto que si existe disminucién
significativa de la densidad de la expresion de esta molécula en el grupo de
CACU , en relacién con los otros dos grupos. (figura 1y figura 4B). Lo cual
sugiere una disminucion de respuesta inmunitaria del huésped, ya que la
funcién de CD1a es presentar antigenos no proteico a los linfocitos T o
células NK. Asi, la disminuciéon de la expresion de esta proteina en las DC’s
puede limitar el reconocimiento del antigeno y por lo tanto la activacion de
dichas células, las cuales participan de manera muy importante en la
eliminacién de células tumorales (61). Aunque no esta claro el mecanismo de
disminuciéon de la expresion de CD1a en las DC’s en los tumores, se sabe
que las citocina, los gangliosidos y otros factores del microambiente pueden
inducirla. En estudios donde utilizaron células tumorales de melanoma, colon
y mama, se logro inhibir la expresion de CD1a, agregando sobrenadantes

derivados de cultivos de células tumorales (62).

La busqueda de la expresion de proteina L1 en este estudio, se utilizé6 como
un indicador de la infeccion por VPH que ha sido ampliamente utilizado por
otros autores (63). El anticuerpo empleado reconoce la proteina L1 del VPH-
16 y tal vez del VPH-33, pero no reconoce otro subtipo, lo que permitiria
ademas de detectar la infeccion por el VPH, determina el subtipo mas comun
en la poblacion estudiada. Como muestran los resultados, la mayoria de las
muestras (mas del 85%) fue positiva al anticuerpo L1 de VPH-16 (figura 1y
figura 8), lo que es consistente con los reportado por otros autores (66). En
los resultados de la expresion de L1 existe otro hallazgo interesante: el
numero de células positivas no es significativamente diferente entre los tres
grupos estudiados (figura 8A). Sin embargo, la densidad de la expresion de

L1 si fue significativamente menor en CACU (figura 8B). Esto es consistente
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con el hecho de que cuando el VPH se integra al genoma de la célula
huésped, como un mecanismo que la transforma en maligna, no se requiere
de la formacion de mas viriones, por lo que se dejan de expresar proteinas
de la capside viral entre otras (11;28). La leve presencia de L1 que se
encuentra en la muestras de CACU, sugiere que se deba a residuos de esta

proteina que fueron expresados antes de la integracion del virus al genoma.

Por otro lado, en el presentese trabajo se estudio la expresion de proteinas
relacionadas con la via extrinseca de la apoptosis (Fas y FasL) y de caspas-
3 activa como marcador la induccion de apoptosis. El propésito fué investigar
la relacion entre el tipo de lesion del cérvix y la apoptosis, que pudiera

utilizarse como marcador de prondstico para CACU.

Al respecto, se sabe que la inhibicion de la apoptosis es uno de los
principales mecanismos por los que las células normales se trasforman en
tumorales. Una de las principales vias de induccion de apoptosis es la
extrinseca (tipo 1), en la cual participan receptores de membrana (receptores
de muerte), como Fas, TNFa y DR8/DR4. Cuando sus respectivos ligados
(ligandos de muerte) FasL, RTNF1/2 o TRAIL se unen a dichos receptores,
se inicia el proceso de apoptosis mediante este via debido a la subsecuente
formacion del complejo de muerte, la activacién de la cascada de caspasas
y la degradacion del ADN. Fas y su ligando son de suma importancia en la
induccidn de la apoptosis de células que participan en la respuesta
inmunitaria. Por lo que, en este trabajo se estudio la expresion de estas dos
moléculas en cervicitis, displasia y CACU; y también la asociacion de dichas
moléculas con la malignidad. Los resultados muestraron que existen
diferencias significativas entre CACU vy las otras dos patologias. El numero
de células positivas para Fas (Figura 6A) es menor en CACU. Sin embargo,

