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RESUMEN

Las infecciones por virus de papiloma humano (VPH) influyen en la expresion de proteinas
del ciclo celular y producen alteraciones en el epitelio cervical que promueven el desarrollo
de la neoplasia intraepitelial cervical (NIC); los genotipos de VPH se agrupan en VPH de
bajo o de alto riesgo oncogénico. Las oncoproteinas virales E6 y E7 de los VPH de alto
riesgo (16 y 18), se unen a varios reguladores del ciclo celular, por lo tanto estan
relacionadas con lesiones de alto grado y cancer de cuello uterino. El objetivo de este
trabajo fue evaluar 36 biopsias de cuello uterino mediante inmunohistoquimica y medir la
expresion de los marcadores celulares siguientes: Antigeno Nuclear de Proliferacion
Celular (PCNA), la proteina de adhesion celular Cadherina E que se inactiva en los
momentos iniciales de invasion y metastasis, la expresion de la proteina p16-INK4 que es
un inhibidor de las ciclinas que participa en el punto de control G1 del ciclo celular en
lesiones de cuello uterino. Los resultados obtenidos indicaron que en todas las muestras
evaluadas se obtuvo un incremento en la expresion de P16INK4a (95,86%) y de PCNA
(92,27%) en zonas con lesion comparado con zonas sin lesién y una disminucion en la
expresion de cadherina E (18,94%) en zonas con lesion. En conclusion, el marcador celular
pl6INK4a (P<0,0033) mostrdé un mejor comportamiento predictivo de la evolucion de las
lesiones que PCNA y Cadherina E.

Palabras Clave: Virus del Papiloma Humano, Lesiones del Cuello Uterino,
Inmunohistoquimica, Infecciones de Transmision Sexual

SUMMARY

Infections human papillomavirus (HPV) influence the expression of cell cycle proteins and
produce changes in the cervical epithelium that promote the development of cervical
intraepithelial neoplasia (CIN); HPV genotypes are grouped into HPV low risk or high-
oncogenic. Viral oncoproteins E6 and E7 of high-risk HPV (16 and 18), bind to various cell
cycle regulators, therefore they are related to high-grade lesions and cervical cancer. The
aim of this study was to evaluate 36 cervical biopsies by immunohistochemistry and
measuring the expression of the following cellular markers: Nuclear Antigen Cell
Proliferation (PCNA), the cell adhesion protein E-cadherin is inactivated in the initial
moments of invasion and metastasis, p16 expression-INK4 protein is a cyclin inhibitor
involved in the G1 checkpoint in the cell cycle cervical lesions. The results showed that in
all samples tested increased the expression of p16INK4a (95.86%) and PCNA (92.27%) in
lesion areas compared to areas without injury and a decrease in expression was obtained E-
cadherin (18.94%) in areas with injury. In conclusion, the pl6INK4a cell marker (P
<0.0033) showed a better predictive performance of the evolution of lesions PCNA and E-
cadherin.

Key words: Human Papilloma Virus, Cervical lesions, Immunohistochemistry, sexually
transmitted infections.



INTRODUCCION

El Ciclo de vida del VPH sigue el programa de diferenciacion de la célula hospedadora, el
queratinocito. Los tipos de VPH de “bajo riesgo” como ¢l 6 y 11 forman viriones y tienden
por lo general a desaparecer espontaneamente, mientras que los de “alto riesgo” como el 16
y 18 son persistentes se integran al genoma celular y transformar la célula (1). La
transmision de los virus papiloma humanos es facilitada por superficies epiteliales
escoriadas o ablandadas. Las infecciones anogenitales son trasmitida principalmente por
contacto sexual (1,2).

Las infecciones por el virus de papiloma humano (VPH) afectan la expresion de proteinas
del ciclo celular, produciendo alteraciones en el epitelio cervical que promueven el
desarrollo de la neoplasia intraepitelial cervical (“NIC I’ cuando son lesiones de bajo grado
y “NIC II y NIC III” cuando son de alto grado), ya que las oncoproteinas propias del VPH
interactGan con las proteinas que controlan la funcion del ciclo celular, entre las cuales
estan, la p53, p16 INK4a, PCNA (antigeno nuclear de proliferacion celular) y Cadherina E

3).

