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RESUMEN

El cancer cérvico uterino (CaCU) es un tipo frecuente de cancer entre las mujeres, sobre
todo en paises en vias de desarrollo, como México. Representa un gran reto de salud en
todo el mundo, ya que es la segunda causa de muerte por cancer en la poblacion
femenina. Se conoce que la infeccion por virus del papiloma humano (VPH) es el agente
etiologico necesario, pero no suficiente para el desarrollo de CaCU. La capacidad
transformante de este virus, es responsabilidad de las oncoproteinas E6 y E7, mismas que
son capaces de unirse a numerosas dianas celulares, que controlan importantes procesos

bioldgicos.

Entre los blancos celulares de E6 se encuentran la proteinas supresoras de tumores p53 y
hDIg: la primera desempefia un importante papel en la regulacion del ciclo celular y la
transcripcion de numerosos genes como la fosfatasa y homologa de la tensina (PTEN),
cuyo papel mas importante es la regulacion negativa de la via de Akt; hDlg tiene un papel
importante en la conservacion de la arquitectura celular y como proteina intermediara en
numerosas vias de sefalizacion. Ademas se ha propuesto que esta proteina supresora de

tumor, regula la estabilidad de PTEN lo que favorece su actividad.

En el presente trabajo se evalud la expresion de las proteinas supresoras de tumores p53,
PTEN y hDlg en lesiones premalignas y de CaCU, mediante el uso de la técnica de
inmunohistoquimica con anticuerpos especificos para cada proteinas, con el objetivo de
determinar si existian diferencias significativas en la expresion de estas tres proteinas,

que pudieran favorecer la progresion a cancer invasor.

Los resultados mostraron que la expresion de la proteina PTEN es menor en las lesiones
invasoras que en las lesiones premalignas y que su localizacion es significativamente
nuclear en las lesiones precursoras en contraste con las lesiones malignas donde se
localiza tanto en el ntcleo como el citoplasma. Con respecto a los niveles de la proteina
hDlg, estos fueron mayores en las lesiones malignas que en aquellas precursoras; su

localizacion fue principalmente citoplasmica en las lesiones invasoras. La proteina p53,



se expreso en niveles similares en ambos grupos con una localizacion en su totalidad

nuclear.

Mediante este trabajo pudimos determinar que la expresion y localizacion, ampliamente
ligadas con la funcionalidad, de las proteinas PTEN y hDlg, podrian estar involucradas en

el mecanismo oncogénico mediado por la proteina E6 en el CaCU.



INTRODUCCION
1. EL CANCER

La palabra céancer es el término genérico que se emplea para designar un grupo de
entidades que difieren de forma variable en su histologia, morfologia, evolucion clinica y
pronostico. Estas entidades presentan particularidades morfoldgicas y bioldgicas, lo que
permite clasificar e identificar por separado diferentes lesiones (1). Segiin El Instituto
Nacional del Céncer “el cancer es la rapida creacion de células anormales que crecen mas
alla de sus limites normales y que pueden invadir partes adyacentes y extenderse por

todo el cuerpo” (2).

El cancer se refiere a un grupo de mas de 100 enfermedades diferentes, en todas ellas se
afecta la unidad basica del cuerpo: la célula. El cancer ocurre cuando las células se
dividen sin control y sin orden (2). La perdida del control de la division celular responde
al hecho que se alteran genes importantes como los protoncogenes y los genes supresores

de tumores que controlan funciones tan importantes como la proliferacion celular.

El cancer representa un problema de salud muy importante, en el 2007 se registraron 7.9
millones de muertes por céancer, lo que equivale al 13% de las muertes a nivel mundial,
de las cuales el 40% pudieron haberse prevenido de haber evitado algunos factores de
riesgo. Para el caso de México, en el afio 2005 murieron aproximadamente 64,000

personas, este padecimiento represento la cuarta causa de muerte en nuestro pais (OMS)

3).
1.1 CANCER CERVICOUTERINO Y EPIDEMIOLOGIA

El céancer cérvico uterino (CaCU) es un tipo muy frecuente de cancer entre las mujeres,
¢éste padecimiento tiene como principal agente etioldgico a la infeccion por el virus del
papiloma humano (VPH) y se presenta principalmente en pacientes en la tercera y cuarta

década de la vida (4).



Esta enfermedad significa un gran reto para los servicios de salud en todo el mundo, ya
que el desarrollo carcinogénico esta precedido por cambios citoloégicos bien conocidos,
que de ser detectados a tiempo, pueden prevenir el desarrollo neoplasico. En todo el
mundo, el cancer cérvico uterino es la segunda neoplasia maligna mas comun en la
poblacion femenina y sigue ocupando el primer lugar como causa de mortalidad en los
paises en desarrollo. En el 2005, la tasa media nacional de mortalidad fue del 15.46 por
100,000 mujeres de 25 afios y mas, que corresponde a 4,247 defunciones. El 84%
ocurrieron en mujeres con escolaridad primaria o menor y predominantemente en edad

productiva (5).

1.2 ANATOMIA DEL CERVIX

El cervix o cuello uterino es la porcion fibromuscular baja del ttero; por lo general, mide
de 3 a 4 cm de longitud y unos 2,5 cm de didmetro (6). El cervix forma un canal que en
su parte vaginal presenta un orifico externo que es redondeado y puntiforme; hacia el otro

extremo, en contacto con el utero, se encuentra el orificio cervical interno (Fig. 1).

Orificio interno

Qrificio externo

Vagina

Labio menor

FADAM.

Figura 1. Anatomia del Cervix. El Gtero es un érgano hueco ubicado en la pelvis femenina, el cervix es la
parte baja y estrecha de este, forma lo que es el canal cervical. Fuente:
http://www.healthline.com/adamimage?contentld=1-002317&id=19263 (7).

El cervix se divide en la regién endocervical que es la que se encuentra por dentro del
canal cervical, es decir, detras del orificio cervical externo; la regién exocervical se

extiende por fuera del mismo orificio cervical (Fig. 2).



Histologicamente el exocervix esta conformado por un epitelio escamoso estratificado, el
cual es sensible a los estimulos hormonales y se renueva cada cinco dias por accion de los

estrogenos. Este epitelio contiene cuatro capas de células (6, 8,9) (Fig. 2):

e C(Capa basal o germinal, la cual es una capa de células responsables de renovar el
epitelio por su gran actividad mitética; conforme estas células van madurando van

migrando y cambiando su morfologia para formar los siguientes estratos.

e Estrato espinoso o capa intermedia formada por varias capas de células

poligonales que intervienen en el proceso de glucogenizacion.

e Estrato granuloso formado por 3 a 5 capas de células fusiformes o en forma de

huso, las cuales presentan granulos de queratina.

e Estrato superficial o estrato corneo esta formado por células muertas anucleadas

que protegen al epitelio de las lesiones e infecciones.

Histologicamente el endocervix esta formado por una capa de células alargadas en forma
de cilindros (o columnas) con nucleos ovoides, éstas descansan directamente sobre la
capa fibrosa del cervix siendo muy sensible a las infecciones bacterianas y virales. Este
epitelio presenta hendiduras llamadas criptas, donde se genera el moco. El moco
desempefia las funciones de proteccion endouterina, actuando como un tapon por
espesamiento, pero durante la fase ovulatoria, esta sustancia pierde consistencia y actua
como un activador de los espermatozoides para facilitar su acceso en busca de la

fecundacion (10).

La unién de ambos tipos epiteliales se denomina uniéon escamo-columnar, la cual es un
escalon bien diferenciado por la altura de ambos epitelios, ahora bien, existe una zona
dinamica, donde el tejido glandular, esta siendo sustituido por tejido escamoso, a esta
zona se le conoce como zona de transformacion, la cual contiene a la uniéon escamo-

columnar (11).



Esta region anatémica de transicion entre el epitelio cilindrico del canal endocervical y el
epitelio escamoso del exocervix es de gran actividad bioldgica celular, debido a la
transformacion de un epitelio en otro (metaplasia). Diversos agentes fisicos, quimicos y
bioldgicos, actuando sobre esta poblacion celular inestable, pueden inducir cambios

morfoldgicos y estructurales del epitelio, dando lugar a lo que actualmente se denomina

NIC (neoplasia intraepitelial cervical), concepto original de Richart (1967) (12).

)

transformacion

] _ T Estrato corneo
2 )|
- . . }
§ Endocervix ] Estrato
° o (epitelio | | granuloso
Y O ¢ Columnar) - f J
; § T --.,.--4- -
= S o , o ||| Estrato
— Exocervix PR | Espinoso
o (Epitelio | R Lo
; r €scamoso) . A ; Células basales
ssssnnnadsss  Zona de 1 i T Membrana basal
L |

Vagina
Estroma
(fibroblastos,
linfocitos, vasos)

Figura 2: Histologia del Cervix. Esquema donde se muestra el cervix y los dos tipos histologicos que lo
conforman: el endocervix que se extiende en el canal endocervical uniéndose a través de la zona de
transformacion con el exocervix. Modificado de Lin. et. al 2004 (8).

1.3 PATOLOGIA CERVICAL: NEOPLASIA INTRAEPITELIAL CERVICAL
(NIC)

Al CaCU preceden generalmente un largo periodo de enfermedad preinvasora, que se
caracteriza microscopicamente por una serie de lesiones precursoras que van de la atipia
celular hacia los diferentes grados de NIC, antes de evolucionar hacia un carcinoma

Invasor.

La NIC presenta células indiferenciadas que se caracterizan por un nucleo voluminoso, y
con una relaciéon nucleo citopldsmica aumentada. Ademas se pueden observar las
llamadas alteraciones coilociticas o condilomatosas asociadas con la infeccion por VPH

(13,14). Los coilocitos son células pavimentosas caracterizadas por colapso del ntcleo y



por una degeneracion citoplasmatica, consistente en un amplio espacio claro perinuclear.

Es uno de los aspectos citoldgicos diagnosticos de la infeccion por VPH (6).

