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Resumen

El virus de papiloma humano o VPH es el agente causante de la infeccion de transmision
sexual de mayor prevalencia en el mundo y se estima que virtualmente el 100% de la
poblacion sexualmente activa se infectard con por lo menos uno de los diferentes genotipos
de VPH a lo largo de su vida. Si bien la mayoria de las infecciones por VPH se revierten, se
ha encontrado que los genotipos denominados de “alto riesgo” se encuentran asociados al
desarrollo de diferentes tipos de cancer como lo son el cancer cervicouterino y otros de tipo
anogenital.

Mientras que se tiene plena caracterizacion del mecanismo mediante el cual el VPH
contribuye a la carcinogénesis del epitelio escamoso estratificado, del cual se deriva el
carcinoma de células escamosas, se sabe poco acerca de su participacion en el epitelio
columnar glandular del endocérvix, epitelio del que se deriva el adenocarcinoma de cérvix.
Hasta la fecha, no se tiene un método de deteccion temprana para adenocarcinoma ya que,
al derivarse de tejido que se encuentra en el endocérvix, el acceso a la toma de muestras
para su andlisis esta restringido. De esta forma, la eversion glandular, un fenémeno que
ocurre en mujeres por influencia de cambios hormonales en el que el tejido endocervical
evierte hacia el exocérvix, representa una oportunidad para el estudio de este epitelio.

Por esta razon en el presente estudio, con el objetivo de evaluar la presencia y actividad
del VPH en el epitelio columnar glandular, se analizaron 127 muestras provenientes de
eversion glandular mediante genotipificacion por el ensayo de PCR multiplex de tipo
especifico. Se determind la actividad transcripcional por RT-PCR de E6*l y se realiz6
inmunohistoquimica (IHQ) para L1 (proteina mayor de la capside viral), ki67 y p16™NK4a
ademas de realizar un seguimiento a las pacientes al transcurrir un afio de la toma de
muestras.

Como resultado, se obtuvo que la prevalencia de VPH en esta poblacion fue de 52.86%,
predominando los genotipos de alto riesgo y siendo el VPH-16, el de mayor prevalencia. En
cuanto a la actividad transcripcional, ya que no se encontraron transcritos de E6* se
considera que no existe actividad transcripcional de VPH en este epitelio. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos mediante IHQ para L1, ki67 y p16'k4a en dénde para ningln
caso se mostré positividad en el epitelio glandular columnar. En estos experimentos,
Unicamente se observé tincion difusa en citoplasma en diversos fragmentos de tejido
escamoso presentes en los cortes histolégicos. De acuerdo con el seguimiento realizado a
las pacientes, no se encontraron diferencias significativas entre el grupo VPH positivo y el
VPH negativo con respecto a la presencia de alteraciones inflamatorias y la presencia de
infecciones bacterianas o fungicas. De manera general, no se muestran mayores
alteraciones en el cérvix a un afo del tratamiento, mostrando una reincidencia de eversion
glandular en solo el 1.36% de las pacientes.

Estos resultados sugieren que, aunque hay presencia de DNA de VPH en eversion
glandular, no existe el desarrollo de un ciclo viral en el mismo, por lo que los mecanismos
mediante los cuales el VPH contribuye a la carcinogénesis del epitelio columnar glandular
del endocérvix contindan por ser estudiados.



Introduccioén

El virus de papiloma humano (VPH) es el agente infeccioso causante de la infeccion de
transmisién sexual de mayor incidencia en el mundo. Actualmente, se estima que alrededor
del 70% de la poblaciéon mundial se encuentra infectada con al menos un tipo de VPH. Esta
infeccidon se considera un problema de salud publica en el mundo, principalmente por su
relacién con el desarrollo de distintos tipos de céncer, de entre los que se encuentra el
cancer cervicouterino [1]. Dicho término comprende tanto al adenocarcinoma de cérvix
como al carcinoma de células escamosas, cada uno derivado de un tipo celular distinto
presente en el cérvix. Para entender el desarrollo de la infeccion y como ésta se relaciona
con la manifestacion de células cancerosas es necesario analizar el medio en el que estos

eventos se desarrollan, explorando la anatomia del cérvix.

Anatomia del cérvix

Se conoce como cérvix o cuello uterino a la parte baja del Gtero que lo conecta con la parte
superior de la vagina (ver Figura 1). En él pueden distinguirse 4 secciones: el exocérvix (o
ectocérvix), el os externo, el canal endocervical (o endocérvix) y el os interno. Durante las
exploraciones colposcoépicas la parte que se puede observar es el exocérvix, seguido por
el os externo, que como el término os indica (del latin “boca” u “orificio”), es el orificio que
conecta el canal endocervical con la vagina. En la parte superior del os externo
encontramos al canal endocervical que es el conducto que va del os externo al interno y
que no es visible en las exploraciones. Finalmente tenemos al os interno, que marca la

division entre el canal endocervical y el Utero [2].
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Figura 1. Diagrama del aparato reproductor femenino. En él se aprecia la posicion del cérvix uterino humano.
Del lado derecho se muestran las secciones que componen al cérvix. Modificado de [3].

En cuanto al tamafio y la forma del cérvix, éstos pueden variar dependiendo de la edad de

la mujer, su estatus hormonal o de su paridad. Cuando se habla de una mujer que no ha



pasado por un parto, también denominada como nulipara, el cérvix tiene una forma
cilindrica y un tamafio aproximado de 3 cm de longitud y 2 cm de diametro [4]. Una vez
ocurrido un parto, la forma y tamafio del cérvix cambian debido a la dilatacién que sufre y,
aunque éste se reestructura después, las medidas finales continlan siendo mayor a las
anteriores al parto. Otra de las caracteristicas que cambian son la forma del os externo que
como se aprecia en la Figura 2, en las mujeres nuliparas tiene una forma redondeada

mientras que en una multipara el os externo se extiende de forma horizontal.

Figura 2. Diferencias en la forma del os externo en mujeres (a) nuliparas comparado con (b) multiparas.
Modificado de [5].

Histologia del cérvix

Ademaés de las diferencias anatémicas, cada seccion del cérvix se encuentra revestida por
diferentes tejidos, siendo éstos el estroma (tejido conectivo) y el epitelio glandular y el

escamoso estratificado.

Epitelio escamoso estratificado

Como su nombre lo describe, el epitelio escamoso estratificado se compone de diferentes
capas llamadas estratos, cada uno con un diferente nivel de diferenciacién celular. En el
primer estrato tenemos a las células basales, que forman una monocapa en la membrana
basal que limita con el estroma y al ser células inmaduras conservan su capacidad para
hacer mitosis. El siguiente estrato se denomina “parabasal”’ y se compone de varias capas
de células de morfologia ligeramente mas alargada que la de las células basales y es
posible encontrar figuras mitéticas en las primeras dos capas de este estrato. Finalmente,
tenemos a la capa mas superficial de este epitelio que esta formado por células planas y
elongadas con abundante citoplasma [6]. Es importante mencionar que el epitelio escamoso

del cérvix es no queratinizado a diferencia de la piel.



La altura y diferenciacion de este epitelio se encuentran fuertemente influenciados por la
edad y los niveles hormonales presentes. En edad reproductiva, el epitelio escamoso
estratificado se encuentra bien diferenciado y con una altura elevada, como se observa en

la Figura 3. Durante la infancia y el periodo postmenopausico ocurre lo contrario y

observamos una diferenciacién pobre, asi como una disminucién en la altura de los estratos

[71

Figura 3. Epitelio escamoso estratificado en (a) edad reproductiva y (b) edad avanzada o postmenopausica. En
ambos casos se muestra la tincién con hematoxilina/eosina. Modificado de referencia [7].

La respuesta a la estimulacion hormonal previamente observada se debe principalmente a
la progesteronay los estrogenos. Mientras que la progesterona induce el engrosamiento de
la capa parabasal, ésta no lleva a la maduracion completa de esta capay en el caso de los
estrégenos, éstos promueven tanto la proliferacion como maduracién completa de los tres
estratos. De esta forma, durante la fase secretoria del ciclo menstrual o el embarazo,
cuando la relacion progesterona/estrogenos es elevada, la capa parabasal predomina y
cuando la relacion se invierte, como ocurre durante la fase proliferativa del ciclo menstrual
0 durante la administracion de estrdgenos de manera exdgena, la capa superficial es
predominante [8]. La estructura estratificada de este epitelio es importante ya que le brinda
una composicion robusta para fungir como una barrera fisica de proteccion ante la friccion
mientras que las uniones intercelulares impiden el paso de patégenos hacia las capas
inferiores del epitelio [9].

Epitelio glandular endocervical

Por otro lado, el canal endocervical se encuentra revestido por epitelio glandular columnar
que, a diferencia del escamoso estratificado, éste se distribuye como una monocapa y no
forma estratos. Lo componen células columnares secretoras de mucina con morfologia
cilindrica que muestran un nacleo pequefio orientado hacia la membrana basal, ademés de

abundante citoplasma en el que también encontramos presencia de moco. Su arquitectura
4



en el endocérvix forma invaginaciones llamadas criptas endocervicales. En una inspeccion
visual colposcépica el epitelio columnar tiene una apariencia rojiza debido a que al ser una
sola capa se puede observar la vascularizacién del estroma [10]. Debajo de la capa simple
de células columnares encontramos a las células de reserva, cuyas diferencias
morfolégicas con las células columnares pueden apreciarse en la Figura 4. Las células de
reserva son similares a las células basales encontradas en el epitelio escamoso, pero éstas

muestran una capacidad bipotencial, siendo capaces de producir tanto mucina como

queratina [7].