Un evento importante en la transformacion de la célula, es la integracion del ADN viral en
el ADN del hospedador ocasiona NIC de alto grado y carcinoma. Esta integracion viral en
el genoma del hospedador se asocia con la rotura del codigo de lectura abierta y pérdida de
funcion de E2, que fisiologicamente regula E6 y E7, lo que desencadena una proliferacién
celular sin control, ya que la proteina E6 acelera la degradacion de p53, mientras que E7
interfiere la via de p16 INK4a/CDk4/ciclinaD1/pRb (4).

La union especifica de la proteina p16 INK4a con las quinasas dependientes de ciclina
CDK4 y CDKS®, inhibe la actividad de fosforilacion de los complejos CDK-ciclina D1 a
través del complejo de proteina nuclear Rb/E2F. La via de la ciclina D/CDK4,6/p16
INK4a/Rb/E2F desempefia una funcion fundamental en el control del crecimiento celular a
través de la integracién con multiples estimulos mitogénicos y no mitogénicos (5,6).

El diagnostico de NIC depende de la identificacién de caracteristicas morfoldgicas bien
descritas en la biopsia cervical. Sin embargo, constantemente se ha demostrado que el
diagnostico histoldgico de NIC es afectado por proporciones significativas de decisiones
entre los patologos. En afios recientes se ha demostrado exitosamente que p16INK4a es un
marcador sensible especifico de carcinomas y lesiones NIC asociadas a VPH, por lo tanto
se ha sugerido que la tincion para este biomarcador pudiera ayudar a identificar mas
precisamente lesiones NIC en secciones de tejido y por consiguiente reducir variaciones en
la interpretacion de lesiones cervicales (7, 8).



El antigeno nuclear de proliferacion celular PCNA es una proteina multifuncional de 36
kDa, que se relaciona con la proliferacion celular, resaltando especificamente las células
con una activa replicacion del ADN y es usado universalmente para evaluar la proliferacion
celular mediante inmunohistoquimica, sin embargo no distingue entre células displasicas o
malignas en proliferacion de las células normales que estan proliferando (9). Desde hace
varios afos se ha examinado la actividad proliferativa de la displasia y del carcinoma “in
situ” (CIS) en el cuello uterino mediante inmunotincion de PCNA vy tincion de la region
organizadora nucleolar argirofilica de union a plata (AgNOR) y se demostré una diferencia
significativa en el indice de marcaje de la inmunotincion de PCNA obtenida de las células
displéasicas en cada categoria histopatoldgica entre la displasia severa y CIS. No obstante,
el indice de PCNA parecia ser un medio Util de evaluar actividad proliferativa en displasia
y CIS y especialmente en distinguir CIS de displasia severa. Adicionalmente, el indice de
presencia del PCNA sugiere una considerable alteracion del comportamiento biolégico que
involucra cambios genéticos que ocurren durante la progresion de la carcinogénesis que va
desde de una displasia severa a CIS (10).

Las cadherinas son glicoproteinas transmembranas que facilitan la adhesion intercelular por
mecanismos dependientes de calcio. La cadherina E es la mas abundante y su dominio
citoplasmatico se conecta al citoesqueleto por medio de las cateninas (4). Las moléculas
adyacentes de cadherina E mantienen las células juntas; ademas la cadherina E puede
transmitir sefiales anti crecimiento por secuestro de catenina-f. La cadherina E tiene un
peso molecular de 120 kDa; es la cadherina mas importante en los epitelios y hay
evidencias de que la inactivacion del complejo de adhesion cadherina-catenina desempefia
una funcion en los pasos iniciales de invasion y metéstasis (11).

En este trabajo se evalué mediante la técnica de inmunohistoquimica la expresion de los
marcadores moleculares de proliferacion celular (PCNA), de adhesion celular (Cadherina
E) y de supresion celular (p16 INK4a). De manera de establecer el mejor marcador
predictivo en la progresion a cancer, en pacientes con lesiones malignas y pre-malignas
producidas por la infeccidon con el VPH, en biopsias de cuello uterino. Ademas se analizo la
probable relacion existente entre la infeccién por los distintos tipos de VPH, el grado de
lesion y los niveles de expresion de las 3 proteinas.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de las muestras.