Se determina el grado de la NIC segun la proporcion del espesor del epitelio con células
indiferenciadas. Los cambios citoldgicos e histologicos de las neoplasias cervicales

tempranas se dividen en tres grados (Fig 3) (13,14):

e NIC I: equivalente a la displasia leve, afecta el tercio inferior del epitelio cervical.

Se observan algunas figuras mitdticas.

e NIC II: corresponde a la displasia moderada, que involucra dos tercios del epitelio
cervical (inferior y medio). Las anomalias nucleares son mas marcadas que en el

grado anterior y también se pueden observar figuras mitdticas.

e NIC III: equivale a la displasia severa y carcinoma in situ que afecta a la totalidad
del epitelio cervical. La diferenciaciéon y la estratificacion pueden faltar por
completo, o existir solo en el cuarto superficial del epitelio, con abundantes

figuras mitoticas, algunas con formas anormales.

CIN |

Figura 3. Etapas de la Neoplasia Intraepitelial Cervical. El epitelio cervical normal puede sufrir
alteraciones por causa de agentes infecciosos como el VPH. La neoplasia intraepitelia cervical (CIN por
sus siglas en ingles) se clasifica como leve o NIC I(A), moderada o NIC Il (B) y severa o NIC Il (C).
Fuente: http://www.cancerquest.org/index.cfm?page=4086&Ilang=spanish



La lesion precursora que procede del epitelio cilindrico, se denomina neoplasia glandular
intraepitelial o adenocarcinoma in situ (AIS). Esta lesion se considera de manera similar a
la NIC como precursora del adenocarcinoma. En el AIS, el epitelio cilindrico normal se
reemplaza por el epitelio anormal que presenta una pérdida de la polaridad, células y
nicleos de mayor tamafio, una hipercromasia nuclear, una actividad mitdtica, una menor

expresion de la mucina citoplasmatica y una estratificacion celular (14).

1.4 CANCER INVASOR DE CELULAS ESCAMOSAS

La primera fase del céncer invasor se presenta como una lesion subclinica, la cual
transcurre sin manifestacion, por lo que es poco diagnosticada; estos son canceres que no
han invadido mas alld de 5 mm de profundidad y 7 mm de ancho hacia el estroma

cervical subyacente (6).

Microscopicamente, la mayoria de los carcinomas escamocelulares aparecen como redes
infiltrantes de bandas de células neoplésicas separadas por estroma, con una gran
variacion en los patrones de crecimiento, tipos de cé€lulas y grado de diferenciacion. El
estroma cervical que separa las bandas de células malignas muestra infiltraciéon por
linfocitos y células plasmaticas. Las células malignas pueden subdividirse en dos tipos,
queratinizantes que presentan perlas corneas de queratina; y no queratinizantes los cuales

no presentan perlas corneas y estan asociados a peor pronostico clinico (6,16)

Figura 4. Tipos de carcinomas escamosos. Cortes histoldgicos (A) carcinoma cervicouterino con perlas
corneas y (B) un carcinoma infiltrante donde no se reconocen perlas corneas. Fuente:



http://escuela.med.puc.cl/paginas/Cursos/tercero/AnatomiaPatologica/Imagenes_AP/patologial028-
1036.html (15)

La OMS reconoce seis tipos histologicos de tumores escamosos incluidos los dos tipos
anteriormente mencionados (queratinizante y no queratinizante) ademas de otros cuatro
tipos menos comunes como el carcinoma condilomatoso (también Ilamado carcinoma
verrucoso), el carcinoma escamocelular papilar, el carcinoma linfoepitelioide y el

carcinoma de células escamotransicionales (16).

Clinicamente los carcinomas se clasifican segin el sistema FIGO (Federacion
Internacional de Ginecologia y Obstetricia) que se basa en el andlisis clinico y
radiologico de la extension tumoral, para determinar el estadio de la enfermedad, que va

del I al IV. A continuacion se muestra el resumen de la clasificacion FIGO (Cuadro 1):

Cuadro 1. Clasificacion clinica de los tumores cervicales. Fuente: Vera et al ,2001 (17).

Etapa 0 Cain situ o intraepitelial

Estrictamente limitado al cervix (Sin extension al cuerpo)
» |A: Ca pre-clinico o microscopico
o |B: Lesiones clinicas confinadas al cervix o©
preclinicas con dimension mayor gue |1AZ2
Con extension fuera del cervix, sin alcanzar la pared
pélvica o la porcion inferior de la vagina.
Etapall * |IA: Compromiso del 1/3 superior de la vagina. Sin
compromiso de parametrios
o |IB: Compromiso de parametrios
Compromiso del 1/3 inferior de la vagina o pared pélvica o
Etapa lll ureteral sin otra causa.
o |lIA Hasta 1/3 inferior de vagina
* |lIB: Hasta pared pélvica o compromiso ureteral
Compromiso de drganos
Etapa IV o |VA Compromiso de organos adyacentes.
* |VB: Compromiso de drganos a distancia.

Etapa |




1.5 CANCER INVASOR DE CELULAS COLUMNARES
(ADENOCARCINOMA)

Bajo el término genérico de adenocarcinoma se agrupa todo un conjunto de neoplasias
malignas cuyo unico denominador comun es una diferenciacion histoldgica glandular
(Fig. 5). La ultima clasificacion de la OMS reconoce 6 tipos histologicos. El tipo
endocervical o mucinoso representa el 65% de los casos. Los demads tipos de
adenocarcinomas son menos frecuentes y estan representados por los tipos:
adenoescamoso, de células claras, tipo endometroide, adeno quistico e indiferenciado.
(18). Estos carcinomas no demuestran grandes diferencias con respecto a los tumores
escamosos; y la clasificacion clinica también se lleva a cabo por el sistema de la FIGO (6,

17,18).

Figura 5: Corte Histol6gico de Adenocarcinoma in situ.
http://www.womenshealthsection.com/content/print.php3°?title=gynpc006&cat=65&Ing=spanish (19).

La frecuencia del adenocarcinoma se sittia alrededor del 2% al 8% de los casos de cancer
cervical y se aprecia un relativo incremento en pacientes jovenes, con una edad media de
37 afios, un comportamiento bioldgico mas agresivo, preferentemente asociado a una
infeccion por VPH tipo 18 y un peor prondstico con respecto al carcinoma escamoso en

estadios similares (20,21).



1.6 FACTORES DE RIESGO

El CaCU es el resultado de una infeccion persistente por VPH de los tipos clasificados
como de alto riesgo (VPH-AR), esta persistencia aunada a otros cofactores permiten la
progresion maligna. La infeccion por VPH es la infeccion de transmision sexual mas
comun; se estima que al menos la mitad de las personas sexualmente activas se infectaran
en alguin momento de su vida, pero solo el 10% de estas mujeres infectadas progresara a
un carcinoma. (22,23). A continuacion en el Cuadro 2 se resumen los principales factores

de riesgo asociados al desarrollo de CaCU

Cuadro 2. Factores de Riesgo Asociados al CaCU. Fuente Dallred 2006 (24).

FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS AL CANCER CERVICAL

Infeccion por Virus del Papiloma Humano
Practica sexual
& Tnicio delavida sexual a temprana edad
& MNultiples parejas sexuales
® Pareja no circuncidada

Tabaquismo

VIH

Dieta

Uso de anticonceptivos orales
Multiparidad

Nivel socioeconomico bajo
Exposicion a Dietilestilbestrol (DES)
Historia familiar

Edad

2. EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO Y EL CANCER CERVICO UTERINO
2.1. CLASIFICACION DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

A partir de la década de los afios ochenta se ha identificado a la infeccidon persistente con
el VPH como una causa necesaria pero no suficiente para desarrollar una neoplasia
cervical (25).

Actualmente se conocen mas de 100 tipos de VPHs, de los cuales aproximadamente un

tercio infectan al tracto genital (26), estos VPHs se clasifican segiin su capacidad



oncogénico en virus de bajo y alto riesgo. Dentro del grupo de bajo riesgo los mas
comunes son los tipos 6 y 11 que provocan verrugas y papilomas genitales y muestran
una débil asociacion con CaCU. Entre los virus de alto riesgo los de mayor prevalencia
son los tipos 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58 y 35 que se encuentran fuertemente asociados a
CaCU ya que en el 99.7% de los casos de cancer cervical se ha detectado DNA de estos

tipos virales (22).

Desde finales de los afnos 70’s cada nuevo virus del papiloma (VP) descrito es
identificado como un tipo al cual se le asigna un numero. Los tipos virales se determinan
mediante el estudio del gen L1 el cual es el gen mas conservado entre los VP’s, de tal
modo que se reconoce un nuevo tipo viral cuando la secuencia de ADN del gen L1 difiere
por mas del 10% del VP mas cercano conocido. Una diferencia menor al 2% determina

una variante viral (27).

Todos los tipos virales tienen variantes genémicas pero las mas estudiadas son las de los
tipos 16 y 18, que son los que mas cominmente se encuentran en el CaCU y combinados,

representan cerca del 70% de los casos en America (28).

Las variantes intratipo del VPH16 forman 5 ramas filogenéticas clasificadas segiin su
distribucion geografica como Europeas (E), Asidticas (As), Asiatico-americanas (AA),

Africana-1 (Afl) y Africana-2 (Af-2) (29).

Debido a los cambios en su genoma, las variantes virales han demostrado diferir en su
potencial oncogénico, por ejemplo las variantes no europeas del tipos 16 se hallan
involucradas con un riesgo mayor de progresion ya que se replican mas rapidamente,
ademads de que suelen infectar a mujeres mas jovenes e inclusive con mayor afinidad a
cierto componente genéticos determinados étnicamente (30). Para el caso del tipo 18 las

variantes AsAi y E han demostrado una capacidad oncogénica mayor (31,32).



2.2 HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR VPH

En el inicio de la infeccion, las microlesiones del epitelio cervical producidos durante la
actividad sexual, exponen a las células basales, el VPH se une a estas células a través de
sus proteinas L1 presentes en la capside. Tras la unién, el virus se introduce a la célula
por endocitosis, una vez dentro de la celular, este se desensambla permitiendo el

transporte de su ADN hacia el nucleo celular (34).