la densidad de la expresion no es significativamente diferente (figura 6B).
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Para FasL se observéo una marcada inhibicion en el numero de células
positivas y la densidad de la expresion en el grupo de CACU (figura 7A 'y 7B).
Recientes estudios donde utilizan lineas celulares positivas a VPH de alto
riesgo, han demostrado que existe una correlacién directa entre la expresion
de Fas y la sensibilidad a la apoptosis mediada por Fas-FasL (65). Por otro
lado se ha demostrado que la proteina ES del VPH-16 induce una inhibicion
de la apoptosis mediada por FasL (66). En otro estudio, se demostré que la
proteina E6 del VPH-16 se une al dominio de muerte e induce su
degradacion, lo cual inhibe la apoptosis mediada por Fas (67). Sin embargo,
no se encontro en la literatura reporte acerca de la inhibicion de la expresion
de FasL, pero resulta l6gico pensar que alguna proteina de VPH induzca la
inhibicion de la expresion de FasL como un mecanismo mas para evadir de
la apoptosis. Lo cual es consistente con los resultados de la medicion de
apoptosis mediante la deteccion de caspasa-3 activa, donde se muestra que
la apoptosis esta disminuida de manera significativa en CACU, cuando se
compara con cervicitis y displasia (figura 8). Lo cual indica nuevamente que
el VPH evade los mecanismos de apoptosis y esto esta relacionado

directamente con su potencial oncogénico.

La presencia de disminucién en la expresion de la molécula marcadora de
células dendriticas en los casos de malignidad corresponde a la media del
grupo estudiado, pero en algunos casos la expresiéon fue nula, variacion que
sugiere que exista relacion entre esa expresion y la evolucion de la
enfermedad como en los reportes de otros canceres (58,59). En los casos
estudiados aqui, debera investigarse la evolucion clinica y sobrevida de cada
paciente, para establecer una relacion que permita utilizar esta estrategia,
como medio prondstico o de monitoreo en el manejo de enfermos con este
tipo de cancer. Por otro lado, el hallazgo de disminuciéon en los marcadores
de apoptosis detectados, paralela con el de actividad de células dendriticas,

plantea la duda sobre si la disminucion de la respuesta inmunitaria
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consecuencia de esa disminucién y de la apoptosis, consecuencia de la
pérdida de controles que mantienen la homeostasis, tienen relacion en sus
mecanismos de aparicibn y evolucidn, o0 suceden como procesos

independientes y simplemente coincidentes.
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CONCLUSIONES.

-Los resultados obtenidos apoyan la hipétesis de la existencia de diferencias
en la expresion de las moléculas detectadas, en los casos de lesiones

benignas y malignas del cuello uterino.

-Las diferencias se manifiestan en todos los casos, en la densidad de las
moléculas en cada célula, aunque no en todos los casos, en el numero de

células positivas para cada proteina.

-Las moléculas marcadoras de células dendriticas, del proceso de apoptosis
y de la presencia de VPH mostraron disminucién en su expresion en los
casos de CACU

-Los datos apoyan la inhibicion de la respuesta inmunitaria, el bloqueo del
proceso de apoptosis y la integracion del genoma viral al celular, en los
casos de CACU.

- La infeccién por VPH del tipo 16 (tal vez tipo 33) esta presente en lesiones

benignas y malignas. En la muestra estudiada alcanzé el 85% de positividad

para este tipo de VPH de todos los casos.
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PERSPECTIVAS.

- Realizar estudio prospectivo sobre la evolucién clinica de las lesiones de
cuello uterino, para establecer o desechar la calidad de elementos de
diagndstico y prondstico, de la disminucién de las moléculas marcadoras

detectadas.
- Ampliar la muestra de deteccion las moléculas estudiadas utilizando
tecnologia de microarreglo de tejidos para disminuir variables y establecer

parametros de prondstico y diagnéstico de CACU..

- Realizar la busqueda de otros marcadores de apoptosis mediante la

técnica de microarreglo de tejidos.

- Realizar estudios de RT-PCR para la identificacién de VPH-16, VHP-18

y VPH-31 y determinar su frecuencia.
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APENDICES
Apendice No. 1
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Apendice No.2

Cobertura de deteccion del Cancer
Cérvico Uterino. IMSS 1976- 2004
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