Figura 4. Inmunohistoquimica de epitelio endocervical. Células columnares del endocérvix con (a) tincion
hematoxilina/eosina y (b) células de reserva mostrando reaccién inmunohistoquimica positiva a citoqueratina
KA 1. Las flechas sefialan a las células de reserva. Tomado de referencia [7].

Al igual que el epitelio escamoso, el columnar glandular también muestra respuesta ante la
regulacion hormonal por progesterona y estrogenos. Esto se ve reflejado en los tipos de
moco presentes en las diferentes etapas del ciclo menstrual. Como se mencioné
anteriormente, las células columnares producen mucinas, que son glicoproteinas de alto
peso molecular cuya funcién es proteger al tracto reproductivo superior de la invasion por
agentes patdgenos al tiempo que cumple sus funciones para promover o desfavorecer la
reproduccion [11]. Durante la fase proliferativa del ciclo menstrual el tipo de moco presente
es el denominado estrogénico, que es ligero, acuoso y de muy baja viscosidad. Este tipo
de moco es el responsable de ayudar al transporte de los espermatozoides por el tracto
reproductivo femenino y es abundante en la fase ovulatoria. El otro tipo de moco es el
progestacional o gestativo que se caracteriza por ser grueso y pegajoso, por lo que su
funcion es bloquear el paso de los espermatozoides hacia el tracto superior y se encuentra
altamente concentrado después de la fase ovulatoria y durante la fase secretoria del ciclo

menstrual [12].



Estroma

Tanto el epitelio escamoso estratificado como el glandular endocervical requieren de un
soporte que funcione como andamio para mantenerlos en posicion y es el estroma quién
cumple con esta funcion, entre muchas otras. El estroma se compone de coladgeno, elastina
y musculo liso, siendo su componente mayoritario el colageno (70% de tipo | y 30% de tipo
[l), que corresponde al 80% de su estructura. En cuanto a la proporcion de musculo liso,
se estima de un 10-15% y este se encuentra distribuido aleatoriamente en el estroma
mientras que la elastina cuenta apenas para un 0.9-1.6% [13].

Union escamocolumnar

Existe una zona de transicion abrupta donde el epitelio glandular y el escamoso se
encuentran. A esta zona se le denomina union escamocolumnar. Su posicién con respecto
al os externo varia dependiendo de la edad, estatus hormonal y paridad de la mujer. Antes
de la primera menstruacion la union escamocolumnar se encuentra muy cerca del os
externo, pero al llegar la pubertad los 6rganos genitales femeninos se desarrollan y
aumentan en tamafio mientras que el canal endocervical se elonga por influencia de los
estrdgenos, lo que lleva a la eversién del epitelio endocervical hacia el exocérvix y coloca
a la unién escamocolumnar lejos del os externo [14]. El epitelio columnar, ahora expuesto
al ambiente acido y hostil de la vagina es reemplazado por epitelio escamoso estratificado
mediante dos posibles mecanismos. El primer mecanismo se denomina reparacion
ascendente y consiste en el sobrecrecimiento o proliferacion del epitelio escamoso
estratificado adyacente, que cubre al epitelio columnar expuesto [7]. El segundo se
denomina metaplasia escamosa o reparacion descendente y consiste en la transformacién
de un tipo celular maduro a otro [15]. Mediante este mecanismo el proceso comienza
cuando las células de reserva proliferan y se diferencian a células escamosas, generando
nuevo epitelio escamoso inmaduro y termina cuando la monocapa de células columnares
se pierde dejando Unicamente al nuevo epitelio escamoso estratificado en posicion [16].De
esta forma se crea una nueva unién escamocolumnar y al area que se encuentra entre la
union escamocolumnar original y la nueva, donde ocurre el proceso de metaplasia, se le
denomina zona de transformacion [17]. Si los estimulos causantes de la metaplasia
continlan, existe la posibilidad de que se presente una displasia, haciendo de la zona de
transformacioén, un area de especial interés ya que la mayoria de los carcinomas de cérvix

se originan en esta zona.



Cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCU) es el cuarto tipo de cancer de mayor incidencia en mujeres
del mundo y causante de 311,365 muertes en el 2018 [18]. Este se produce cuando las
células del cérvix comienzan a dividirse de manera no controlada. Dichas células en
constante division son hipertroficas, anaplasicas y afuncionales y crean una masa llamada
tumor que crece hasta entorpecer las funciones del tejido mismo, ademas de competir por
los nutrientes con las células funcionales. Esta masa puede ademas, invadir tejido sano
adyacente y algunas de éstas células pueden desprenderse y esparcirse por el organismo

en un proceso llamado metastasis [2].

El CaCuU tiene la particularidad de desarrollarse de manera lenta, por lo que pueden pasar
afios hasta que se presenten sintomas, pero también brinda la oportunidad de ser detectado
en etapas tempranas por lo que con revisiones ginecoldgicas regulares es altamente

prevenible.

Las lesiones que preceden al CaCU se clasifican como neoplasias intraepiteliales cervicales
de grado 1 al 3 (NIC1, NIC2 y NIC3) y de dejarse sin tratamiento, NIC2 y NIC 3 progresan
al desarrollo de CaCU. Es importante mencionar que estas lesiones pueden encontrarse
clasificadas también como displasias leves, moderadas y severas, asi como lesiones

escamosas intraepiteliales de bajo y alto grado [19].

En NIC1, que corresponde a una displasia leve, encontramos que las células se observan
maduras y con un minimo de anormalidades en el nlcleo, asi como unas pocas figuras
mitoticas y células no diferenciadas en la parte mas profunda del epitelio. Para NIC 2 la
presencia de figuras mitéticas y células no diferenciadas se extiende hasta la mitad del
epitelio y se observan méas anormalidades nucleares. Finalmente, para una NIC3 la
diferenciacion en los estratos es practicamente nula, hay figuras mitéticas a través de todo

el grosor del estrato asi como anormalidades nucleares [10].

Como se mencioné anteriormente, el término CaCU comprende de manera general al
cancer desarrollado en el cérvix, pero como hemos revisado, en el cérvix tenemos la
presencia de dos diferentes epitelios, el escamoso estratificado y el columnar glandular de
los cuales se derivan respectivamente el carcinoma de células escamosas y el
adenocarcinoma de cérvix. La clasificacion antes mencionada aplica Unicamente para el

carcinoma de células escamosas, ya que para el adenocarcinoma invasor no existe un



consenso sobre la clasificacion de las lesiones premalignas y sélo se reconoce como tal al

adenocarcinoma in situ.

En el carcinoma de células escamosas existen tres subdivisiones principales, de las cuales
se observan cortes histoldgicos representativos en la Figura 5, siendo éstos el carcinoma no
queratinizado de células pequefias originado de las células de reserva, el carcinoma no
queratinizado de células grandes derivado de epitelio metaplasico y el carcinoma
queratinizado de células grandes, originado del epitelio escamoso del exocérvix [20]. De
estos tres subtipos, el de mayor incidencia es el carcinoma no queratinizado de células
grandes, que representa un 70% de los casos que se presentan anualmente, seguido por
el carcinoma queratinizado de células grandes con un 25% vy finalmente el de células
pequefias, con un 5% [7]. Otras variantes que se encuentran con mucho menor frecuencia
son el carcinoma papilar de células escamosas que histolégicamente puede parecer un
papiloma benigno que pasa por un cambio celular displasico, el carcinoma tipo
linfoepitelioma, que cuenta con extensas infiltraciones linfociticas y el carcinoma verrucoso
caracterizado por células escamosas queratinizantes bien diferenciadas e invasion

estromal voluminosa observado principalmente en vulva y vagina.
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Figura 5. Cortes histologicos de los tipos mas comunes de carcinoma de cérvix. En la subfigura (a) se muestra
el carcinoma no queratinizado de células pequefias, en (b) carcinoma no queratinizado de células grandes y (c)
carcinoma queratinizado de células grandes con tincion hematoxilina/eosina en todos los casos. Modificado de
referencia [7].

Para el caso del adenocarcinoma se reconoce como lesion premaligna Unicamente al
adenocarcinoma in situ, caracterizado por la aparicion de células glandulares atipicas
organizadas en un arreglo pseudoestratificado y que muestran agotamiento del contenido
mucoso del citoplasma [19].



Si bien el carcinoma de células escamosas representa aproximadamente el 70% de los
casos de CaCU y el adenocarcinoma de cérvix un 15-20%, se ha observado que mientras
la incidencia de carcinoma de células escamosas disminuye, el de adenocarcinoma
continda incrementandose puesto que, en 1970, el adenocarcinoma de cérvix representaba
apenas el 5% de los casos de CaCU [21]. Pese a las diferencias que existen entre el epitelio
escamoso estratificado y el columnar glandular, cuando se trata de los tipos de cancer
derivados de estos, no se hace diferencia ni en el tratamiento ni en las estrategias de
deteccion temprana, puesto que no existe ninguna para el adenocarcinoma, aun cuando
éste posee un prondstico mas pobre por la tendencia que presenta a ser mas extensoy a
presentar metastasis linfégena y hematdgena de manera temprana [22]. De manera
general, se han implementado programas de prevencién y deteccién temprana de CaCU,
razon por la cual se considera que la incidencia de carcinoma de células escamosas ha
disminuido. Dichos programas se basan en la deteccion y monitoreo del principal factor de
riesgo para CaCU, el VPH.