Durante la fase no productiva el genoma viral se mantiene en forma de episomas y con un
bajo niimero de copias para evitar la respuesta inmune (34). Para mantener este estado no
integrado (episomal) se requiere la expresion de las proteinas tempranas E1 y E2, para
evitar la expresion de los oncogenes E6 y E7.responsables principales del control y
transformacion celular (Fig. 6) (33).

Con la expresion de E6 y E7 se da inicio a la etapa productiva, donde se lleva a cabo la
sintesis de proteinas de la capside y ensamblaje de viriones en el estrato granuloso;
finalmente estas células infectadas continian migrando hasta el estrato corneo en donde
se descaman. El virus se libera de las células escamosas por la accion de la proteina E4,
quien induce la ruptura de las redes de citoqueratina y altera el potencial de la membrana
mitocondrial lo que genera una inestabilidad a la célula que permite el egreso del virus.

(29,34).
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Figura. 6. Historia natural de la infecciéon por VPH. Diagrama del epitelio cervical donde se muestra la
expresion de las proteinas virales. Tras la entrada del virus a través de una microlesion, este infecta las
células basales manteniéndose con pocas copias de su genoma. Los oncogenes E6 y E7 se expresan
tempranamente (flecha roja). Los nucleos azules representan células no infectadas. La expresion de la
proteina E4 y de otras proteinas (flecha verde) depende de la diferenciacion del epitelio. Las proteinas de
expresion tardia (flecha naranja) forman la capside para llevar a cabo el empaquetamiento y liberacion de
viriones. Modificado de Zheng & Baker 2006 (35).

3. BIOLOGIA MOLECULAR DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO
3.1 BIOLOGIA MOLECULAR DEL VPH

El VPH es un virus no envuelto, su genoma que es una doble cadena de ADN se
empaqueta en particulas de 72 capsémeros, con un diametro aproximado de 55nm. Los
capsomeros estan formados por dos proteinas estructurales: L1 (en mayor proporcion) y
L2 (29).

El genoma viral tiene dos regiones codificantes, y una region reguladora no codificante
conocida como la region larga de control (LCR): un segmento gendémico que contiene los
elementos que inician la replicacion y controlan la transcripcion viral. (36). Las dos
regiones codificantes se dividen histologicamente en dos grupos, la region de expresion
temprana (E) y la region de genes de expresion tardia (L) (Fig. 7). Los genes tempranos

son E1, E2, E4, ES, E6 y E7, codifican para proteinas involucradas en la replicacion del



ADN viral, control transcripcional y transformacion celular. Los genes tardios L1 y L2

codifican para proteinas estructurales del virus (37). (Fig. 7).

L1

E1

L2

Figura 7. El genoma viral. Se muestran los genes de expresion temprana (E1-E7), los genes de expresion
tardia (L1 y L2) y la region larga de control (LCR) del VPH16. Tomado de Rivera etal 2006.

3.2 PROTEINAS VIRALES

A continuacion en el Cuadro 3 se muestran las principales funciones de las proteinas
virales del VPH.



Cuadro 3. Caracteristicas de las proteinas virales. Tomado de HPV Handbook (38).

Proteina Pesos molecular/ Funcion
viral/elemento tamafo
genoémico

Elementos no codificantes

Region Larga de 500-1000 pb Origen de replicacion y regulacion de la

Control (LCR) expresion génica de VPH

Proteinas Tempranas

El 68-85 Kd Funcion de helicasa, esencial para la replicacion
viral.

E2 48 kD Factor de transcripcion viral; esencial para la
replicacion viral y control de transcripcion de
genes; segregacion del genoma y
encapsulamiento.

E3 Desconocido Funciéon no conocida; presente solo en algunos
pocos VPHs

E1A E4 10-44 kD Uniodn a proteinas del citoesqueleto

ES 14 kD Interaccion con receptores de EGF/PDGF

E6 16-18 kD Interacciéon con diversas proteinas celulares,
degradacion de p53 y activacion de la telomerasa

E7 ~10kD Interaccion con diversas proteinas celulares,
interaccion con pRB y transactivacion de
promotores dependientes de E2F

Proteinas Tardias

L1 57kD Proteina mayoritaria de la capside

L2 43-53 kD Proteina minoritaria de la capside

3.2.1 LAREGION DE EXPRESION TARDIA: PROTEINAS L1y L2

La region tardia, contiene dos genes que codifican para las proteinas estructurales de la

capside: L1, es la proteina mayoritaria de la capside y la més conservada entre los

diferentes tipos de VPH y L2 es especifica para cada tipo viral (29).

3.2.2 LA REGION DE EXPRESION TEMPRANA: PROTEINAS E1-E7

En la region temprana estan 7 marcos de lectura abierta que codifican para proteinas no

estructurales, cuya funcion es controlar la replicacion del DNA e inducir la

transformacion maligna de la célula huésped (26).




3.2.3 LAPROTEINAE1

El gen E1 es de los mas conservados entre los VP’s. La proteina EI tiene un tamafio
aproximado de 68 kDa; el producto de este gen es una proteina con funcion de ATPasa 'y
helicasa que reconoce secuencias ricas en A 'y T que se encuentran en el origen de
replicacion viral (26,29).

3.2.4 LA PROTEINA E2

El gen E2 codifica tres proteinas diferentes generadas por procesamiento alternativo. Una
proteina de longitud completa (E2), la proteina E1/E2 y E2-C. La proteina E2 tiene un
peso aproximado de 50 kDa y funciona como un dimero; su extremo C terminal
interactua con la proteina E1 a la cual estabiliza (33). Ademas E2 reprime al promotor
P97 (VPH 16) o P105 (VPH 18), encargados de la transcripcion de las proteinas E6 y E7,

reduciendo de esta manera la sintesis de estas proteinas (34).

3.25 LA PROTEINA E4

La secuencia codificante de E4, aproximadamente de 260 bp, estd contenida dentro del
marco de lectura de la proteina E2. La proteina E4 se transcribe como producto de un
procesamiento alternativo, fusionada a la proteina E1 para generar la proteina de fusion

E1AE4 (29).

La proteina E1-E4 se localiza en los filamentos intermedios de queratina del citoplasma,
asi como en regiones perinucleares y citoplasmicas. Ante una infeccion por un VPH esta
proteina provoca el colapso de dichas queratinas, lo que se relaciona con la liberacion de

los viriones (34).



3.2.6. LA PROTEINA E5

E5 es una proteina hidrofébica pequefia de 90 aminoacidos, esta proteina se expresa
durante la infeccion productiva y su marco de lectura se pierde en células cervicales
cancerosas, debido a la integraciéon del genoma del VPH durante la transformacion

maligna (33).

Esta proteina forma complejos con una variedad de proteinas transmembranales como el
receptor del factor de crecimiento epidermal (EGF), al cual ademés, incrementa su
expresion en la superficie celular al inhibir su degradacion, contribuyendo asi a la

proliferacion de las células infectadas. (26,39).

3.2.7. LA PROTEINA E7

El gen E7, de aproximadamente 300 a 320 pb, codifica para una proteina de 100
aminoacidos con un peso molecular de 10 kDa. La capacidad transformante de E7 reside
en su union a proteinas supresoras de tumor de la familia pRb. Esta union se logra por la
presencia de tres sitios conservados presentes en todas las proteinas E7 de los VPH-AR:
CR1 en el extremo terminal, CR2 que contiene un motivo LXCXE el cual se une a Rb; y

CR3 que contienen dos motivos tipo dedos de zinc (26).

E7 puede unirse a las proteinas inhibidoras del complejo ciclina-cinasa (cdk) p21 y p27,
la presencia de E7 impide la unién entre la cdk y su inhibidor por lo que se estimula el

crecimiento de las células infectadas por VPH (26,39).

3.2.8. LAPROTEINAE6

El gen E6, de aproximadamente 450 a 500 pb., codifica para una proteina de
aproximadamente 150 aminodcidos para todos los tipos virales (tanto de bajo como de
alto riesgo). Contiene dos dominios de unién a Zinc caracterizados por la presencia del

motivo Cys-X-X-Cys, cuya integridad es esencial para su funcion. Esta proteina se



distribuye tanto en el nicleo como el citoplasma donde puede unirse a una gran cantidad
de proteinas celulares. Su estructura secundaria es rica en hélices-a y laminas- B, lo que

convierte a esta proteina en inestable e insoluble una vez purificada (40).

Se sabe que E6 se une a numerosas proteinas celulares importantes en la regulacion de
procesos bioldgicos como: la apoptosis, la transcripcion de proteinas supresoras de
tumores, el mantenimiento de la arquitectura del epitelio y el control de la proliferacion
celular. La unién acumulativa de E6-AR (alto riesgo) a estas proteinas contribuye al

potencial oncogénico de los VPH (Fig. 8).
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Figura 8: Proteinas reguladas por E6-AR. En rojo se muestran p53 y hDlg, dos proteinas degradadas por
efecto de E6 y que son estudiadas en este trabajo. Modificado de Tungteakkun & Durkensen-Hughes 2008
(40).



4. INTERACCIONES DE LA PROTEINA E6 CON PROTEINAS CELULARES
4.1 ESTRUCTURA DE LA PROTEINA p53

El blanco celular méas conocido de E6 es la proteina supresora de tumores p53, esta
proteina es codificada por el gen TP53, que se encuentra localizado en el cromosoma
17p13.1. Es de aproximadamente 393 aminodcidos divididos en 6 dominios mostrados

en la figura 9 (41).

1 23 W7 s W3 323 33 33

AT | ' . | 4 [
Pro Core NLS Ci

Figura 9. Estructura de la proteina p53. AT, dominio activacion de la transcripcion; Pro, Region rica en
Prolinas; Core, Dominio de unidn a secuencias especificas de ADN; NLS, region de localizacion nuclear;
4x, dominio de oligomerizacién y Ct, extremo carboxilo. Modificado de Okorokov et al 2006 (41).