Se estudiaron 36 muestras obtenidas de lesiones de cuello uterino de pacientes con bajo y
alto grado histolégico uterino con edades comprendidas entre los 18 afios y los 62 afios de
esdad, se tomaron dos muestras: una de raspado de células epiteliales cervicales para el
diagnostico molecular y tipificacion mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y wuna biopsia de tejido para realizar las coloraciones con
hematoxilina/eosina y hacer su clasificacion histologica correspondiente. Estas muestras



procedian de los siguientes hospitales Venezolanos: Hospital Dr. Domingo Luciani (El
Llanito, Petare), Hospital Dr. Miguel Pérez Carrefio (EI Pescozon, Caracas) y Hospital
Oncoldgico padre Machado (EI Cementerio, Caracas). Todas las pacientes cuyas biopsias
fueron incluidas en este estudio, previamente habian firmado un consentimiento informado
en el cual se especificaba la utilizacion de dichas muestras con fines de investigacion.

Clasificacion de las muestras segun el grado histologico de la lesion.

La clasificacion del grado de la lesion histoldgica en Neoplasia Intraepitelial Cervical
(NIC) se realizd en base a las alteraciones del patrén celular observado en el epitelio
cervical mediante la coloracion con hematoxilina/eosina (H/E). Segun el autor Richart,
(12) esta va de lesiones NIC primarias (NIC | o leve) de bajo grado, a alteraciones graves
que definen las lesiones NIC Il y NIC Il ( displasia moderada y severa) o de alto
grado y carcinoma microinvasivo (CMI) (13). Se trabajé con cortes de 0,4 um en las
muestras de biopsias fijadas en formol al 10% embebidas en parafina y coloreado con
hematoxilina/eosina. Como controles negativos (es decir, de tejidos sanos o “normales”) se
consideraron las porciones sin lesion en los cortes de tejido epitelial cervicouterino. Como
controles positivos se incluyeron en los ensayos cortes de biopsias con lesion de alto grado
con fuerte reactividad positiva.

Deteccion molecular y Tipificacion del VPH.

Para extraer el ADN viral del VPH se utilizé las muestra de raspados cervicales usando el
mini estuche en columna de QIAamp DNA Kits (QIAGEN, Hilden, Alemania) segun las
instrucciones del fabricante. Una vez obtenido el ADN se procedi6 a realizar la primera
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar el VPH. Para ello se utiliz6 los
cebadores consenso My09/My11 de la region L1 del virus y como control interno un gen
constitutivo la beta-globina con los cebadores HMBBO01, PC04 y GH20 (4). La PCR fue
realizada a un volumen final 50 pl que contenia una mezcla de 50 mM, KCI, 10 mM Tris-
HCI (pH 8.5), 6 mM de MgCl2, 200 uM de cada desoxinucleotido trifosfato (ANTP), 5 U
de AmpliTaq Gold DNA polimerasa (PE Applied Biosystems, Weiterstadt, Germany) y 50
pmol de cada cebador. La amplificacion se realizé en un termociclador Perkin Elmer 9400
con las siguientes condiciones 94°C por 10 minutos seguido de 40 ciclos de 1 minito
desnaturalizacion a 94°C, 1 minuto de alineacion a 55%C, 1 minuto de extension a 72°C y
una extension final de 7 minuto a 72°C.

La tipificacion del VPH consistié en una PCR multiplex anidada de 2 rondas programada
en un termociclador convencional TC-3000X, en la primera se amplifica la region E6/E7
lo que facilitara y mejoraré los resultados de la segunda ronda, en ésta ronda son utilizados
varios sets de Cebadores los cuales permiten la tipificacion de 19 genotipos, esta
metodologia no solo logra determinar el genotipo de VPH presente también se puede
conocer si el paciente posee infeccion por multiples VPH (coinfeccién) (14, 15, 16, 17).
Los productos de las reacciones de todas las PCRs fueron identificados por su tamafio



mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% tefiido con Bromuro de etidio. Como
controles positivos se usaron plasmidos con el ADN viral, muestras clinicas que contenian
VPH-16, 33, 35, 68 y como controles negativos las mismas reacciones de PCR pero sin
ADN.

Técnica inmunohistoquimica para evaluar expresion de pl6INK4a, PCNA vy
cadherina E.