Céancer cervicouterino y VPH

En 1976, Harald zur Hausen propuso la hipétesis de que el virus de papiloma humano
contenido en las verrugas genitales (condilomata acuminata) tenia relacion con el cancer
cervical, debido a que mostraba un patron epidemiolégico similar. Hasta ese momento la
comunidad cientifica consideraba que era el herpes simplex virus -2 (HSV-2) quién podria
perfilarse como un posible causante o factor de riesgo para el CaCU, basados en los
cambios citoldgicos observados en pacientes con anaplasias cervicales que correspondian

a los generados por una infeccion con HSV-2 [23], [24].

Zur Hausen, también trataba de analizar la naturaleza de la relacion entre el HSV-2 y el
CaCuU pero no le fue posible detectar DNA viral mediante hibridacion de acidos nucléicos
en ninguna de sus muestras. Por esta razén zur Hausen realizé una revision de literatura
encontrando que, a diferencia de las verrugas genitales comunes, los condilomas podian
volverse malignos y que se habia encontrado presencia de VPH en ellos. A partir de esta
observacion zur Hausen propuso que el VPH podria estar relacionado con el desarrollo de
CaCuU, en lugar del HSV-2 [25]. Los trabajos posteriores de zur Hausen permitieron también
identificar la presencia de DNA de VPH en biopsias de CaCU, asi como algunos de los tipos
virales mayormente representados como lo son el 6, 11, 16 y 18, estableciendo también

que los tipos virales que causan condilomas no necesariamente causan CaCU y viceversa



[26]-[29]. La relevancia de sus aportaciones lo llevaron a recibir el premio nobel en el afio
2008.

Actualmente la presencia de VPH en CaCU es ampliamente reconocida. En un estudio
realizado por Saraiya M. y colaboradores se reportd la presencia de VPH (cualquier
genotipo) en el 98.8% de los carcinomas in situ analizados dénde los genotipos
predominantes son 16 y 18, representando un 62.6% [30]. De acuerdo con la agencia
internacional de investigacién en cancer (IARC, por sus siglas en inglés) se considera que
existe una infeccion persistente de VPH en virtualmente todos los casos de CaCU y que

este es necesario para el desarrollo de este tipo de cancer [31].

Virus de papiloma humano

Taxondmicamente, el virus de papiloma humano pertenece a la familia Papillomaviridae.
Esta familia comprende un grupo de virus no envueltos cuyo material genético es DNA
circular de doble cadena (5,748 a 8,607 pb) y poseen una capside de un tamafio
aproximado de 55 nm, con forma icosahédrica compuesta por 72 capsémeros [32], cuya

representacion y micrografia puede observarse en la Figura 6.

Figura 6. Capside del virus de papiloma humano. Del lado izquierdo se muestra una representacion atémica
qgue combina reconstrucciones de imagen de microscopia electronica de virus de papiloma bovino a una
resolucion de 9 A, con coordenadas de la estructura cristalina de particulas tipo virus de VPH-16. En el centro,
esquema que representa a los 72 capsdmeros de la capside y a la derecha una micrografia electronica de
contraste negativo de viriones de VPH-1. Tomado de [32].

Los virus de papiloma son especie-especificos, por o que un determinado tipo de VPH
puede infectar s6lo a un hospedero dado. Se han observado virus de papiloma en aves,
reptiles y mamiferos, pero no se han encontrado hasta la fecha en invertebrados.
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Estos virus pueden infectar tanto epitelio cutdineo como mucoso y se transmiten por
contacto directo. Pueden generar ya sea papilomas visibles como infecciones cronicas
asintomaticas, pero la mayoria de los papiloma virus se han adaptado bien a sus

hospederos y generan infecciones “benignas” [33].

Su clasificacién se determina primero tomando en cuenta a la especie a la que infectan, y
posteriormente con base en las diferencias encontradas en el marco abierto de lectura del
gen L1 [34]. Se considera un tipo diferente de VPH cuando la secuencia de DNA de L1
difiere al menos en un 10% con respecto a los otros tipos de VPH. Actualmente existen 29
géneros de virus de papiloma, de los cuales sélo 5 corresponden a humanos, siendo estos

los géneros alpha, beta, gamma, mu y nu [35].

Hasta el 2017 se tenian registrados 206 diferentes tipos de VPH y se espera que nuevos
tipos continden apareciendo [36]. En la actualidad se han subdividido a los VPH como de
alto o de bajo riesgo, de acuerdo con su potencial para llevar al desarrollo de cancer, pero
esta no es una clasificacién taxondmica. Los tipos virales mayormente representados de la
clasificacion de alto riesgo son VPH16 y 18 mientras que VPH6 y 11 representan a los de

bajo riesgo.

Genoma

El genoma del VPH se organiza en 3 secciones. La region de expresién temprana o
denominada E (early), la de expresion tardia L (late) y la region larga de control. En la region
E se encuentran genes que codifican para proteinas relacionadas con la replicacion,
transcripcion y la manipulacién del medio celular. En la regién L se encuentran los genes
que codifican para las proteinas que componen a la capside viral, siendo estas L1
(componente mayoritario) y L2. Finalmente, en la region larga de control se encuentra el
origen de replicacién y los sitios de unién de los elementos regulatorios y factores de
transcripcion. En la Figura 7 se observa el esquema del genoma del VPH-16 como ejemplo,

con sus respectivos marcos de lectura abiertos.
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Figura 7. Esquema del genoma de VPH-16. Se observan los 8 marcos de lectura abiertos que contienen los
genes necesarios para las diferentes etapas del ciclo viral. También se observan los elementos promotores PE
(0 p97) y PL (p670) asi como los sitios de poliadenilacion temprano y tardio AE y AL. Tomado de [37].

El genoma viral del VPH cuenta con 8-10 marcos de lectura abiertos que incluyen a los
genes que codifican para las proteinas estructurales L1 y L2, y las no estructurales E1 a
E8, pero hasta la fecha no existen reportes de proteinas virales asociadas a los marcos de

lectura correspondientes a E3 y E8 [32] y en algunos casos estos se han perdido.

Ciclo viral

Para que la infeccion pueda darse es necesario que el virus llegue hasta su célula diana, la
célula basal del epitelio escamoso estratificado, por lo que se requiere de la presencia de
una microlesiéon que permita el paso de los viriones hasta el estrato basal, donde se

encuentran dichas células. Una vez que se tiene contacto, es momento de la internalizacion.

Hasta la fecha existe discusion sobre el mecanismo de entrada del virus, pero se considera
gue los proteoglicanos de heparan sulfato cumplen un papel importante al establecer el
primer contacto con la cpside viral [38]. Los proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs

por sus siglas en inglés) son moléculas con un nucleo proteico al que se encuentran unidas
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cadenas lineares de polimeros polidispersos con diferentes patrones de sulfatacién (HS).
Dichos polimeros estan formados por unidades alternadas de a-D-glucosamina y acido [3-
D-glucurénico o acido a-L-idurénico [39]. Los HSPGs pueden encontrarse tanto en la matriz
extracelular como en la superficie de muchos tipos celulares siendo los mas comunes los
sindecanos Yy los glipicanos. Mientras que los glipicanos son caracteristicos del sistema
nervioso central, los sindecanos predominan en las células epiteliales. Particularmente el
sindecano-1 aumenta sus niveles de expresién cuando se pasa por el proceso de
cicatrizacion de una herida, que como mencionamos anteriormente, se considera necesario

para que el VPH pueda llegar a la membrana basal [40].

De esta forma, la proteina L1 de la cépside viral interacciona con el HS mediante los
residuos de lisina 278, 356 y 361, lo que genera un cambio conformacional en la proteina
L2 [41]. Esto expone el extremo N-terminal de L2, en donde se encuentra un sitio de
escision para proproteina convertasa del tipo furina. El corte en el sitio de escision parece
ser un paso importante en el proceso de internalizacion, ya que se ha observado que
pseudo viriones previamente escindidos en el extremo N-terminal de L2 son capaces de
unirse e infectar células deficientes en HSPGs, por lo que se cree gque esta escision lleva a
un nuevo cambio conformacional que separa al virion de su unién con el HS y permite su
interaccion con un segundo receptor [42]. Para este punto, se han propuesto como posibles
segundos receptores a a6-B4 integrina, tetraspanina CD151 y el heterotetramero de
anexina A2, principalmente porque todos ellos se encuentran altamente expresados en el
estrato basal del epitelio escamoso estratificado, aunque a6-4 integrina es el mayormente
aceptado [43]. Posterior a estas interacciones, el virion pasa por un proceso de endocitosis
mediada por clatrina, aunque se ha observado que algunos tipos virales como VPH31 son
sensibles a la via caveolar, lo que sugiere que distintos tipos de VPH podrian usar diferentes

vias de internalizacion [40].