P53 es un supresor tumoral clasificado dentro del grupo “gatekeeper”, encargado de
aumentar la longevidad, reduciendo las mutaciones somadticas y la sobrevivencia o
proliferacion de células mutantes. Funciona como un punto de monitoreo del ciclo celular
que responde a una gran variedad de sefiales de estrés como el dafio al ADN, hipoxia,

choque térmico (desnaturalizacion de proteinas) y dafio al huso mitotico entre otros (42).

4.1.2. FUNCIONES DE LA PROTEINA p53

Las células con p53 funcional se detienen en G1 cuando son expuestas a agentes que
causan dafio al ADN, lo que no ocurre en células que carecen de p53 funcional. A
diferencia de otras proteinas, p53 esta presente en niveles muy bajos en las células
normales por su extrema inestabilidad y su rdpida degradacion (43). El dafio al ADN de
alguna manera lleva a la activacion de ATM, una cinasa que fosforila y estabiliza a p53
(Fig. 10). Una vez estabilizado, p53 activa la expresion de p21, que inhibe los complejos
ciclina-cinasa de G1. En consecuencia, las células se detienen en G1, dando oportunidad
a la reparacion del ADN, pero de no ser posible p53 induce la activacion de genes

proapoptoticos. Ademads, p53 reprime la expresion de los genes que codifican para la



ciclina B y la topoisomerasa II, necesarias para la transicion de G2 a mitosis, por lo que

p53 evita la transmision de ADN danado después de la replicacion (Fig. 12) (44).
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Figura 10. Activacion de la proteina p53. La actividad cinasa de ATM se impulsa en respuesta al dafio del
ADN. ATM activada fosforila a p53 lo estabiliza y permite la expresion de genes que codifican para
proteinas que (1) detienen el ciclo celular en G1 y en algunos casos G2, (2) estimulan la apoptosis y (3)
participan en la reparacion del ADN. Modificado de Lodish (44).

Por otro lado, p53 es capaz de inducir apoptosis ante un dafio mayor al ADN por la via de
Apaf-1/caspasa 9, lo que implica liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria. La manera
en que p53 induce la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondrial, aun no es bien
conocida, pero se sabe de varios genes proapototicos regulados por p53 por ejemplo:
genes que codifican para proteinas de superficie celular como los receptores de la familia
TNF, CD95 y DRS capaces de inducir apoptosis. P53 también es capaz de inducir a Bax
y Noxa, quienes interactuan con la proteina antiapoptotico Bcl-2 en la mitocondria. Otra
proteina mitocondrial inducida por p53 es PUMA, quien se encarga de la liberacion del
citocromo ¢ de la mitocondria y consecuente activacion de la caspasa 3. Finalmente p53
también permite la expresion de los genes denominados PIGs, estos se ven involucrados

en la apoptosis por ser capaces de generar especies reactivas de oxigeno (Fig. 11)(45).
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Figura 11. Blancos celulares de p53. En respuesta a diferentes estimulos de estrés, p53 puede activar la
transcripcion de diferentes genes. El primer grupo es de proteinas de membrana como CD95, DR5 y
PERP. El siguiente grupo es de proteinas de localizacion citosolica como las denominadas PIGs y por
ultimo proteinas de localizacién mitocondrial como las propapototicas Bax, Noxa y PUMA. Modificado de
Benchimol 2001 (45).

4.1.3 REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA PROTEINA p53

La actividad de p53 suele mantenerse en niveles bajos por accion de la proteina ligasa
Mdm?2, cuando esta proteina se encuentra unida a p53 inhibe su capacidad activadora de
la transcripcion y cataliza la adicion de moléculas de ubicuitina, dirigiendo de este modo
a p53 hacia su degradacion proteosomica. En si mismo, el gen Mdm2 es
transcripcionalmente activado por p53 lo que hace que Mdm?2 funcione en un ciclo de
retroalimentacion autorregulatoria con p53. La fosforilacion de p53 por ATM inhibe a

Mdm?2 de p53 (44).

Ahora bien, ante una infeccion por VPH-AR las funciones de p53 se ven abatidas (Fig.
11). La proteina E6 tiene la capacidad de degradar a p53 mediante la asociacion con una
proteina ligasa de 100 kDa llamada E6-AP (de associated protein) esta asociacion marca
a p53 para su degradacion via ubiquitina (63). E6 se puede unir en dos sitios diferentes a
p53: 1) a la region que corresponde al dominio de reconocimiento del ADN (core), esta
union es exclusiva de las infecciones por VPH-AR y es dependiente de E6-AP y 2) al
extremo C-terminal lo que requiere de altas concentraciones de E6, esta union no

favorece la degradacion de p53 (48).
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Figura 12. E6 y p53 en el ciclo celular. p53 es un inductor del arresto de la fase G1 del ciclo
celular asi como de la transicion de G2/M .La degradacion de p53 por E6 impide el arresto del
ciclo celular en G1 y promueve el paso del punto de monitoreo de G2/M. Tomado de Fan & Chen
2004 (49).

Aproximadamente el 50% de todos los casos de cancer presentan mutaciones del gen
p53, lo que lo hace el evento genético mas comun durante la carcinogénesis. Sin embargo
en comparacion con otros tipos de cancer, las mutaciones de p53 en la neoplasia cervical
son poco comunes (menos del 10% de los casos) (50). En este caso la oncoproteina E6
provoca la degradacion de p53, lo que reduce la vida media de esta proteina supresora de
manera dramatica, desde 3 horas hasta 20 minutos. En células de CaCU los niveles de

p53 son menores que la mitad del nivel presente en células normales (29).

Numerosos estudios reportan bajos niveles de inmunopositividad a p53, inclusive puede
llegar a no ser identificado en el epitelio cervical libre de infeccion por VPH o en lesiones
de bajo grado como lo son las NIC I y II. Por otro lado, en el caso de las lesiones mas
avanzadas, como la NIC III, los carcinomas in Situ y los carcinomas invasores es bien

aceptada la idea de una sobre expresion nuclear de p53 (51, 52, 53,54).



4.2. LA PROTEINA hDIg
4.2.1 FUNCION DE LA PROTEINA hDIg

E6 puede unirse a una variedad de proteinas entre las cuales resaltan las proteinas con
dominios PDZ: dominio de aproximadamente 90 aminoéacidos que repiten la secuencia
glicina-leucina-glicina—fenilalanina. Funcionan como modulos de reconocimiento entre
proteinas que contienen la secuencia consenso S/TXV en el extremo C-terminal como es
el caso de todas las proteinas E6-AR (40 y 56). Los dominios PDZ deben su nombre a las
primeras tres proteinas en donde fueron descritos (PSD-95, Dlg y ZO) (55) (Fig. 13).
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Figura 13. Dominios PDZ de E6-AR. Representacidn esquematica de la proteina E6 conformada por dos
dedos de zinc y un extremo carboxilo bien conservado. Los motivos de unién a PDZ son exclusivos de los
E6-AR. Se incluye a RhPV-1 (Papilomavirus de Rhesus) para su comparacion. Tomado de Thomas et al
2008 (56).

Los repetidos PDZ tienen un papel crucial en el anclaje de proteinas transmamebranales a
dominios especificos de membrana. Ha surgido la vision de considerar a las proteinas con
multiples dominios PDZ como andamios (scaffolds) corticales que se asocian en regiones
especificas de la membrana a diferentes proteinas que participan en una misma via de

sefializacion (57).



Entre las proteinas con dominios PDZ que son degradadas por E6 durante la
tumorogénesis se encuentran MAGI-1, MAGI-2 y hDIg, esta ultima es la proteina
supresora de tumores homologa del disco largo de Drosophila. Esta proteina fue
inicialmente identificada por su funcion en la regulacion de la polaridad apico-basal de
las células epiteliales (58). Sin embargo mas recientemente se ha determinado su

capacidad para regular la proliferacion celular por su accion de gen supresor de tumores.

4.2.2 ESTRUCTURA DE LA PROTEINA hDIg

La proteina hDIg pertenece a la familia MAGUK, cuyo nombre proviene de las iniciales
en ingles de membrane associated guanylate kinases homologues, esta formada por 3
dominios PDZ en su extremo amino-terminal, un motivo SH3 central y en su extremo
carboxilo-terminal un dominio GUK (homologa de guanilato-cinasa) (Fig.13). Ahora
bien, se han descrito varias proteinas homologas a hDlg, cuatro de ellas bien relacionadas
entre si, nombradas desde Dlg 1 al 4. La isoforma hDIgl, producto del gen SAP97, es la
mejor caracterizada en su capacidad supresora de tumores y es marcada para su

degradacion por E6 de VPH-AR (59).

El procesamiento alternativo de hDlg da como resultado cinco isoformas de esta proteina:
I1 a IS y méas recientemente descritos I1A e I1B (62). Se ha propuesto que estas
isoformas podrian tener funciones y localizaciones celulares diferentes, la mas
caracterizada es la denominada variante I3 la cual se localiza en la membrana plasmatica
formando las uniones célula-célula. Por su parte la variante 12 se localiza en el nticleo

pero su funcion en este sitio aun no es conocida (62).
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Figura 14. Estructura de la proteina hDIg La proteina hDlg contiene tres regiones PDZ (PDZ 1 a 3) un
dominio SH3 y un dominio homologo a guanilato-cinasa homologo de levadura. Se muestran los posibles
puntos para el procesamiento alternativo (recuadros grises). Tomado de McLaughlin et al 2002 (62).



Los tipos virales de VPH-AR difieren en su capacidad para degradar a hDlg, siendo E6
del VPH18 mas eficiente para inducir la degradacién de esta proteina; debido a que
cuenta con un motivo de union mas efectivo que solo difiere en un aminoacido en
comparacion con la proteina E6 de VPH-16 (60,61).
4.3. LAPROTEINA PTEN
4.3.1. FUNCION DE LA PROTEINA PTEN

La proteina PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) también
llamada MMACI1 (mutated in multiple advanced cancers) y TEP-1 (TGFp-regulated and
epithelial cell enriched phosphatase); es una proteina supresora de tumor cuyo gen se

localiza en el cromosoma 10q23 (63).