Los marcadores celulares se ensayaron para cada biopsia de paciente con los cortes de 0,4
micras colocados en ldminas portaobjeto sensibilizadas con polilisina L. Los cortes se
incubaron en una estufa a 60 °C por 45 minutos a 37°C. Luego para desparafinar e hidratar
el tejido, fueron sumergidas en xilol y 4 con alcohol isopropilico (grado técnico, 70%, 50%
y 30%), dejandose lavar en agua corriente por 10 minutos. La recuperacion antigenica se
llevé a cabo en una vaporera (Oster®) a una temperatura de aproximadamente 100 °C
durante 30 minutos. Se dejé enfriar y se lavaron las ldminas sumergiéndolas en agua
destilada por 5 minutos. Para el bloqueo de las peroxidasas enddgenas se cubrieron los
cortes con solucion al 3% de perdxido de hidrégeno y se incubaron por 30 minutos. Luego
se lavaron los cortes con buffer TBST (Tris Base, cloruro de Sodio y Tween 20). Se
cubrieron los cortes con 200 pl del anticuerpo monoclonal primario de ratdn anti proteina
humana, marcador celular (Dako Cytomation, Denmark), se prepar6 segun especificaciones
del fabricante, usandose el diluente recomendado (antibody diluente DAKO, S3022). Se
emplearon las siguientes diluciones: PCNA, 1/200 (Dako Cytomation, Denmark);
cadherina E, 1/50 (Dako Cytomation, Denmark) y p16 INK4a, 1/200 (Dako Cytomation,
Denmark). Se incubo durante 16 horas. Para el anticuerpo secundario: se utilizo el sistema
EnVision de DAKO (Dual Link System peroxidase, ref K4061). Se incubaron las Iaminas
2 horas en camara humeda y protegido de la luz. Se lavaron los cortes tres veces con
buffer TBST. EIl cromogeno se prepar6d segun las instrucciones del fabricante, se usé el
sistema UltraVision Plus Detection System Thermo Scientific TA-060-HDX, 20 pl de
Diaminobencidina (DAB) mas 1 ml del substrato. Se coloc6 30 pl y se dejo incubar por 10
minutos. Luego se coloco el cubreobjetos con medio permanente (Merckoglas; flussiges
Deckglas fir die Mikroskopie); y por ultimo estas laminas fueron observadas al
microscopio optico. Para cada marcador fueron utilizadas 3 cortes de cada biopsia por lo
consiguiente 3 laminas por paciente. Se usaron como controles negativos, cortes sometidos
al mismo procedimiento pero en lugar del anticuerpo monoclonal antimarcador a evaluar,
se usO un anticuerpo monoclonal primario anti — neurofisina relacionada a la oxitocina
de rata.



Patrones de tincion caracteristicos.

Para la evaluacion de la expresion de los marcadores celulares ensayados, se tomaron
en consideracion las siguientes caracteristicas. Para PCNA; tincion nuclear nitida de
color marron. La cadherina E; tincion dorada, nitida e intensa en la membrana celular y
para p16 INK4a; color marron castafio en el nlcleo y en el citoplasma. La interpretacion de
los resultados se hizo mediante evaluacion semicuantitativa segun el método descrito
por Mirhashemi (18) que mide la intensidad de la tincion, estimando una evaluacion
semicuantitativa, del porcentaje (%) de células positivas. Para ello se realizo el contaje a
una resolucion de 400X de las células dianas en 4 campos escogidos al azar. La intensidad
de la reaccion se evalué considerando el patron de tincion para cada marcador
mediante cruces como se indica a continuacion: +, reaccion débil; ++, reaccion
moderada y +++, reaccidon intensa (evaluacion cualitativa). Se evalud la expresion de
los marcadores celulares en zonas de tejido con lesion y en zonas de tejido sin
lesion.

Analisis estadistico

Se realizd el andlisis estadistico de los datos mediante el conteo y los porcentajes
obtenidos para cada marcador celular, calculando la media y la varianza para cada
grupo NIC segin el grado histolégico de la lesion, tanto para zonas de tejido con
lesion como para zonas de tejido sin lesion. Ademas, se estimo si habia o no habia
asociacion entre los marcadores celulares evaluados para lo cual se aplico el método
estadistico de correlacion, en el cual se calculd6 un coeficiente de correlacion “r”
que representa una medida del grado de asociacion de dos variables; en este
estudio su valor nos indicara si existe 0 no existe una estrecha relacion entre dos
marcadores celulares.