Posterior a la entrada y la pérdida de la envoltura de L1, L2 forma un complejo con el
genoma del virus y escapan del endosoma tardio para después translocarse al nucleo. La
forma en la que esto ocurre es desconocida, pero se hipotetiza que la entrada del complejo
DNA/L2 al nucleo podria ocurrir durante la mitosis, cuando la membrana nuclear se
desensambla [44]. Una vez en el nlcleo, el ciclo viral en las nuevas células hospederas

comienza.
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Figura 8. Organizacion del ciclo viral del VPH durante una infecciéon productiva. (A) Esquema del epitelio
escamoso estratificado. Se muestra en cédigo de colores la expresion de los genes virales en los diferentes
estratos. (B) Actividad correspondiente a la expresion de los genes sefalados en la figura (A). Modificado de
referencia [45].

Para el VPH, se encuentra bien definido que el ciclo viral esta ligado al proceso de
diferenciacion del epitelio escamoso estratificado, de forma que se observa expresion de

diferentes genes virales a lo largo de los estratos, tal y como se observa en la Figura 8.

El ciclo comienza con la division de las células basales, en la cual se replica también el
genoma viral y una copia pasa a la célula hija y otra se queda en la célula madre, proceso
en el que participan las proteinas virales E1 y E2. Para lograr esta tarea, el gen E1 que
codifica para una proteina tipo helicasa del mismo nombre, se expresa. Dicha helicasa es
dependiente de ATP y tiene actividad enziméatica, su forma activa es hexamérica [46]. Por
si sola se une al DNA en el origen de replicacién con poca afinidad, por lo que requiere de
un estabilizante, la proteina E2. Ademéas de su interaccion con E2, E1 ha mostrado
interaccion con la subunidad p180 de la ADN polimerasa a-primasa celular, reclutando asi

la maquinaria de replicacion celular en el origen de replicacion viral.

Continuando con la proteina E2, ésta se une mediante sus dominios de unién a DNA con
una alta afinidad a sus sitios de unién en el origen de replicacién, dénde recluta a E1 a
través de su extremo N-terminal, también conocido como dominio de transactivacién, que
interactda con el extremo C-terminal de E1. Esta unién no solo recluta a E1 al ori, sino que
también impide que esta se una inespecificamente a DNA celular [47]. Entre otras funciones
de E2 se reconoce su participacion en la segregacion del genoma viral uniéndose a este y
a los cromosomas celulares cuando las células basales se dividen, asegurandose de que

las células hijas porten genoma viral también [48]. E2 ademas ha mostrado ser un regulador
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negativo del promotor Pg7, que dirige la expresién de E6 y E7, por lo que mientras E2 se

exprese los niveles de E6 y E7 se mantienen controlados [49].

El siguiente paso es continuar con la replicacién del genoma. En un epitelio normal las
células que migran al estrato parabasal salen del ciclo celular y entran en un proceso de
diferenciacién terminal. Sin embargo, cuando existe una infeccién por VPH en estas células,
comienza la expresion de los genes virales E6 y E7, que trabajan en conjunto para que el
ciclo celular progrese. Esto lo logran mediante dos estrategias: la primera por la interaccién
de E7 con la proteina del retinoblastoma o pRb, que es considerada con actividad supresora
de tumores, puesto que se une a integrantes de la familia de factores de transcripcién E2F
[50]. Cuando estos factores de transcripcion interactdan con sus genes blanco, la célula
entra en la fase S del ciclo celular. De esta forma, cuando pRb se une a estos factores, el
ciclo celular no progresa hasta que pRb se fosforila y libera a E2F. Es asi como la proteina
viral E7 promueve la progresion del ciclo celular interactuando con pRb, dicha union libera
al factor E2F al que pRb se encontraba unido y la célula entra en la fase S del ciclo celular
[51].

El segundo mecanismo tiene como blanco a p53, proteina antitumoral conocida como el
“guardian molecular del genoma”. P53 es sensible a cambios que indiquen estrés, como lo
son la inestabilidad gendmica, el aumento en la concentracion de especies reactivas de
oxigeno, la hipoxia y la activacibn de oncogenes. Estas sefiales generan cambios
postranscripcionales en p53 que la estabilizan y le permiten activar a sus genes blanco,
involucrados en procesos como apoptosis, arresto del ciclo celular, reparacion de DNA,
mecanismos antioxidantes y regulacién metabdlica [52]. La proteina viral E6 posee la
capacidad de unirse a la ubiquitin ligasa E6AP mediante su dominio de reconocimiento de
sustratos N-terminal, redireccionando su especificidad hacia p53, por lo que el complejo E6-
E6AP marca a p53 para su degradacion por proteosoma [53]. Sin p53, la célula no entra en
arresto celular al identificar la entrada extra a la fase S (causado por E7), y tampoco se
genera apoptosis al acumular dafios al genoma, lo que contribuye al desarrollo de
malignidad en las células. Por esta razén tanto E6 como E7 son consideradas
oncoproteinas virales y tienen un papel fundamental en el desarrollo y mantenimiento del

proceso de transformacion de las células epiteliales a cancerosas.

El siguiente paso del ciclo consiste en la amplificacion del genoma, por lo que se observa

un incremento en la expresion de los genes tempranos E1, E2, E5, E6 y E7. Esta se
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desarrolla en el estrato intermedio, dénde comenzamos a observar a la proteina E5 que
presenta diferentes funciones relacionadas con el tréfico vesicular de la célula. Esta
proteina se une directamente a la subunidad de 16 kD de la ATPasa vacuolar [54],
interfiriendo con el proceso de acidificacién del endosoma e impidiendo asi la degradacion
del receptor de factor de crecimiento epidermal (EGFR, por sus siglas en inglés), lo que
eleva la cantidad de EGFR en la membrana de la célula [55]. Este mismo mecanismo
interfiere también con la respuesta inmune ya que se ha observado que impide la correcta
carga de los péptidos a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por
sus siglas en inglés) clase Il [56] y promueve la retencion de MHC clase | en el aparato de
Golgi [57].

Conforme las células infectadas se acercan a los estratos superiores se observa también
la expresion del gen que codifica para la proteina E4, cuya participacion exacta se
desconoce, pero se ha observado una acumulacion de la misma en el citoplasma y se
relaciona con la disrupcion y colapso de las redes de citoqueratina de la célula, dejando
intacta a la tubulina y las redes de actina [58]. Este efecto puede interpretarse como una
contribucién a la movilidad del virus para su futura liberacion. El producto mayoritario del
gen E4 se traduce de un ARNm que incluye el coddn de iniciacion de E1 y las secuencias
adyacentes de E4 (E1"E4) [59].

Finalmente, en el estrato superficial se procede con la ultima fase del ciclo, que corresponde
al ensamblaje de los viriones y empaquetamiento del genoma del virus, para su posterior
liberacion. Para esto se requiere de la expresion del gen L2, la salida del ciclo celular, y la
expresion del gen L1 [60]. El empaquetamiento del genoma requiere del reclutamiento de

la proteina L2 por medio de E2 a las regiones de replicacion viral [61].

Posterior a esto, la expresion de L1 y el ensamblaje de la c4pside icosahédrica comienzan
en el ndcleo. Una vez ensambladas las cépsides y con el genoma empaquetado, el
ambiente oxidativo de las células superficiales del epitelio genera la acumulacion de
puentes disulfuro entre las proteinas L1, brindandole estabilidad a las capsides [62]. Para
finalizar el ciclo solo resta la liberacion de las capsides virales del estrato superficial del

epitelio por medio de la desescamacion del mismo.

Transformacion celular por VPH

Aunque la incidencia de VPH es elevada, en promedio el 80% de las infecciones no

progresan y tienden a ser eliminadas por el sistema inmune del hospedador [63]-[66]. Para
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los casos en los que se logra una infeccion persistente, con el tiempo ocurre un evento no
programado en el ciclo viral del VPH que promueve la progresion hacia la transformacion

maligna, la integracion del DNA viral al del hospedador.

Aunque existen diversos factores que contribuyen a la transformacién maligna en una
célula, en CaCU el desarrollo del ciclo viral y la integracibn del DNA son pasos
determinantes. Esto se puede observar al identificar el estado fisico del DNA de los tipos
virales de mayor incidencia, VPH16 y 18 en carcinomas invasores. En estos estudios se ha
encontrado que para VPH16 del 35.4-72% muestra DNA viral integrado, del 20-27.8%
contiene DNA aun en estado episomal y un 27-36.7% muestra sélo DNA episomal, mientras
gue para VPH18 se ha encontrado Unicamente la forma integrada en el 100% de los casos
[67]-[69].

El mecanismo mediante el cual el genoma del VPH se integra al del hospedador se
desconoce, pero se ha identificado que en la mayoria de los casos la regién del genoma
gue se integra comprende a los genes E6 y E7, junto con la region regulatoria corriente
arriba (URR, por sus siglas en inglés) [70]. La pérdida o disrupcion de E2 también es rasgo
conservado en la mayoria de los genomas integrados [71], [72]. De esta forma, ya que E2
tiene una funcion regulatoria sobre E6 y E7, al integrarse al genoma sin E2, se produce una
expresion no controlada de los llamados oncogenes virales. Como se analizo
anteriormente, dado que en conjunto los productos de la expresion de estos genes
promueven la proliferacion celular y evitan apoptosis y reparacion de DNA, las células con
este fragmento de genoma viral integrado comienzan a presentar inestabilidad genémica.
Ademas, también se ha observado que E6 posee la capacidad de activar a hTERT,

contribuyendo a la inmortalizacion de las células [73].