La actividad de PTEN como fosfatasa lipidica, se basa en su capacidad de desfosforilar al
fosfatidilinositol 3, 4,5-trifosfato (PIP-3) siendo de esta manera un regulador negativo de
la via de Akt (Fig. 15) encargada del control de procesos bioldgicos como la proliferacion
celular, la motilidad, la apoptosis, homeostasis de la glucosa, tamafio celular, respuesta a
nutrientes y dafio al DNA (64,65). Por lo anterior la perdida de la funcion de PTEN
resulta en un incremento en la concentracion de PIP-3 lo que resulta en una sobre

activacion de la via de Akt (66).
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Figura 15. Actividad de la proteina PTEN. La cinasa lipidica PI3K cataliza la transferencia de un grupo
fosfato (amarillo) al fosfatidilinositol-4,5 bifosfato (PIP2), generando fosfatidilinositol-3, 4, 5 trifosfato
(PIP3), el cual transmite sefiales de crecimiento y sobrevivencia. PTEN remueve el fosfato D3 del PIP3,
inactivando la cascada de sefializacion y regenerando el PIP2. Tomado de Sansall & Sellers 2004 (65).



La proteina PTEN tiene altas tasas de mutaciones en un gran nimero de tumores
esporadicos humanos, como mama, préstata, cerebro, endometrio, colon y glioblastoma
(65,66). Sin embargo en el caso del CaCU raramente han sido reportadas mutaciones en

esta proteina (66, 68).

4.3.2 ESTRUCTURA DE LA PROTEINA PTEN

Esta proteina esta constituida por 403 aminoacidos forma parte de la familia PTP (protein
tyrosine phosphatase). Su estructura quimica esta constituida por un dominio de fosfatasa
en su extremo amino terminal, un dominio C2 responsable de la ubicacion de la proteina
en la membrana; y finalmente en su extremo carboxilo terminal, se localiza una secuencia

de union a dominios PDZ (68) (Fig. 15).
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Figura 16. Estructura de la proteina PTEN. La proteina PTEN contiene un extremo N-terminal con los
residuos Cys 71y 124 cataliticos; un dominio C2 que junto al N-terminal son necesarios para la actividad
catalitica de la proteina; en el extremo C-terminal se muestra el sitio de unién a PDZ y lo sitios de
fosforilacion. Modificado de Leslie & Downes 2004 (68).

4.3.3 MODULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA PROTEINA PTEN.

Existen varias formas de regulacion de la actividad de la proteina PTEN la primera de
estas es a nivel transcripcional. En diferentes circunstancias han sido identificados
diversos factores de transcripcion capaces de unirse al promotor de PTEN, uno de ellos es
p53 el cual es capaz de unirse entre las bases -1190 y -1157 del promotor de PTEN lo que
regula la expresion inducible de esta proteina, mientras que los niveles basales de esta

proteina se deben a elementos fuera de la region de respuesta a p53 (69).



Las fosforilaciones de la proteina PTEN también juega un papel importante en la
regulacion de su actividad. Las cinasas CK1 y 2 (Cinasas de la caseina) son capaces de
fosforilar el extremo carboxilo de PTEN, lo que conlleva a un cambio conformacional de
PTEN a una forma “cerrada” incapaz de interactuar con otras proteinas y por lo tanto

deslocalizandola de la membrana celular (64, 70).

La localizacion funcional de PTEN es a nivel de membrana, esta ubicacion se debe a la
capacidad de PTEN de unirse a proteinas que contengan dominios PDZ, ejemplo de estas

es la proteina hDlg la cual estabiliza a PTEN en la membrana haciéndola funcional (63).

Por lo anterior, y en general, la regulacion de PTEN se debe, por un lado, a la proteina
hDIg quien la estabiliza en membrana para desempenar su funcion de fosfatasa; y por el
lado de la regulacion transcripcional es p53 uno de los factores responsables de la
transcripcion PTEN (Fig. 16). La perdida de las proteinas hDlg y p53 debido a la
infeccion por VPH-AR, resulta en la deslocalizacion y reduccion de la transcripcion de

PTEN lo que se traduce en una sobre activacion de la via Akt.
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Figura 17. Regulacién de la actividad de la proteina PTEN. A nivel de membrana la proteina hDlIg
estabiliza a la proteina PTEN a partir de uno de sus dominios PDZ. En el nicleo p53 actia como factor de
transcripcion uniéndose al promotor de PTEN entre los aminoacidos -1190 a -1157.



Estudios muestran que esta proteina se localiza en el citosol y una minima proporciéon en
la membrana. La expresion nuclear de PTEN se ha observado en una variedad de tejidos

estudiados, aunque la funcion de PTEN en el ntcleo no es clara (68).



JUSTIFICACION

El cancer cérvico uterino (CaCU), es un problema de salud a nivel mundial, ya que ocupa
la tercera causa de muerte en mujeres en el mundo. En los paises en vias de desarrollo el
cancer cervical estd todavia asociado a una alta mortalidad. A partir de la década de los
afios ochenta se ha identificado al VPH como una causa necesaria pero no suficiente para

desarrollar una neoplasia.

Resulta notable que el mecanismo carcinogénico inducido por el VPH se basa en la
degradacion de importantes proteinas supresoras de tumores y no su mutacion como
sucede con estas mismas proteinas en otros tipos de cancer, por lo que se muestra
importante entender como estas proteinas interactan entre si y sobre todo como es su

comportamiento in vivo el cual ha sido poco estudiado.

En el presente trabajo se estudia de manera indirecta, la interaccién de la proteina E6-AR
con las proteinas supresoras de tumores p53 y hDlg, y el efecto de su degradacién sobre
la proteina PTEN .Con este trabajo se relacionara la localizacién y expresion de las
proteinas p53, PTEN y hDIg con su funcién bioldgica y como estos aspectos se ven
modificados ante la infeccion por VPH en los contextos histologicos presentes en el

cancer cervical.



HIPOTESIS

Las proteinas supresoras de tumores p53, PTEN y hDIg disminuyen su expresion en el

cancer invasor del cervix en comparacion a las lesiones premalignas.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion y localizacion de las proteinas p53, hDIlg y PTEN en muestras
premalignas y de cancer invasor para correlacionarlo con el grado de malignidad de la

lesion.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Comparar los niveles de expresion de las proteinas p53, hDIlg y PTEN entre
lesiones premalignas y cancer invasor

» Determinar si existen cambios en la localizacién de las proteinas hDlg y PTEN en
las lesiones premalignas y CaCu.

» Correlacionar el tipo viral con la expresion de hDIlg, PTEN y p53.

» Correlacionar la expresion de estas proteinas con aspectos clinico-patologicos de

las pacientes



MATERIALES Y METODOS

1. OBTENCION DE MUESTRAS
Para el presente trabajo se obtuvieron 200 muestras de pacientes que cumplieron con los

siguientes criterios de inclusion:

e Mujeres que asistieron a consulta al Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN)
durante los afios 2004 a 2007 por presunta lesion cervical.

e No embarazadas.

e Virgenes de tratamiento.

e Muestras que contaran con previa tipificacion para VPH.

De estos casos, se obtuvieron 148 biopsias embebidas en parafina, ya que en los casos
restantes se eliminaron del estudio, por no cumplir con los criterios de inclusion, por que
no se encontraron en el archivo de patologia o el material fue insuficiente para ser

evaluado.

Los 148 casos se dividieron por diagnostico histopatoldgico de la siguiente forma: 43
fueron diagnosticados como lesion premaligna del cervix y 105 como céancer invasor;
para cada una de los bloques se realizaron 3 cortes de 3um de grosor y se colocaron en

laminillas tratadas para evitar desprendimiento del tejido.

Los controles fueron biopsias de cervix incluidas en parafina, de mujeres libres de
infeccion por VPH y CaCU, lo que se determino por observacion histopatoldgica. Estas
fueron obtenidas de la morgue del mismo instituto, las cuales fueron procesadas de
manera similar que los casos. Como control a la técnica se incluyeron tejidos previamente

probados como positivos a cada una de las proteinas a evaluar.

De manera paralela a la técnica inmunohistoquimica se revisaron las historias clinicas de
todas las pacientes incluidas para conocer datos socio-econdmicos, gineco-obstétricos e

higiénico-dietéticos para correlacionar con los resultados practicos.



2. HEMATOXILINA - EOSINA (H&E)

Para llevar a cabo el analisis morfologico e histopatoldgico de los casos y controles, se
realizo la tincion con hematoxilina y eosina. Esta es una tincion histoldgica topografica
que permite identificar o visualizar las células con un patron diferencial de colores, ya
que emplea la afinidad quimica de ambos colorantes para la identificacion de

componentes celulares (71).

La eosina es un colorante acido que tifie particularmente bien las estructuras basicas por
lo tanto, en las preparaciones tefiidas con H/E las proteinas del citoplasma o del material
extracelular se colorean de rosa o rojo con la eosina, o sea que se comportan como
estructuras acidofilas. Con respecto a la hematoxilina, un colorante basico, tifie de color
azul o violeta las estructuras ricas en acidos nucleicos como los son el nucleo, el reticulo

endoplasmatico rugoso y los ribosomas (72).

Las laminillas se desparafinaron por 30 minutos en estufa, se aclararon en xilol y re-
hidrataron en bafios de alcohol a concentraciones descendentes (96°,80°,70°) y agua
destilada; se sumergieron en hematoxilina de Harris (Merck, Germany) por 5 minutos,
posteriormente se lavaron con agua corriente. Finalmente, las laminillas se tifieron por 1
minuto en Eosina y se deshidrataron colocandolas en alcoholes al 70°, al 80° y al 90°, por
ultimo, las laminillas se colocaron en un bafio de xilol, hasta su montaje con medio

rapido Entellan® (Merck, Germany).