RESULTADOS Y DISCUSION

La clasificacion de las lesiones de NIC en el epitelio de cuello uterino de las
pacientes incluidas en este estudio se realizd en base a las alteraciones observadas
en el epitelio cervical, reveladas mediante la coloracion con hematoxilina — eosina
de cortes de biopsias tomadas con microscopio Olympus | X 50 a un aumento total de
100X y 200X (Figura 1). Se observa un halo claro perinuclear de nucleos
hipercroméaticos agrandados y aumento del numero de células en los diferentes
tejidos esto concuerda con la descripcion de Richard (12) de las lesiones de alto
grado (NIC Il 'y NIC HI) quien reportd que a medida que el grado de apifiamiento
nuclear incrementa, se encuentra una disminucion concomitante en el numero de
células binucleadas y gigantes, con un incremento uniforme a medida que las células
monomorficas de las zonas epiteliales mas profundas comienzan a aparecer en la
superficie (13).



Figura 1. Cortes de epitelio de Cuello Uterino (coloraciéon con Hematoxilina - Eosina). Grados de lesién
segln clasificacion histologica, A-B: Neoplasia Intraepitelial Cervical grado I, C-D: Neoplasia
Intraepitelial Cervical grado 11, E-F: Neoplasia Intraepitelial Cervical grado Il y G-F: Carcinoma
Microinvasivo.




Tabla N° 1. Frecuencia de las lesiones cervicales con respecto a las infecciones por los
genotipos de VPH.

Frecuencia*

Grado de lesion Total VPH + Casos Unico genotipo de VPH | Multiple genotipo de VPH
Sin lesién 3(8,3) 3(8,3) 0 (0)

NIC I 15 (41,6) 13 (36,1) 2(5,5)

NIC I 5(13,8) 3(8,3) 2 (5,5)

NIC Il 7 (19,4) 3(8,3) 4(11,1)
Carcinoma Invasivo 6 (16,6) 6 (16,6) 0(0)

Total Muestras 36 (100) 28 (77,7) 8(22,2)

*NUmero de casos y porcentajes del total de 36 muestras analizadas.

En lo concerniente a la infecciéon por VPH, de estas pacientes (Tabla N° 1), se encontrd
que en aquellas con lesiones de cérvix de bajo grado (NIC 1) se detecto la presencia de los
genotipos de VPH de bajo riesgo oncogénico 43 como infeccién Unica (IU) y como
infeccion maltiple (IM) los genotipos 6/11 y 6/11/44 respectivamente; también en NIC | se
detecto la presencia de los genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico 68, 18, 16 como
infeccion dnica (IU) y como infeccion mdaltiple (IM), 6/11/35/66, es decir, mezclados
con 6/11 que son de bajo riesgo. Esto coincide con los resultados de Graterol (19),
quienes encontraron que en lesiones de bajo grado los genotipos 6/11 conjuntamente
con VPH 16; Garcia (20), también detecto en NIC I los genotipos 11,30, 6 y 43, y
los genotipos 16 y 18 que son de alto riesgo. Mendoza (21), detecto los genotipos
58/42 en lesiones de bajo grado. Como infeccion mudltiple (IM), en otras dos
pacientes se detectaron los genotipos 51/59 y 58/68 de alto riesgo oncogeénico. Al
respecto, es oportuno sefialar que Graterol (19), también detecto en lesiones de alto
grado el genotipo 6 de VPH acompafiado de VPH 16. Por otra parte, Garcia (22)
detecto en lesiones NIC I, los genotipos 16, 18, 31, 45, 51, y 52 que son de alto riesgo
oncogeénico. Mendoza (21) detecto el genotipo 31 de VPH en lesiones de alto grado;
Lopez (23), también lo detecto en lesiones cervicales de alto grado los genotipos
de VPH 16,51y 58 entre otros de alto riesgo oncogénico. En las siete pacientes
con lesiones cervicales severas (NIC IllI) se detectaron genotipos de VPH de alto
riesgo oncogenico, bien sea como infeccion unica (IU) o combinados (IM),
incluyendose genotipos de alto riesgo con genotipos de bajo riesgo oncogénico.
Como infeccién Unica se detectd6 en una paciente el genotipo 52. Los otros
genotipos de VPH de alto riesgo detectados fueron 16/66/68, 35/66, 51/58 vy
16/68/6/11 (6 y 11 de bajo riesgo). Garcia (20) reportaron presencia en lesiones
cervicales NIC Il de los genotipos de VPH (separados o combinados) 16, 18 ,31,
45,51 y 52. Lopez (23) reportaron como infeccion madltiple (IM) en lesiones de alto
grado, presencia de los genotipos de VPH 18/51, 16/31, 45/35y 11/58. Se observa
la coincidencia con este trabajo de la presencia de los genotipos 16, 35,51y 58.