De esta forma, la integracion del DNA viral al del hospedero genera proliferacién celular,
inestabilidad genomica e inmortalizaciéon de las células, contribuyendo al proceso de

transformacién maligna.

Como se puede observar, la participacion del VPH en el proceso de carcinogénesis que
ocurre en el cérvix esta respaldada por la literatura. Por esta razon las estrategias para
erradicar el CaCU se han enfocado en la prevencion de la infeccion por los tipos virales de
alto y bajo riesgo de VPH y a la deteccion temprana de las infecciones que no pudieron
prevenirse. Actualmente se conocen 3 diferentes vacunas que cubren a los tipos virales

mas comunes. La bivalente para VPH16 y 18 producida por GlaxoSmithKline plc.
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(Middlesex, UK), la tetravalente que cubre a los tipos virales 6, 11, 16 y 18 y la nonavalente
que cubre a VPH®6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58, ambas producidas por Merck (Rahway,
NJ, USA) [74].

La disminucion en la incidencia de CaCU observada en los ultimos afios se atribuye tanto
a los esquemas de vacunacién implementados alrededor del mundo [75] como a los
programas de deteccion temprana que incluyen al Papanicolau. Sin embargo, como se
menciond anteriormente, mientras que el carcinoma de células escamosas parece
responder a estos esfuerzos y ha disminuido en incidencia, el adenocarcinoma continua en
aumento [21]. Las vacunas actuales son profilacticas por lo que sélo son efectivas para
prevenir, pero no contra infecciones ya existentes, de manera que el screening cervical
sigue siendo una herramienta indispensable para la prevencién del CaCU [76]. En este caso
las limitaciones del screening con respecto al adenocarcinoma se deben principalmente a
que éste se desarrolla en el endocérvix, que no es accesible para la toma de muestras que
se utiliza en estos exdmenes, puesto que usualmente se colectan células solo del exocérvix.
Los problemas de muestreo generan falsos negativos en al menos el 50% de los casos [77],
[78].

Para poder analizar al epitelio columnar glandular y lo que en el ocurre, es necesario
primero tener acceso a él, por lo que una alternativa para el estudio de este epitelio se
encuentra en un proceso que ocurre de manera natural en las mujeres, denominado

eversion glandular o ectopia cervical.

Eversion glandular

Este proceso consiste en la eversion del epitelio glandular columnar que normalmente se
encuentra en el endocérvix hacia el exocérvix, entrando en contacto con la pocién vaginal.
Mientras que un cérvix normal se observa con una textura lisa y una tonalidad rosa palido
en un examen colposcopico, la eversién glandular se distingue por su textura granular y
tonalidad rojiza (ver Figura 9). Esta puede presentarse de manera natural durante diferentes
etapas del desarrollo de una mujer como la pubertad y el embarazo, puesto que se regula
de manera hormonal y responde a niveles elevados de estrégenos [8]. Por esta misma

razén también puede presentarse cuando se esta bajo el uso de anticonceptivos orales [79].
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Figura 9. Vista colposcépica del cérvix humano. Se observa un cérvix normal (lado izquierdo) y un cérvix que
muestra eversion glandular (lado derecho). Tomado de referencia [80].

Debido a que el epitelio columnar tiene una mayor fragilidad al ser solo una monocapa de
células, la exposicién al medio hostil de la vagina puede generar dafios que permitan el
acceso de patdgenos al organismo. Por esta razén la ectopia cervical ha sido propuesta
como un factor de riesgo para contraer infecciones, tales como Chlamydia Trachomatis [81]
y VIH [82].

Aun con su asociacién como posible factor de riesgo ante infecciones, la eversion glandular
no se trata con frecuencia, ya que se considera una condicion fisioldgica normal que puede
“revertirse” por el propio organismo mediante reparacion ascendente o descendente, como
se describi6 previamente. Unicamente se considera el tratamiento cuando se presenta
alguna sintomatologia molesta como lo es el exceso de flujo vaginal o los sangrados
postcoitales o por contacto [83]. En este caso se procede a retirar el tejido ectépico por
medio de técnicas como escision superficial, diatermia, criocirugia o tratamiento con laser

[84]. Finalmente, la zona sufre una re-epitelizacion y cicatriza completamente.

Antecedentes

En 1986, Toon et al. realizé un estudio analizando dos grupos, uno de 106 pacientes con
cambios inflamatorios no especificos y otro con 104 que mostraron citologia cervical normal
y se tomaron biopsias. De ambos grupos, 49 de las 210 muestras provenian de ectopia
cervical y 14 de ellas (29%) fueron ademas positivas a VPH. En este estudio la presencia
de ectopia cervical no era un objetivo de estudio y fue una observacién de la poblacion que
utilizaron, por lo que se sugiere que dicha positividad podria deberse a la presencia del

virus en la uniébn escamocolumnar y no se indaga mas al respecto [85].

19



Posteriormente en el 2002, Duttagupta et al. publicaron un estudio con el propdésito de
determinar una estrategia de deteccion de CaCU basada en VPH, que fuese eficiente pero
rentable para mujeres de zonas rurales en la India. Se incluyeron un total de 850 muestras
dénde las pacientes mostraron una media de edad de 29.07 afios (entre 14 y 80). Entre sus
resultados encontraron que existia una relacion significativa entre las mujeres jévenes
(edades < 23 afos) que presentaron ectopia cervical y la positividad a VPH16/18, pero que
este resultado no podia observarse tomando solo en cuenta la citologia y la inspeccion con
acido acético. Por estas observaciones, concluyen que mujeres con edad menor o igual a
23 afos y que presenten ectopia cervical deben ser analizadas para VPH ya que son un
grupo de riesgo [86].

En el 2004, nuestro grupo de investigacion realizé un estudio con el propdsito de determinar
la prevalencia de VPH y VPH16 en ectopia cervical. Rocha-Zavaleta analiz6 tres grupos: el
primero con pacientes que mostraron ectopia cervical (n=218) y ninguna evidencia de
presencia de VPH, el segundo con pacientes que tenian lesiones asociadas a VPH (n=111)
y el ultimo grupo, un control con pacientes (n=93) que no mostraban evidencia
colposcopica, citolégica o patoldgica de infecciébn por VPH o ectopia cervical. Como
resultado se encontré que el 12.9% de las pacientes del grupo control mostraron positividad
a VPH, pero solo el 1.07% fue positivo a VPH16. En el grupo de ectopia cervical la
positividad fue de 23.3%, de los cuales el 6.8% correspondia a VPH16. De esta forma,
existe una diferencia significativa en la positividad a VPH cuando se compara al grupo de
pacientes control contra el de ectopia cervical, mostrando que aquellas con ectopia son mas

susceptibles a contraer la infeccién por VPH [87].

Continuando con esta linea, en el 2010 se publicé otro estudio realizado por nuestro grupo
de investigacion en el que se evalud la prevalencia de diferentes genotipos de VPH en
pacientes con ectopia cervical, citologia normal y con lesiones intraepiteliales de bajo grado.
En esta ocasion se encontré que la prevalencia de VPH en pacientes con citologia normal
fue de 30.5%, mientras que para las pacientes con ectopia cervical fue de 73.7%. Para
ambos casos el tipo viral predominante fue el VPH18 (21.9 y 53.9% respectivamente). De
este modo se respalda la observacion de los trabajos previamente mencionados de que la
presencia de VPH se observa con mayor frecuencia en pacientes con ectopia cervical y se
propone que estudios sobre el potencial oncogénico del virus en las células columnares

presentes en el tejido ectopico son necesarios [88].
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En contraste con estos resultados, Hwang et al. reportaron un estudio de 138 mujeres
jévenes y adolescentes con una media de edad de 16.7 afios, en donde pretendian
evidenciar la relacidon que existe entre la extension de la ectopia cervical y el riesgo de
contraer una infeccién por VPH. Como resultado obtuvieron que no existia diferencia
significativa al evaluar la prevalencia de VPH comparando la extensién de la ectopia. Ellos
atribuyen estos resultados a que el estudio consideré sélo infecciones nuevas, a diferencia

del resto de los reportes de la literatura [89].

Hasta este punto, los reportes de la literatura indican que la prevalencia de VPH en
pacientes con ectopia cervical es mayor comparada con pacientes sin ectopia, pero el
aspecto del estudio de la posible actividad o funcién del VPH en el epitelio columnar

glandular que se encuentra en el ectropién no se ha abordado.

Nuevamente en nuestro grupo de investigacién, para determinar el potencial oncogénico
del VPH16 y 18 presente en muestras de pacientes con ectopia cervical, Vazquez-Burgos
realizé un estudio de la expresion de las proteinas que participan en el ciclo celular p16™N<4a
y ki-67. En este caso, de 56 muestras positivas para VPH (varios tipos), el 30.3% mostraron
positividad a la tincion para p16™%4 y ki-67 por inmunocitoquimica. La positividad a p16'Nk4a
es un indicador de la presencia de las oncoproteinas E6 y E7, mientras que ki-67 es un
indicador de proliferacién celular. Con esto se plantea evidencia de la posible actividad del

VPH en muestras con ectopia cervical [90].