3. INMUNOHISTOQUIMICA

La inmunohistoquimica es una técnica de tincion especifica mediante anticuerpos que se
emplea para visualizar in situ la expresion de alguna proteina. En este caso se empleo esta

técnica para determinar la localizacion de las proteinas PTEN, hDIg y p53.

Las laminillas se desparafinaron por 30 minutos en estufa; se sumergieron en xilol para
eliminar el residuo de parafina y se re-hidrataron en alcohol 96°, 80°, 70° y agua. La

recuperacion de antigenos se realizd en buffer de citrato de sodio a pH 4cido (pH6) en



una vaporera de uso doméstico para evitar el desprendimiento del tejido en el

microondas. Se dejaron enfriar en buffer de citratos a 4°C.

Tras la recuperacion se hizo un lavado en buffer de fosfatos (PBS) 0.1M a pH7.4 y se
bloqueo la peroxidasa endogena con el bloqueador del kit DakoCytomation EnVision+®
System-HRP (DAB). Tras el lavado con PBS se incubo el anticuerpo primario a la

concentracion especifica a cada proteina:

Anticuerpo Concentracion Marca
p53 1:50 P53 (DO-1):sc-126
HDIg 1:50 SAP 97 (2D11):s¢-9961
PTEN 1:50 PTEN(28H6):s¢-5620

El tiempo de incubacion fue de 1 noche a 4° C, pasado este tiempo se realizo un lavado
para agregar el polimero marcado también incluido en el kit de Dako, el cual se incubo

durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Al momento del revelado se realizo la mezcla del buffer substrato y la diaminobencidina
(DAB) a razon de dos mililitros de buffer por una gota de DAB también incluidos en el
kit, fue filtrada y aplicada a la muestra mientras se observaba al microscopio Optico la
reaccién para evitar sobre exposicion; el tiempo promedio en el cual se observo la

reaccion fue de un minuto tras el cual las muestras se lavaban en PBS.

Las laminillas se contrastaron con hematoxilina de Harris (Merck, Alemania) se lavaron
en agua corriente y deshidrataron en alcohol 70°,80° ,96° y xilol. Fueron montadas con
medio rapido Entellan ® (Merck, Alemania) y evaluadas por el departamento de

patologia.



4. REVISION DE HISTORIAS CLINICAS

La hoja de captura para recoleccion de datos fue organizada como se muestra en el

siguiente cuadro:

Cuadro 4. Datos obtenidos de las historias clinicas.

Datos socio-econdmicos
( *Maombre

®"Edad

®*Escolaridad

®*Ocupacidn

®Estado civil

Datos gineco-ohstétricos

®"Menarca

®*lnicio wida sexual activa (%58

REVISION DE ®*Compafieros sexuales (CS)

HISTORIAS
CLIMNICAS *anticonceptivos orales (AUC O]
®Gestas
®*Fartos
®Cesareas
®Abhortos

*Edad primer parto

*Edad ultimo parto
Datos higiénico-dietéticos

*Tabaguismo
®Alzoholismo
*Peso

*Talla
Datos clinico-patoldgicos

\ ®*Diaghostico histopatoldgico

*Tipo v variante wiral

5. TIPIFICACION VIRAL

La determinacion del tipo viral de las muestras se realizd en piezas quirurgicas en fresco,
en un trabajo previo en el laboratorio. La amplificacion del genoma viral se llevo a cabo
por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con oligos especificos a la region L1 del

VPH para identificar infecciones Unicas.



Las muestras positivas a VPH fueron secuenciadas por medio de un secuenciador
automatico, ABI PRISM 3100 AVANT. Las secuencias obtenidas se compararon con la

base de datos contenida en el programa BLAST para determinacién del VPH especifico.

6. ANALISIS DE DATOS

Los resultados obtenidos por el método inmunohistoquimico fueron evaluados por el
departamento de patologia del Instituto para determinar la presencia (intensidad y
porcentaje de tejido positivo) y localizacion celular de cada proteina que se estudio. Los

criterios se reportaron como se muestra en la siguiente figura:

En la Figura 18 se muestran ejemplos de los criterios de intensidad de intensidad

utilizados a lo largo de este trabajo.

Figura 18. Intensidad de reaccién: A) Cervix sano libre de infeccion a VPH control negativo; B) Cervix
sano intensidad leve en citoplasma; C) Cervix sano intensidad moderada en citoplasma y membrana y D)
Epitelio glandular positividad intensa



7. ANALISIS ESTADISTICO
Para el analisis estadistico, se empleo la prueba estadistica exacta de Fisher y Xi cuadrada

tomando una p<0.05 como significativa.



RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DE LA POBLACION

El objetivo principal de este trabajo, fue determinar los niveles de expresion y localizacion
de las proteinas p53, PTEN y hDlg en muestras premalignas y de cancer invasor del cervix,
para cumplir este objetivo, se colectaron 148 biopsias en bloques de parafina del banco de
patologia del Instituto Nacional de Cancerologia, las cuales se agruparon por diagndstico
histopatologico de la siguiente forma: 43 muestras premalignas y 105 de cancer invasor
(Fig. 18). Debido a que se ha reportado que la proteina E6 de los VPH-AR regula la
actividad de las proteinas p53, PTEN y hDlg, las muestras fueron previamente tipificadas

para determinar los tipos virales presentes (Fig. 19).

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

0O PREMALIGNAS B MALIGNAS

FIGURA 19. Poblacién caracterizada por diagnostico Histopatoldgico. Las muestras fueron agrupadas
como: premalignas (n= 43), en donde se incluyeron los cambios citopaticos, las cervicitis y todos los casos
de NIC (I al 11), ademés de los casos de cancer in situ. Las muestras malignas (n=105) incluyeron a todos
los CaCU invasores.

En la figura 19 se muestran los resultados de la tipificacion viral, encontrando una mayor
prevalencia del tipo VPH 16 seguido del VPH 18. El presente trabajo no considera las
infecciones multiples, solo la infeccion por el tipo viral de mayoritario.



FRECUENCIA TIPOS VIRALES

|~
0

60
501
40

# de casos
w
o

16 18 31 33 35 39 42 43 45 52 53 56 58 68 6
Tipo viral 11

O PREMALIGNAS m MALIGNAS

Figura 20. Tipos virales més frecuentes. Los tipos virales fueron obtenidos por secuenciacion automaética,
siendo los mas frecuentes el tipo 16 (56%), seguido del tipo 18 (11.5%). Los tipos virales de bajo riesgo 6 y
11 (2 casos) solo fueron encontrados en muestras premalignas.

Con respecto a la distribucién por edades, en la figura 20 se puede observar que la edad de
mayor incidencia de cancer invasor resulto en la década de los 40’s (35 casos lo que
corresponde al 33.6%). Para las lesiones precursoras, la mayor incidencia se observo en la

década de los 30’s (15 casos que corresponden al 34.8%).
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Figura 21. Distribucién por edades en relacién al diagnostico histopatoldgico.



2. PRESENCIA DE LAS PROTEINAS p53, PTEN Y hDIg EN LESIONES
PREMALIGNAS Y CaCuU.

Los dos grupos estudiados fueron: muestras premalignas en donde se incluyeron los
cambios citopaticos, todos los niveles de NIC y los carcinomas in situ para un total de 43
muestras, lesiones malignas incluyeron a todos los CaCU invasores siendo estas 105

muestras.

El siguiente paso fue evaluar la positividad de la inmunotincion para las proteinas p53,
PTEN y hDIg en muestras premalignas y malignas (Fig. 21). Los resultados de expresion

de cada proteina se muestran en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Expresion de las proteinas p53, PTEN y hDIg en muestras premalignas y CaCU.

PROTEINA PREMALIGNAS n=43 MALIGNAS N=105

p53 22 (51.1%) 67 (63.8%)
PTEN 20 (46.5%) 24 (22.8%)
hDIg 20 (46.5%) 78 (74.2%)

El cuadro 5 detalla la inmunotincion positiva para cada proteina. Para el casos de las
proteinas PTEN y hDIg se encontr6 una diferencia significativa en cuanto a su positividad
entre los grupos de lesiones premalignas y malignas, (p=0.0052 y p=0.0020
respectivamente), ya que para la proteina PTEN se obtuvieron 20 casos positivos en
lesiones premalignas (46.5%) y 24 casos de lesiones malignas (22.8%). Para la proteina
hDIg hubo una sobre expresion de esta en las lesiones malignas donde el 74% de los casos
resultaron positivos (78 muestras); en contraste con las lesiones premalignas donde solo se

encontrd un 46.5% (20 casos).

Finalmente la inmunotincién para la proteina p53 no mostr6 diferencia significativa entre

los dos grupos.
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Figura 22. Expresion de las proteinas p53, PTEN y hDIg. Se muestran casos premalignos y malignos
positivos a cada proteina: (A) NIC | positivo a p53; (B) Carcinoma epidermoide moderadamente
diferenciado, invasor, positivo a p53. (C) Cervicitis crdnica positiva a hDlg; (D) Carcinoma epidermoide con
patron sarcomatoide positivo a hDIg, (E) NIC 111 PTEN positivo y (F) Carcinoma epidermoide microinvasor
PTEN positivo. Todas las fotos a un aumento 10X.



3. LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS PROTEINAS p53, PTEN Y
hDlg EN MUESTRAS PREMALIGNAS Y CaCU.

En diversos trabajos se ha documentado que la localizacion subcelular de las proteinas
p53, PTEN y hDIg se encuentra intimamente ligada con su actividad bioldgica (84, 60,

62, 69). Por lo anterior en este trabajo se evalu6 la localizacion celular de estas.

En este trabajo se pudo evaluar una expresién nuclear en la totalidad de los casos
positivos a la proteina p53 independientemente del diagnostico histopatolégico (Fig. 22).
Para las proteinas PTEN y hDIg la localizacion fue més heterogénea, los resultados se

presentan en los cuadros 6 y 7 respectivamente.