Con respecto a las pacientes con carcinoma invasor, en este estudio se encontrd en
una paciente, como infeccién anica (IU), el genotipo 59 de VPH,y en otras cuatro
pacientes se detectd el genotipo de VPH 16 que son genotipos de alto riesgo
oncogénico. Entre los hallazgos de esta investigacion, destaca la presencia del genotipo
de VPH 16 detectado como el tipo mas frecuente en lesiones de alto grado, lo cual
coincide con los reportes de otros investigadores, entre los cuales se pueden citar
los trabajos de Graterol (19), Garcia (20), Mendoza (21) y Lopez (23).

Estas observaciones corroboran las evidencias aportadas por distintos investigadores
respecto a la contribucion de las infecciones por genotipos de VPH de alto riesgo
al desarrollo del céncer cervicouterino como consecuencia de su capacidad para
integrarse en el genoma de las células hospedadoras y de poder asi interferir con
los mecanismos de control del ciclo celular.

Respecto a los resultados de la evaluacion de los marcadores celulares en epitelio
de cuello uterino (Tabla N° 2), esta se realiz6 mediante el contaje celular (media de cuatro
campos en porcentaje) para la expresion de los marcadores celulares PCNA, cadherina
E y pl6INK4a, se hizo un analisis estadistico de los datos de porcentaje obtenidos para
cada marcador celular, calculando la media y la varianza para cada grupo NIC segun el
grado histologico de la lesidn, tanto para zonas de tejido con lesion como para zonas de
tejido sin lesion. Luego se hizo la comparacion de medias de distribucion t de Student al
nivel de significacion aceptable de 0,05 con una probabilidad p de error al rechazar la
hipotesis nula < 0,05 (d6cima unilateral) o p < 0,025 (décima bilateral) para lo cual fue
necesario calcular los grados de libertad.

Para cada grupo histoldgico con lesion se comparé su media con la media del grado
histolégico inmediato inferior (o superior) para inferir si habia o no diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de esos grados histoldgicos de la lesidn en
base a la probabilidad “p” del error al rechazar la hipotesis nula, obtenida de tablas
mediante un valor t observado (calculado) y un valor t critico tabulado dependiendo de los
grados de libertad para las variables consideradas.

Ademas, se estimo si habia o no habia asociacion entre los marcadores celulares evaluados
para lo cual se aplicé el método de correlacion, en el cual se calcula un coeficiente R? de
correlacion que representa una medida del grado de asociacién de dos variables; en este
estudio su valor nos indicaria si existe 0 no existe una estrecha relacion entre dos
marcadores celulares.

Se observd que en todas estas pacientes habia un incremento en la expresion de
PCNA y de pl6INK4a en zonas con lesion comparado con zonas sin lesion. En la
figura 2 A-H se observa las iméagenes de inmunotincion para PCNA en los diferentes
grados de lesiones donde hay un incremento progresivo de la tincion a medida que la
lesiones es de mayor grado. Algunos trabajos han reportado que el porcentaje PCNA
positivo de células bésales epiteliales cervicales, era igual o menor al 16 % en
todos los casos de epitelio escamoso normal, atréfico o metaplasico e igual o
mayor al 18 % en todos los casos con displasia moderada o severa, y que la