Justificacion

Mientras que la incidencia de carcinoma de células escamosas disminuye, la de
adenocarcinoma continda aumentando y las estrategias para erradicar al CaCU no toman
en cuenta especificaciones particulares para el adenocarcinoma. Hasta la fecha no se tiene
informacion sobre como el VPH promueve la transformacion celular en células del epitelio
columnar glandular. Si bien, estas células son clasificadas como no permisivas para el ciclo
viral del VPH al no presentar el programa de diferenciacion celular que éste requiere, la
presencia del virus podria generar otros cambios en la célula, ajenos a la expresion de sus

genes virales.

El estudio de este epitelio resulta complicado al encontrase en el endocérvix, razén por la

gue la ectopia cervical representa una oportunidad para estudiar al epitelio columnar
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glandular, ya que expone dicho epitelio a la zona dénde normalmente se encuentra el

€XO0Cervix.

Trabajos previos han mostrado que pacientes con ectopia cervical tienen un mayor riesgo
de contraer una infeccién por VPH y que hay evidencia de proliferacion celular en pacientes
con ectopia cervical y diagnostico positivo a VPH. Por esta razén, la realizacion de mas
estudios para determinar cual es el papel de este virus en el epitelio columnar glandular son

necesarios.

Estos estudios ayudaran a validar si existe una tendencia a contraer la infeccion por VPH
en tejido de ectopia cervical, asi como al estudio de lo que la presencia del VPH en este
epitelio puede ocasionar y de esta forma en un futuro contribuir al desarrollo de nuevas

estrategias para la deteccion temprana del VPH en este epitelio.
Hipotesis

Dado que el epitelio glandular endocervical no es permisivo a la infeccién por VPH, los virus
presentes en dicho tejido seran transcripcionalmente inactivos y no tendran impacto en la

respuesta al tratamiento de la eversion glandular.

Objetivo
Determinar si existe expresion de mensajeros y de proteinas de VPH en células del epitelio

glandular cervical, asi como su impacto en el tratamiento de eversién glandular.

Objetivos especificos:

= Determinar los genotipos de VPH presentes en las muestras de eversion glandular
mediante PCR para la formacién de los grupos de estudio.

= Evaluar si hay expresion de genes virales mediante RT-PCR.

= Evaluar la presencia de procesos de infeccion productiva de VPH mediante la
proteina L1 por IHQ.

= |dentificar marcadores de la actividad de E6/E7 como pl6 y Ki67 en cortes
histolégicos por medio de IHQ.

= Evaluar el impacto del VPH en eversién glandular y la eficacia en el tratamiento,

realizando el seguimiento de las pacientes participantes.
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Metodologia

Material humano

El grupo de estudio fue seleccionado de mujeres que asistieron a la clinica de colposcopia
Fundacién Cruz-Talonia en la ciudad de México. Las pacientes que, bajo una examinacion
colposcopica presentaron parches o zonas irregulares de epitelio columnar con papilas y
hendiduras, indicativo de eversion glandular y sin cambios aceto-blancos en la zona de
transformacién al aplicar 4cido acético al 5%, fueron invitadas a participar. Un segundo
grupo que mostré cambios aceto-blancos en exocérvix, indicativo de infeccion por VPH
(IVPH), fue incluido como control. Las mujeres que aceptaron participar en el estudio
firmaron un consentimiento informado y contestaron el cuestionario de antecedentes

médicos. En total, 201 mujeres aceptaron participar en el estudio.

En todos los casos, antes del procedimiento se realiz6 un lavado del cérvix con 1 ml de
PBS estéril, mismo que se recuperd junto con el moco cervicovaginal y se conservé a
-20°C. Posterior al lavado, la pieza quirdrgica fue removida mediante electrocirugia por un
colposcopista experimentado y se coloc6 en 2 ml de PBS estéril a 4°C, donde se mantuvo

hasta su procesamiento.

Todas las piezas quirargicas fueron procesadas el mismo dia de su colecta. Para el
procesamiento se procedié a remover las partes del tejido calcinadas por la electrocirugia
y una vez limpia la pieza ésta se dividié en 3 fragmentos: un fragmento se colocé en 1 ml
de PBS estéril a 4°C durante toda la noche para posteriormente conservarse en una
solucion de formalina al 10% tamponada hasta incluirse en parafina. Un fragmento mas se
coloco en refrigeracion a -70°C para extraccion de RNA y el dltimo fragmento se destino

para extracciéon de DNA, misma que se llevé a cabo tal como se describe a continuacioén.

Digestion del tejido
Cada fragmento de la pieza quirurgica utilizado para extraccion de DNA se colocé primero
en 400 ul de una solucion de proteinasa K con una concentracion de 16.5 mg/ml y se

mantuvo en incubaciéon durante una noche a 42°C.

Extraccion de ADN

Una vez digerido el tejido se centrifugan las muestras a 6000 rpm durante 5 minutos para
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separar los restos de tejido que puedan quedar sin digerir. Posteriormente, se recupera el
sobrenadante y se agregan 500 pl de una solucion de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
en una relacion de 25:24:1. Esta mezcla se homogeniza utilizando un vortex y
posteriormente se centrifuga a 14,000 rpm durante 1 minuto. Se observa una separacion
de fases en dbénde la fase superior se recupera y se realiza un segundo lavado con la
mezcla de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico para después centrifugar nuevamente a

14,000 rpm durante 1 minuto.

Finalmente se recupera la fase superior y se aflade 1 ml de etanol absoluto frio para
colocarse en hielo seco durante 1 hora. Al término de la hora, las muestras se centrifugan
a 14,000 rpm durante 5 minutos y a una temperatura de 4°C para finalmente decantar las
muestras y dejar secar la pastilla obtenida a temperatura ambiente. Una vez seca, la pastilla
se resuspende en 50 o 100 pl de agua ultrapura, dependiendo del tamafio de la pastilla.
Posterior a la extraccion cada muestra de DNA se cuantificd utilizando un equipo
NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific) y se prepararon alicuotas de 50 ng/ ul que se

almacenaron a -20 °C.

Genotipificacion

Las muestras de DNA fueron enviadas a la Agencia Internacional de Investigacién en
Cancer (IARC por sus siglas en inglés) en Lyon, Francia, para ser analizadas. Para esto se
utilizé la técnica Type-Specific E7 Polymerase Chain Reaction bead-based Multiplex Assay,
gue consiste en la utilizacion de un cocktel de 21 juegos de oligos (tipos de VPH: 6, 11, 16,
18, 26, 31, 33, 35 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 y 82) que amplifican un
fragmento del gen E7. Los productos de PCR obtenidos se hibridizan con perlas unidas a
sondas especificas para cada tipo viral y a biotina para posteriormente incubarse con
estreptavidina y leer su fluorescencia en un equipo Luminex 100 IS (Luminex Corporation)
[91]. El analisis incluye oligonucleétidos que amplifican el gen B-globina, que el sistema
utiliza como control para la integridad del DNA. Aquellas muestras que no mostraron

amplificacion de B-globina fueron descartadas del estudio.

Extraccion y purificacion de RNA
Para la extraccion se utilizaron las muestras de tejido mantenidas a -70°C, haciendo uso
del kit comercial PowerLyzer UltraClean Tissue & Cells RNA Isolation Kit (MO BIO), de

acuerdo con el protocolo descrito por el proveedor. Posteriormente, se cuantificaron con el
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equipo NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific) y se tomaron 100 ng del RNA para

incubarse con DNAsal y asi eliminar cualquier posible contaminacién con DNA.

Sintesis de cDNA
Con el RNA que se purifico se procedi6 a sintetizar cDNA utilizando el RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) de acuerdo con las especificaciones del proveedor.

Este cDNA obtenido se envio6 de igual manera al IARC, en Lyon, Francia, para su analisis.

Actividad transcripcional por PCR

Para analizar la actividad transcripcional del promotor temprano de los genotipos de VPH
de alto riesgo se utilizé la técnica de E6*I mRNA de VPH tipo-especifico, que amplifica
transcritos virales de 20 genotipos de alto riesgo de VPH, partiendo del cDNA sintetizado.
El ensayo amplifica un fragmento de VPH de 65-75 pb y 81 pb de Ubiquitina C, como control
celular [92].

Inmunohistoquimica

Los fragmentos de la pieza quirargica resguardados en la solucion de formalina al 10%
fueron posteriormente embebidos en parafina y se realizaron cortes histolégicos de 4 um
de espesor. Cada laminilla se proces6 de acuerdo con el siguiente protocolo.