Cuadro 6. Localizacion de la proteina PTEN en lesiones premalignas y CaCU.

LOCALIZACION PTEN PREMALIGNAS n=20 = MALIGNAS n=24
MEMBRANA 0 0
CITOPLASMA 2 (10%) 5 (20.8%)
NUCLEO 17 (85%) 14(58.3%)
MEMBRANA Y CITOPLASMA 0 0
CITOPLASMA Y NUCLEO 1 (5%) 5(20.8%)

La localizacion de la proteina PTEN (Fig. 23) fue significativamente diferente entre los
dos grupos (p= 0.0001). En las muestras premalignas el mayor nimero de casos, 17
equivalentes al 85%, presentaron una tincion positiva en el nacleo; mientras tanto las
lesiones malignas mostraron solo 14 casos nucleares lo que representa un 58.3% de la

muestra. Los casos positivos restantes se distribuyeron en la region citoplasmatica.



Figura 23. Localizacién nuclear de la proteina p53. A) Epitelio cervical sano; B) Epitelio glandular sano
y C) Adenocarcinoma in situ y C) Carcinoma epidermoide invasor.



Figura 24. Localizacion de la proteina PTEN. A) Cervicitis crénica PTEN negativa; B) Glandula cervical
positiva a PTEN en citoplasma; C) Carcinoma epidermoide invasor, positivo a PTEN en el nicleo y D)
CaCuU in situ positivo a PTEN en ndcleo (recuadro) y citoplasma

Cuadro 7. Localizacién de la proteina hDlg en lesiones premalignas y CaCU.

LOCALIZACION hDIg PREMALIGNASn=20 ~ MALIGNAS n=78
MEMBRANA 0 2 (2.5%)
CITOPLASMA 13 (65%) 57 (73%)
NUCLEO 2 (10%) 3 (3.8%)
MEMBRANA Y CITOPLASMA 4 (20%) 7 (8.9%)
CITOPLASMA Y NUCLEO 1(5%) 9 (11.5%)

La ubicacion celular de la proteina hDlg (Fig. 24) fue en su mayoria citoplasmica en
ambos grupos: 65% para las muestras premalignas y 73% para las malignas. Por el
contrario, el porcentaje de positividad en el ndcleo fue muy bajo, del 10% en lesiones

precursoras y del 3.5% en lesiones invasoras. Aunque los patrones de expresion en



membrana y citoplasma fueron mayores en las muestras premalignas que en las muestras

de cancer invasor no existio una diferencia significativa en la ubicacion de esta proteina

entre los grupos.

Figura 25. Localizacién de la proteina hDlg. (A) Cambios citopaticos hDIg positivo en localizacion
citoplasmica (flecha); (B) Carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado, invasor, hDlg positivo en
membrana.(flecha) y citoplasma (C) Cervicitis cronica positiva a hDIg en el nucleo(flecha) y



citoplasma;(D)Epitelio glandular positivo a hDIg tincién citoplasmica y E) Glandula positiva a hDIg en
citoplasma.

4. EXPRESION DE LAS PROTEINAS p53, PTEN Y hDIg EN CANCER
ESCAMOSO Y ADENOCARCINOMAS.

Los tumores del cervix pueden provenir de dos tipos histologicos diferentes: escamoso y
glandular (adenocarcinoma). Esta diferencia cobra importancia en el hecho de que los
adenocarcinomas mantienen un comportamiento mas agresivo y relacionado a un peor
prondstico clinico (21, 66). Por lo anterior en este trabajo se analizo si existia alguna
diferencia en la expresién de las proteinas p53, PTEN y hDIg entre los dos tipos
histologicos, los resultados se muestran en el cuadro 8.

Cuadro 8. Diferencia en la expresion de las proteinas p53, PTEN y hDIg entre los tipos de céncer
escamoso y adenocarcinoma.

PROTEINA CANCER ESCAMOSO n=91 =~ ADENOCARCINOMA n=14

P53 59(64.8%) 8 (57.4%)
PTEN 23(25.2%) 1(7%)
hDIg 70(76.9%) 8(57.4%)

En el cuadro 8 se muestran los casos de cancer escamoso (n= 91, lo que corresponde
86.6% de la muestra) y de adenocarcinomas (n=14, lo que concierne al 9.45%). A pesar
de que los canceres escamosos presentaron una mayor inmunoreactividad para las tres
proteinas, no existid una diferencia significativa en cuanto a su expresion entre los dos

grupos.

5. INTENSIDAD DE LA EXPRESION DE LAS PROTEINAS p53, PTEN Y
hDlg EN MUESTRAS PREMALIGNAS Y CaCU.

El marcaje inmunohistoquimico como factor prondstico en neoplasias representa quizas
uno de los temas mas controvertidos en el campo de la patologia oncoldgica, ya que los
resultados se pueden prestar a subjetividad debido a la adopcion de mdltiples sistemas



para clasificar la intensidad (82). En este trabajo la intensidad del marcaje se considero
como leve, moderada e intensa con respecto a un tejido control (Fig. 25). A si mismo se
evallo el porcentaje de tejido tumoral positivo para cada una de las proteinas. Los niveles

de expresion de las proteinas PTEN y hDlg se muestran en los cuadros 9 y 10.

FIGURA 26. Intensidad de la inmunotincién. A) Cambios citopaticos negativos a inmunotincion, B)
Carcinoma epidermoide tincion leve en el nucleo (flecha) C) Cancer in situ tincién moderada en
citoplasma y D) Carcinoma epidermoide invasor tincion intensa en citoplasma.

Cuadro 9. Intensidad de la inmunoreaccion de la proteina PTEN en lesiones premalignas y CaCU.

PREMALIGNAS n=43
16(37.2%)
4(9.3%)




En el cuadro 9, se exponen los resultados de intensidad de inmunotincién para la proteina
PTEN, en general la expresion de esta proteina es leve en ambos grupos, sin embargo
existe una diferencia significativa (p=0.0191) en el nimero de casos entre las lesiones
premalignas (16 casos igual a 37.2%) y los casos de cancer invasor (16 casos igual al

15.2%).

Con respecto a los porcentajes de tejido tumoral positivo (Fig. 26) nos muestran una clara
tendencia a la pérdida de la expresion de esta proteina en las lesiones invasoras, ya que el
12.38% de los casos presento un porcentaje de tejido tumoral muy bajo (<25%) que
contrasta con el bajo porcentaje (3.8%) de casos que presentaron una porcentaje de

positividad alto (>75%).

PORCENTAJE DETEJIDO TUMORAL
POSITIVO APTEN

# de casos
(o))
1

<25% 25-50% 50-75% >75%

Porcentaje tumoral positivo

Figura 27. Porcentaje tejido tumoral positivo a la proteina PTEN. La mayoria de los casos positivos (13)
a esta proteina se distribuyeron en un area tumoral menor al 25%.



Cuadro 10. Intensidad de la inmunoreaccién de la proteina hDIlg en muestras premalignas y CaCU.

INTENSIDAD hDlg PREMALIGNAS n=43 MALIGNAS n=105

LEVE (1) 7(16.2%) 32(30.47%)
MODERADO (2) 9(20.9%) 29(27.61%)
INTENSO (3) 4(9.3%) 17(16.1%)

La intensidad de la inmunotincion para la proteina hDIg también resulto
significativamente diferente entre ambos grupos (p=0.0126). Estos resultados se observan
en el cuadro 10, donde se refleja claramente un aumento en la expresion de esta proteina
en las lesiones malignas. Un ejemplo de esto lo representa el porcentaje de inmunotincion
intensa que para el caso de las lesiones premalignas fue del 9.3% mientras que para las
lesiones invasoras fue del 16.1%.

Esta misma tendencia se encontr6 en el porcentaje de tejido tumoral positivo (Fig. 27),
donde el mayor numero de casos (35 casos) presentaron grandes superficies del tumor

positivos a esta proteina (>75%).

PORCENTAJE DE TEJIDO TUMORAL
POSITIVO AhDlg

# de casos

<25% 25-50% 50-75% >75%

Porcentaje tumoral positivo

Figura 28. Porcentaje de tejido tumoral positivo a la proteina hDlg. La mayoria de los casos positivos
(35) a esta proteina se dieron en un area tumoral mayor al 75%.



Con respecto a la proteina p53 no se encontrd diferencia significativa en cuanto a la
intensidad de marcaje entre los dos grupos. Sin embargo es notable la diferencia que
existe en el area tumoral positiva (Fig. 28) a esta proteina ya que el mayor numero de

casos positivos (n= 45) presentaron un area poco extensa (<25%).

PORCENTAJE DE TEJIDO TUMORAL
POSITIVO Ap53
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Porcentaje tumoral positivo

Figura 29. Porcentaje de tejido tumoral positivo a la proteina p53. La mayoria de los casos positivos (45)
a esta proteina se distribuyeron en un area menor al 25% del tejido tumoral.



DISCUSION

En el presente trabajo, mediante ensayos de inmunohistoquimica con anticuerpos
especificos, se determinaron los niveles de expresion y la localizacion de las proteinas
supresoras de tumores p53, PTEN y hDIg, en 43 muestras premalignas y 105 de cancer
invasor. Con respecto a la expresion de la proteina PTEN esta disminuyo
significativamente, en las lesiones invasoras con respecto a las premalignas; su
localizacion fue principalmente nuclear. La expresion de la proteina hDIlg se encontrd
significativamente aumentada en las lesiones invasoras, expresandose preferentemente en
el citoplasma. Por ultimo, no se encontraron cambios significativos entre los casos

positivos a la proteina p53 con una localizacion 100% nuclear.