evaluacion del porcentaje de células con tincién para PCNA podia distinguir todos
los casos de displasia severa y moderada, y la mayoria de casos con condiloma
de epitelio escamoso normales, atréficos o metaplasicos (24). Por otra parte, también
se ha reportado expresion PCNA negativo en cérvix normal o con inflamacién y una
expresion de PCNA incrementada en 63,2 % de lesiones NIC y en 100 % de
cancer de celulas escamosas (p < 0,01, y p < 0,05 respectivamente) (25).
Actualmente se sabe que la proteina E7 de VPH puede unirse a la proteina del
retinoblastoma (Rb) alterando su funcién y a las de ciclinas activandolas; ya que
PCNA es una ciclina, el incremento en las lesiones de la expresion de PCNA
sugiere un efecto promotor de lesion y de progresion hacia el cancer cervical (26).
Los resultados de la evaluacion de cadherinaE en las lesiones del cuello uterino
(Tabla N° 2), indicaron que su expresion disminuia en las lesiones respecto a zonas
sin lesiones. En la figura 2 I-P se observa las imagenes de la inmunohistoquimica con
cadhrerina E en los distintos grados de lesion y a diferencia del otro marcador el PCNA este
disminuye su tincion a medida que la lesién aumenta su grado. Como ya se ha descrito,
la disminucién de cadherina E es marcada en lesiones NIC Il y su expresion es
minima en el epitelio de cuello uterino con carcinoma invasor, debido, en
principio, a que la funcién de la cadherina E se pierde en todos los canceres
epiteliales por inactivacion mutacional de los genes de cadherina E, por activacion
de los genes de catenina B o por expresion incontrolada de algunos factores de
transcripcion de los oncogenes SNAIL y TWIST, que codifican unos factores de
transcripcion cuya funcidon principal es favorecer un  proceso denominado
“transicion epitelio — mesenquima”. En esta transicion, las células carcinomatosas o
alteradas en el epitelio cervical, suprimen la expresion de cadherina E (26).

Los resultados obtenidos para cadherina E en este trabajo concuerdan con los
hallazgos de otros investigadores (11) quienes reportaron un descenso en la
expresion de cadherina E (menor o igual a 50 % de células positivas) en cancer de
celulas escamosas cervicales.



Tabla N°2. Resultados de la evaluacion de los marcadores celulares en epitelio de
cuello uterino.

INMUNOTINCION PARA PCNA (% de células)

Comparacion de medias en
distribucion t de Student

Media Varianza (nivel de significacion
0,05)
Lesion Con Lesién Sin Lesidn Con Lesiédn | Sin Lesidn Con Lesién p
NICI 74,26 18,27 461,03 105,52 NIC II- NIC | <0,0033
NICII 91,09 15,89 28,06 34,79 NIC Il =NIC I >0,4173
NIC III 92,27 9,13 117,91 156,39 Ca-lnv—=NIC I >0,1747
Ca-Inv 83,40 13,10 262,00 69,73
INMUNOTINCION PARA CADHERINA E (% de células)
Lesion Con Lesién Sin Lesidén Con Lesién | Sin Lesidn Con Lesidn p
NICI 37,68 80,47 592,63 233,03 NIC II- NIC | <0,001809
NICII 16,40 76,30 46,32 215,54 NIC Il =NIC I >0,37963
NIC III 18,94 70,52 264,06 599,36 Ca-lnv—NIC I >0,0776
Ca-Inv 6,43 46,36 61,47 1400,94
INMUNOTINCION PARA p16!Nk4a (% de células)

Lesion | ConLesidon | SinlLesion | Con Lesién [ Sin Lesion Con Lesion p
NICII 61,75 4,89 1104,15 20,50 NIC Il =NIC I >0,05
NIC III 95,86 1,60 32,28 12,87 Ca-Inv—NIC I >0,10
Ca-Inv 99,64 0,65 0,79 1,23

NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical.
Ca-Inv: Carcinoma invasor.
p: probabilidad del error al rechazar la hip6tesis nula.