Se realizan 3 lavados de xilol, cada uno de 5 minutos para posteriormente colocar las
laminillas en lavados de etanol al 100, 96 y 70 %, siendo cada lavado de etanol de una
duracion de 5 minutos. Posteriormente, se realiz6 un lavado con agua destilada durante 5
minutos y se procedi6 a hervir las laminillas en un amortiguador de citrato de sodio (25mM;
pH = 6.2) durante 20 minutos en el microondas. Posteriormente se desplaza el amortiguador
lentamente con agua corriente hasta que el agua alcance la temperatura ambiente.
Posteriormente, se cubren las laminillas con perdxido de hidrogeno al 3 % en metanol
durante 5 minutos para después enjuagar con agua destilada durante el mismo tiempo. A
continuacién, se cubren las laminillas con suero fetal bovino al 10 % en PBS y se deja
reposar por 30 minutos a temperatura ambiente. Se retiran las laminillas del suero y se
cubren con anticuerpo primario (1/100) para dejar incubar durante toda la noche a 4°C.
Como anticuerpo primario se utilizé el HPV Cocktail Broad Spectrum (HPV-1, 6, 11, 16, 18
and 31) de BIOCARE.
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Pasado el tiempo de incubacion se retiran las laminillas del anticuerpo primario, se realizan
3 lavados en PBS, cada uno de 5 minutos y se adiciona el anticuerpo secundario (1/250)
anti-ratbn acoplado a HRP (DakoCytomation Inc., CA, USA) en las laminillas, que se
colocan en una camara humeda para incubarse durante 2 horas a 37°C. Después de la
incubacion se repiten los lavados con PBS y se afiade DAB manteniéndose en oscuridad
por 10 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se realiza un lavado con
PBS y se hace una contratincién con hematoxilina durante 1 minuto. Para mejorar la tincion
se coloca hidroxido de amonio (0.084 %) hasta que se observe una coloracion azul en los
cortes, para proceder a lavar con agua destilada y dejar secar. Finalmente, una vez que las
laminillas estan secas, se coloca medio de montaje y se dejan secar toda la noche.
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Resultados y discusion

Genotipificacién

De las 201 muestras recolectadas, 4 se utilizaron para verificar el método de conservacion
de DNA mas adecuado y se eliminaron del estudio ya que todo el material se utilizé en las
pruebas. Una muestra més se elimin6 debido a que la pieza quirdrgica no era lo
suficientemente grande para proporcionar material para todas las pruebas. Las 196
muestras restantes se analizaron mediante el ensayo multiplex (Type-Specific E7
Polymerase Chain Reaction bead-based Multiplex Assay) como se describi6é anteriormente.
Si bien la genotipificacion usando como blanco un segmento del gen L1 es la mas comun,
en nuestro estudio se considerd utilizar a E7 ya que tratamos con epitelio glandular
endocervical y el cancer derivado de éste (adenocarcinoma) cuenta con un 100% de
integracién del DNA de VPH al del hospedero, perdiendo al gen L1 [93]. En la literatura
existe el reporte del caso de una mujer de 36 afios cuyo pap smers reveld un diagndstico
Unicamente de células glandulares atipicas y consecuentes pruebas para identificar VPH

por PCR mostraron negatividad analizando al gen L1 y positividad con E6/E7 [94].

Como resultado, se obtuvo que 39 muestras no mostraron amplificacién para B-globina, por
lo que se eliminaron del estudio, restando 157 muestras, 30 de IVPH y 127 de s6lo eversion
glandular (EG), cuyos genotipos presentes se muestran en la Tabla 1. Es importante
mencionar que el ensayo multiplex también brinda una medida semi cuantitativa del nimero
de copias del DNA blanco presentes en las muestras analizadas, pero al ser semi-

cuantitativa se utilizé solo como referencia en el disefio de los experimentos.

De la Tabla 1 observamos que las pacientes positivas a cualquier tipo de VPH representan
el 52.75% de la poblacion de estudio, corroborando la alta prevalencia de VPH en eversién
glandular previamente reportada por nuestro grupo de investigacion [87], [88]. De este
porcentaje, el 38.58% corresponde a infecciones simples donde el 18.36% son infecciones
por VPH de bajo riesgo y el 81.63% es representado por tipos de VPH de alto riesgo,

resultado que concuerda con reportes previos de la literatura [95].
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Tabla 1. Genotipificacién de VPH en eversidn glandular. Se muestran los genotipos encontrados en el grupo
EG, identificando infecciones simples y mdltiples, asi como las infecciones simples por tipos virales de alto y
bajo riesgo.

Genotipo de VPH Total (n) (%)
Negativo 60 47.24
Cualquier tipo 67 52.75
Infeccion simple 49 38.58
Alto riesgo 40 81.63
16 12 24.48
18 6 12.24
31 7 14.28
39 3 6.12
51 6 12.24
56 2 4.08
58 1 2.04
59 1 2.04
66 1 2.04
68 1 2.04
Bajo riesgo 9 18.36
6 1 2.04
11 2 4.08
26 3 6.12
53 2 4.08
61 1 2.04
Infeccion maltiple 18 14.17

Dentro de los genotipos de alto riesgo encontrados, los de mayor prevalencia son el VPH-
16, seguido por el VPH-31 y VPH-18, representando el 24.48, 14.28 y 12.24%
respectivamente. Dichos resultados concuerdan con diferentes reportes de la literatura que
colocan al VPH-16 como el de mayor predominancia a nivel local [96]-[98] y mundial[99],
[100], y a VPH18 y 31 dentro de los tres genotipos de mayor incidencia; sin embargo es
necesario notar que dichos estudios consideran en su mayoria muestras tomadas de

exocérvix, por lo que podrian no ser representativas de la poblacién que estudiamos.

Para comparar, en este caso recurrimos a los reportes de VPH en tejido glandular
endocervical que hay en la literatura, que corresponden a tejido ya sea de adenocarcinoma
in situ o lesiones glandulares. Anteriormente en nuestro grupo de investigacién se habia
encontrado que el VPH predominante en ectopia cervical era VPH-18, informacion
respaldada por otros reportes que muestran prevalencia de este tipo de VPH en
adenocarcinoma in situ, adenocarcinoma microinvasor y diversas lesiones glandulares

sugiriendo una predileccion de VPH-18 por este epitelio [101]. En contraste con esta
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informacién nuestros hallazgos colocan al VPH-16 como el de mayor incidencia,

encontrando también literatura que concuerda con este resultado [102], [103].

Retomando a las infecciones multiples, esta vez analizando los genotipos presentes que se
muestran en la Tabla 2, observamos que huevamente el VPH16 es el de mayor prevalencia,
presentandose en 10 de las 18 coinfecciones encontradas (55.55%) y en todos los casos
se muestra como el genotipo de mayor abundancia de acuerdo con el nUmero de copias

reportado con el analisis Multiplex.

Seguido a VPH-16 tenemos a VPH-31, presente en 3 de 18 muestras, representando el
16.66%, mientras que el resto de las coinfecciones se presenté de manera unica.

Tabla 2.Genotipos de VPH en infecciones mudltiples. Se presentan los genotipos encontrados en tejido
proveniente de eversion glandular. El genotipo predominante fue obtenido mediante el ensayo multiplex.

Infecciones mdltiples

VPH predominante Co-infeccion
11 39
16 18,31
31, 45, 58
31, 45, 53, 59
11
6, 59
31, 59
66
18
53
18 6
31 35, 39, 56, 59, 68, 73, 53
52, 53
39
39 26
52 58
58 51, 53, 66
68 45, 51, 52, 53, 58

Los reportes de la literatura muestran a los tipos de VPH-33, 35, 45, 52, 53, 81 y 83 como
los encontrados en co-infeccion con mayor frecuencia [104], [105], mientras que VPH-16,
58 y 66 tienden mayormente a encontrarse en infeccion simple [105], lo que difiere de
nuestros resultados ya que VPH-16 fue el genotipo mayormente representado en

infecciones multiples.
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De esta forma encontramos que en eversion glandular la prevalencia de VPH es elevada y
mas aun, dicha prevalencia se compone mayormente de genotipos de alto riesgo, siendo
esto preocupante ya que la presencia de dichos genotipos se encuentra ligada al desarrollo
de CaCu.

Andlisis de factores de riesgo

Una vez realizada la genotipificacion, analizamos los factores de riesgo comunmente
asociados a la infeccién por VPH como la edad, el nimero de parejas sexuales, el nUmero
de embarazos y el uso de anticonceptivos hormonales en la poblacion EG. Como resultado
y de acuerdo con la Tabla 3 obtuvimos que, al contrastar el grupo de VPH negativo contra
VPH positivo, Unicamente el nuimero de parejas sexuales mostré una diferencia
estadisticamente significativa (p=0.031), por lo que si comparamos los valores promedio de
ambos grupos se distingue que las pacientes positivas a VPH tienen un nimero de parejas
sexuales significativamente mayor que las pacientes del grupo negativo a VPH. Reportes
anteriores de la literatura coinciden con este resultado [106]-[109] y se considera que el
namero de parejas sexuales es un factor de riesgo de extrema relevancia ya que la
exposicion al virus es mayor, no solo por la influencia de este factor de manera directa, sino
porque el comportamiento sexual de sus parejas también influye y cuentan como contactos
indirectos para el individuo analizado.

Tabla 3.Evaluacion de los factores de riesgo asociados a la infeccion por VPH. La clasificacion de “Positivo”
comprende infecciones simples y miltiples mientras que en las abreviaturas “IS” se clasifican solo las

infecciones simples y en “IM” las infecciones multiples. En las categorias de “Alto riesgo” y “Bajo riesgo” se
consideran Unicamente las infecciones simples por los tipos virales correspondientes a la categoria.