En estudios epidemioldgicos, se han identificado varios factores de riesgo que
contribuyen al establecimiento del CaCu. Entre estos, el principal es la infeccion
persistente por tipos oncogénicos de VPH, siendo los genotipos viricos 16 y 18 los de
mayor incidencia en la poblacion en general y los mas asociados a CaCU (6, 25,30). En
el caso de nuestra poblacion el comportamiento fue similar ya que el 56% de los casos
presentaron una infeccion por el virus tipo 16 y el 11.5% con el tipo 18. El resto de los
tipos viral (31, 32, 33, 35, 39) estuvieron representados por un nimero menor de casos,
este comportamiento fue igual tanto en las muestras premalignas como de cancer invasor.
Cabe mencionar que las infecciones multiples no fueron incluidas en este trabajo, ya que
el papel de la sinergia entre diferentes tipos virales en una misma lesion aun es un tema

controversial.

Varios estudios han reportado la evolucion de la historia natural de las lesiones
premalignas, estos han revelado que la mayoria de las lesiones de bajo grado son
transitorias y que la mayoria de las pacientes tiene la capacidad de eliminar la infeccion,
sin embargo, es probable que las lesiones de alto grado persistan y progresen a CaCU, en
un intervalo de tiempo que va de los 10 a 20 afios (6). Consistente con este dato, en
nuestro grupo de mujeres, aquellas que presentaron lesiones precursoras fueron en

general, mujeres méas jovenes, en un promedio de edad en la década de los 30’s, en



comparacion, las mujeres con lesiones invasoras fueron 10 afios mayores, con un
promedio de edad en la década de los 40’s; esta ventana de tiempo de diez afios, podria
representar el tiempo necesario para que una infeccion persistente del VPH-AR

progresara a una lesién maligna.

La fosfatasa PTEN presenta altas tasas de mutacién en una gran variedad de casos cancer;
sin embargo, en CaCU el indice de mutaciones de esta fosfatasa es muy bajo. En la
literatura se ha mostrado que la positividad para la proteina PTEN, va disminuyendo
conforme las lesiones cervicales van progresando de lesiones precursoras a lesiones
malignas. Por otro lado, se ha propuesto que esta disminucidn en los niveles de expresion
de esta fosfatasa se deben a la oncoproteina E6 de los VPH-AR que puede regular la
actividad de la proteina PTEN a través de su capacidad para inducir la degradacion de
hDIlg (32). Otro mecanismo importante en la regulaciéon de PTEN es a nivel
transcripcional y esta mediado por la actividad de la proteina p53. Con estas
observaciones, se ha postulado, que la pérdida de esta PTEN esta asociada con la
progresion a cancer invasor, independientemente del tipo viral que infecte la lesion.
También se ha asumido que la perdida de PTEN, incrementa la angiogénesis
favoreciendo el crecimiento tumoral (76, 85y 86).

Estos datos coinciden con lo encontrado en el presente trabajo, ya que en el analisis de la
expresion de la proteina PTEN, se encontré una disminucion de la expresion de esta
proteina en las muestras de cancer invasor con respecto a las lesiones premalignas. En
general la expresién de PTEN en ambos grupos fue leve, debido a que nuestro grupo de
muestras premalignas esta constituido en un alto porcentaje de muestras de lesiones muy
avanzadas. Con el analisis del porcentaje de tejido tumoral positivo, se demostrd una
reducida superficie positiva para PTEN, finalmente se tratd de correlacionar el tipo viral
con la expresion de PTEN y como se reporta en la literatura no se encontramos una

correlacion positiva.

La localizacién de PTEN, tiene un importante papel en su actividad. Su principal funcién
es la desfosforilacion de fosfolipidos de membrana, para entrar en contacto con éstos,



PTEN necesita estar reclutada en membrana, para lo cual, se une a proteinas de la familia
MAGUK como hDIg. Sin embargo, su deteccion en membrana, por métodos
inmunohistoquimicos clasicos es muy dificil, debido al tiempo tan corto que esta proteina
permanece en esta localizacién (84). Esto correlaciona con nuestros resultados, ya que
no se encontrd en ninguno de los casos, ni en lesiones premalignas ni en cancer invasor,
la presencia de PTEN en la membrana. En contraste, en la mayoria de los casos
premalignos la ubicacion de esta fosfatasa fue nuclear a diferencia de los casos de cancer
invasor donde la distribucion fue nucleo-citoplasmica. La funcién nuclear de PTEN se
desconoce, aungue se ha postulado que numerosas proteinas reguladoras transportan a
esta para su degradacion en el nacleo (86). Esto podria explicar los reducidos niveles de

esta proteina.

Debido a la importancia de la proteina hDlg en la regulacion de la actividad de PTEN, en
este trabajo se realizd el andlisis de expresion de esta proteina encontrandose una
acumulacién significativa de hDIg en las lesiones invasoras, ademas de un alto porcentaje
de la superficie tumoral positiva a esta proteina. La acumulacién de hDlg, podria ser
resultado de un aumento en la vida media de ésta, producto de mutaciones relacionadas
con el proceso carcinogénico. Sin embargo, lo anterior no puede ser corroborado con el

anticuerpo para hDlg empleado en este trabajo.

Por otro lado, este aumento en la expresion de hDlg en citoplasma, podria explicarse por
una deficiente fosforilacion de esta proteina por las cinasa CDKs, lo cual impide su
translocacion a nucleo y su consecuente degradacién, cuyo mecanismo ha sido
recientemente descrito como una forma de regulacion de los patrones de estabilidad de la
proteina hDIlg. Sin embargo como los niveles de estas CDKs no fueron evaluados, y dado
que el anticuerpo empleado en este trabajo no nos permite identificar el estado de
fosforilacion de hDlg nos es imposible afirmar lo anterior.

En este trabajo, encontramos niveles muy bajos de expresion de hDlg en la membrana y
una localizacién preferentemente citoplasmica. La ausencia de hDIlg en la membrana de

los casos de CaCU es congruente con lo reportado, sin embargo, los bajos niveles de



expresion de hDlg en la membrana de las muestras premalignas se podria deber a que
estas en su mayoria corresponden a NIC Il y cancer in situ.

Los reportes sobre los niveles de expresion de la proteina p53 en el epitelio cervical son
controversiales, ya que, algunos autores reportan aumento en la expresion de esta
proteina en diversos tumores (51, 52, 53, 54). Sin embargo, dado el mecanismo
carcinogénico de los VPH- AR, en el cual la oncoproteina E6, es capaz de mediar la
degradacion de p53, no se esperarian muchos casos positivos a esta proteina en epitelios
con presencia del virus, aunado a la corta vida media de p53 (29).

En este trabajo no se encontraron diferencias significativas en la expresion de la proteina
p53 entre las lesiones premalignas y malignas. Una vez mas el hecho de no encontrar
diferencias entre los grupos se puede deber a las caracteristicas mismas de la poblacién
en donde las lesiones premalignas ya eran muy avanzadas, asi mismo, se determinaron un
elevado nimero de casos positivos a este supresor tumoral (mas de la mitad de los casos
en ambos grupos), lo que puede ser explicado por la capacidad de E6, de los VPH-AR,
de unirse a p53 a través de dos sitios diferentes : uno que regula su degradacién mediada
por E6-AP; y otros sitio el cual no esta involucrado con su capacidad para degradar a
p53, sino que podria estar evitando la salida de p53 al citoplasma y favoreciendo su

acumulacién en el nucleo (48, 81).

Finalmente las mutaciones de esta proteina, pueden aumentar su expresion, pero
numerosos estudios concluyen que las mutaciones de p53 en el cancer cervical son muy
bajas, menos del 10% (50). El anticuerpo empleado en este trabajo era capaz de detectar
a la proteina p53 silvestre, pero no a sus mutantes. Sin embargo, podemos deducir que el
aumento en la expresion de esta proteina en el &rea tumoral esta relacionada con
mutaciones, tal como es propuesto por Chaegh & Looi en 2002 (83), donde concluyen
que la presencia de p53 en mas del 75% del tejido tumoral, se debe a mutaciones. Con

este criterio el porcentaje de mutaciones en nuestras muestras, es muy bajo, menor al 3%.



Por ultimo la expresion de la proteina p53, se ha ubicado en el nucleo celular (51, 52, 53),
no obstante un estudio reciente reportd que ante una infeccion por VPH de bajo riesgo
(Tipos 6/11), la proteina p53 se localiza en el citoplasma celular (81). En nuestro caso,
la totalidad de las muestras en ambos grupos, se encontré a p53 en el ndcleo celular. La
ausencia de esta proteina en el citoplasma, se puede deber a que tuvimos muy pocos
casos de VPH de bajo riesgo.

Con respecto al analizas que se realizd entre los tipos histoldégicos de CaCuU
(adenocarcinomas y escamosos), no se logro encontrar cambio significativo en la
expresion de ninguna de las tres proteinas. Sin embargo, existe una marcada tendencia a
la reduccién de las tres proteinas en los casos de adenocarcinomas, por lo que esta
reduccidn en los niveles de expresion de estas proteinas puede estar relacionada con la
patologia glandular, la cual es mas agresiva y de peor pronéstico clinico. Cabe mencionar
que la incidencia de adenocarcinomas es alrededor del 2% al 8% del total de los casos de
CaCuU (20,21), por lo que la incidencia de este tipo histologico en nuestra poblacién

(9.45%) correlaciona con lo reportado en la literatura.

En este trabajo, se encontr6 una expresion diferencial de las proteinas supresoras de
tumores PTEN y hDlIg entre las lesiones premalignas y las invasoras, lo que nos permite

postular la importancia de estas proteinas en la progresion tumoral.



CONCLUSIONES

La expresion de la proteina PTEN es menor en las lesiones malignas con respecto
a las lesiones premalignas. Su localizacion en lesiones premalignas es
significativamente nuclear, mientras que en las lesiones invarias se distribuye

tanto en el ndcleo como en el citoplasma.

hDIg aumenta su expresion en las lesiones malignas con respecto a las lesiones

precursoras y se pierde de la membrana celular para acumularse en el citoplasma.

Los niveles de p53 no presentaron cambios significativos entre las lesiones

precursoras e invasoras. Esta se ubica en nucleo.

La expresion de las proteinas PTEN y hDIg podrian ser un marcadores de

progresion tumoral.
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