Los resultados de la evaluacion de la inmunotincion para pl6 INK4a (Tabla N°2)
indicaron que su expresion en zonas con lesidn aumentd progresivamente segun el
grado de la lesion. En lesiones leves o NIC I (figura 2 Q-R,), se observd escaso
marcaje nuclear en zonas con lesion (confinada al estrato basal). En lesiones NIC Il
y NIC Ill se ve un aumento marcadamente progresivo y constante de la tincion en la
diferentes capas del epitelio hasta llegar a carcinoma donde la inmunotinciéon se difundio
en toda la lesion (Figura 2 S-X). Estos resultados concuerdan con los hallazgos de
otros  investigadores (27), quienes reportaron ausencia de inmunotincion para
pl6INK4a en epitelio cervical normal o en lesiones benignas, inmuno reactividad
focal en lesiones NIC | e inmunotincion para pl6 INK4a uniformemente distribuida
en ndcleo y en citoplasma en lesiones NIC II, NIC Il asi como también en
carcinoma invasor de celulas escamosas en cuello uterino. Los resultados
obtenidos en este trabajo para la sobreexpresion de pl6 INK4a en lesiones de
cuello uterino también apoyan los datos de otros trabajos, los cuales sefialan la
existencia de una estrecha asociacion entre la expresion del marcador pl6 INK4a y
la progresion de la neoplasia intraepitelial cervical (18, 24, 27). Adicionalmente,
también se ha encontrado correlacion entre el grado de expresion de pl6 INK4a y
el grado de neoplasia intraepitelial cervical (p <0,001) y entre el grado de expresion
de pl6 INK4a y los genotipos de VPH de alto riesgo (p <0,001) (28).

Se ha determinado que pl16 INK4a es un supresor tumoral y la union de la
proteina E7 de VPH de alto riesgo a pl16 INK4a inactiva su accién inhibidora sobre
las quinasas CDK 4 y 6, las cuales pueden entonces hiperfosforilar la proteina
retinoblastoma (Rb) ocasionando la liberacion de factores transcripcionales E2F de
oncogenes (6, 26).
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Figura 2. Ensayo mediante la técnica de inmnuhistoquimica para PCNA, Cadherina E y p16INK4a. En
las iméagenes de PCNA de la A-H se observa tincién nuclear marrén en las capas basal, parabasal e
intermedia. En las iméagenes de Cadherina E de la I-P se observa una tincién en la membrana celular
dorada en las capas basal, parabasal e intermedia, cuando la lesion fue de mayor grado disminuye la
tincion de cadherina E. Con las imégenes de pl6INK4a de la Q-X se observa una tincién en la
membrana celular dorada intensa en las capas basal, parabasal e intermedia, que va en aumento de
manera considerable a medida que la lesidn se convierte en carcinoma.

En vista de que los resultados de los ensayos realizados que fueron observados con
las muestras de biopsias de este grupo de pacientes mostraban una tendencia hacia el
incremento de la inmunotincién para PCNA y pl6INK4aen las lesiones con respecto




a las zonas de epitelio sin lesion y una pérdida de la inmunoreactividad para cadherina
E en las lesiones alto grado, con los datos obtenidos para estas proteinas se aplico el
método estadistico de correlacion para determinar si habia alguna asociacion
significativa entre la expresion de estos marcadores celulares en las lesiones, para lo cual se
calcul6 el coeficiente de correlacion “r”. Los resultados de la correlaciéon (Tabla N°3)
indicaron ausencia de asociacion entre los marcadores celulares PCNA vy cadherina E
(r = 0,08); ausencia de asociacion entre pl6 INK4a y cadherinaE (r=-0,12) y un
cierto grado de asociacion entre los biomarcadores PCNA y pl6 INK4a (r=0,51).
Esta asociacion podria explicarse en base a las funciones de ambas proteinas, ya
que PCNA es una ciclina y pl16 INK4a es un inhibidor de las quinasas dependientes
de ciclinas CDK 4y 6 como se menciond anteriormente.

Tabla N° 3. Correlacion entre marcadores celulares.

Marcadores celulares Coeficiente r
PCNA — Cadherina E 0,08
p16'NK4 _ Cadherina E -0,12
PCNA — p16/NKéa 0,51

CONCLUSIONES

La evaluacion mediante las técnicas inmunohistoquimicas de la expresion de los
marcadores celulares estudiados en este trabajo (PCNA, cadherina E y p16 INK4a) en los
distintos grados de lesion de cuello uterino en estas pacientes, los resultados apuntan a que
el seguimiento de la evolucion de la lesiéon intraepitelial cervical de estas pacientes
infectadas por VPH, la evaluacion de la expresion del marcador de supresion celular p16
INK4a, seria la més adecuada que la evaluacion de la expresion de PCNA o de cadherina
E, aunque la evaluacién de la expresion de cadherina E seria Gtil en la determinacion
aproximada del grado de avance de la lesion hacia un estado de malignidad o de cancer
invasor.
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