Genotipo Edad N° parejas Embarazos Anticonceptivos
VPH sexuales hormonales
Negativo 33.2 1.8 2.2 9/60
Positivo 31.4(0.069) 2.24(0.031) 2.18(0.722) 4/67(0.094)
IS 30.6 (0.025) 2.4 (0.152) 2 (0.351) 2/49 (0.180)
Alto riesgo 30.9 (0.053) 2.0 (0.193) 2 (0.421) 2/40 (0.308)
Bajo riesgo 29.4 (0.097) 2.1 (0.358) 1.9 (0.492) 0/9 (0.584)
IM 33.6 (0.920) 2.8 (0.010) 2.7 (0.347) 2/18 (1.00)

Posteriormente separamos el grupo de pacientes positivas a VPH en funcién de la

multiplicidad de la infeccién, por lo que se analiz6 si existian diferencias significativas entre
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las pacientes con infecciones simples, multiples y el grupo negativo. En el caso de las
infecciones simples, comparando los valores promedio y de acuerdo con el valor p
observado (p=0.025), las pacientes con infecciones simples son mas jévenes que aquellas

en el grupo negativo y dicha diferencia es significativa.

Por otro lado, para el grupo de infecciones mdltiples Unicamente el nUmero de parejas
sexuales presentd una diferencia significativa (p=0.010), por lo que podemos concluir que
las pacientes con infecciones mudltiples tienen un nimero de parejas sexuales

significativamente mayor que el grupo negativo.

Los resultados obtenidos para el factor de riesgo de edad concuerdan con la literatura ya
que ésta ha sido reportada como un factor de riesgo para la infeccién por cualquier genotipo
de VPH [108], [110], [111]. En los casos en los que se han comparado infecciones simples
contra multiples como en el estudio realizado por Rousseau y colaboradores se ha
encontrado que las infecciones mdltiples se presentan con mayor frecuencia en mujeres
jévenes (menores de 25 afios) y con un mayor numero de parejas sexuales que en aquellas

con infecciones simples [112], siendo éstas diferencias significativas.
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Figura 10. Edad y nimero de pareas sexuales en pacientes con VPH. Se observa la comparacién entre
aquellas pacientes con infeccion simple y aquellas con infecciones multiples.

Nuestro analisis compara ambos grupos contra el grupo control de pacientes negativas a
VPH, mientras que en el estudio de Rousseau antes mencionado se realizé la comparacion
entre las infecciones simples y las mdltiples, por lo que se procedié a realizar dicha
comparativa. Como se observa en la Figura 11, las pacientes con infecciones simples
siguen la misma tendencia tanto en edad como en el nimero de parejas sexuales,
encontrando que la mayoria de las pacientes de este grupo se encuentran representadas

en el rango de 20-30 afios y con un numero de parejas sexuales de 1-2. Por otro lado, en
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cuanto a las infecciones multiples, éstas siguen la misma tendencia que las simples en
cuestion al rango de edad, ya que la mayoria esta en el grupo de 20-30 afios, sin embargo,
en el nimero de parejas sexuales la tendencia se pierde y se observa variacion. Por este
motivo se realizé el andlisis estadistico correspondiente cuyos resultados se observan en
la Tabla 4.

Tabla 4. Comparacién de factores de riesgo entre las infecciones mdltiples y las simples. Se presentan los

valores promedio en cada factor de riesgo evaluado y el valor p obtenido mediante la prueba U-Mann Whitney
donde se considera significativo cualquier valor de P<0.05.

Tipo de Edad/ #Parejas sexuales Embarazos/
infeccién valor promedio /valor promedio valor promedio
IS 30.63 2.04 2.00
IM 33.56 2.78 2.67
Valor p 0.266 0.116 0.165

Como se puede observar, no se encontrd ninguna diferencia estadisticamente significativa
entre las pacientes con infecciones multiples y aquellas con infecciones simples de acuerdo
con los factores evaluados. Una posibilidad es que el tamafio de nuestra poblacién (n=67)
no refleje adecuadamente la influencia de estos factores de riesgo, ya que los otros estudios
publicados cuentan con poblaciones de entre 2000 y 5000 participantes [95], [112].

Finalmente se analiz6 si existia diferencia alguna entre las pacientes que presentaron una
infeccidon simple por algun tipo de VPH de alto o de bajo riesgo. Para ambos grupos no se
observo diferencia significativa para ninguno de los factores de riesgo evaluados, por lo que
se concluye que el numero de embarazos, de parejas sexuales y la edad no estan

particularmente asociados a contraer un tipo de VPH de alto o de bajo riesgo.

Actividad transcripcional de VPH en eversion glandular

Como se describid anteriormente, el proceso mediante el cual el VPH lleva a la
carcinogénesis del epitelio depende en gran manera de la participacion en conjunto de las
oncoproteinas E6 y E7. En los VPH de alto riesgo un solo promotor dirige la transcripcién
de los genes E6 y E7 (per para VPH-16), produciendo un transcrito bicistrénico que
posteriormente por medio de splicing alternativo, deja fuera un intr6n que se encuentra entre
el marco de lectura de E6, generando el RNA mensajero llamado E6*l, el transcrito méas

abundante y caracteristico Unicamente de los VPH de alto riesgo[113].
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Considerando al transcrito E6*I como un indicador de la actividad transcripcional de VPH
de alto riesgo y dado que estos tipos virales fueron los de mayor prevalencia encontrados
en el presente estudio se procedid a realizar un analisis por RT-PCR de estos transcritos.
56 muestras fueron seleccionadas de entre aquellas que mostraran positividad a los
genotipos de mayor prevalencia, VPH-16, 31 y 18, considerando para este caso a
infecciones simples como multiples, cuyos resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Actividad Transcripcional de VPH. Evaluacion de la actividad transcripcional de VPH de alto riesgo en
muestras de ectopia cervical mediante RT-PCR.

Genotipo de VPH

Negativo 16 18 31
N° de muestras 10 25 9 11
E6*| (+) 0 0 0 1

Como se puede observar, no fue posible identificar actividad transcripcional alguna para las
muestras con VPH-16 y/o 18, mientras que sé6lo una muestra con VPH-31 mostré
transcritos. Las posibles implicaciones de la actividad transcripcional de VPH-31 en epitelio
glandular se ven reflejadas en la prevalencia de éste en las patologias del endocérvix
relacionadas con la presencia de VPH. Como se mencion6 anteriormente, los tipos de VPH
encontrados con mayor frecuencia en adenocarcinoma y/o lesiones glandulares son el 16
y 18 [114]-[116] y a su vez son los que presentan mayor persistencia y correlacion con el
desarrollo de lesiones glandulares [117] mientras que el VPH-31 se reporta con una baja

asociacion hacia la progresion o el desarrollo de una lesién glandular [115].

De esta forma, los resultados mostrados sugieren que el VPH no tiene actividad
transcripcional en el epitelio glandular del endocérvix presente en eversion glandular, lo que
puede explicarse al tomar en cuenta que el epitelio glandular se considera como no
permisivo, al no presentar el programa de diferenciacién que el virus requiere para realizar

su ciclo viral.
Presencia de L1 por IHQ
Ya que los resultados antes mencionados sugieren que no hay actividad transcripcional de

VPH en este epitelio, procedimos a comprobar estos hallazgos evaluando la presencia de

L1, la proteina mayor de la cdpside viral por inmunohistoquimica (IHQ).
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La presencia de L1 por IHQ en tejido epitelial es considerada como un indicador de una
infeccion productiva y se ha observado que se relaciona de manera inversa con la
progresion de las lesiones epiteliales, estando presente en aquellas de bajo grado para
finalmente no encontrarse en tejido tumoral tanto de carcinoma de células escamosas como

de adenocarcinoma de cérvix [118]-[122].

Por esta razén, para corroborar que no existen procesos de infeccién productiva en el
epitelio de eversién glandular se realizé la IHQ para L1 a partir de cortes fijados con
formalina y embebidos en parafina utilizando el HPV Cocktail Broad Spectrum (BIOCARE)
que contiene anticuerpos contra L1 de VPH 1, 6, 11, 16, 18 y 31. En total se seleccionaron
54 muestras para realizar cortes histologicos, de los cuales 45 corresponden a muestras
positivas a alguno de los tipos de VPH incluidos en el coctel, tomando en cuenta infecciones
simples y multiples, ademas de 5 controles negativos a VPH. El grupo control IVPH se
analiz6 con hematoxilina/eosina para identificar fragmentos de tejido escamoso que
pudiesen servir como control positivo para la tincion de L1, encontrando que sé6lo 4 muestras

de este grupo presentaban tejido escamoso, mismas que se incluyeron en el estudio.

Como resultado se encontr6 que 9 cortes del grupo EG presentaban tejido escamoso,
sumando un total de 13 muestras con este tipo de tejido, de las cuales 10 mostraron tincion
en citoplasma. En la Figura 12 se muestran imagenes representativas de las tinciones en
citoplasma observadas, comparadas con el tejido glandular presente en las mismas

muestras. En todos los casos no se observé tincién alguna en epitelio glandular columnar.
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Figura 11. Infeccion productiva de VPH en epitelio escamoso estratificado. Las flechas sefialan los nucleos

teflidos de color café que denotan la presencia de la proteina L1 en el nicleo celular, caracteristica de una
infeccién productiva.
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Dentro de las muestras que mostraron tincion, Unicamente se observo positividad nuclear
en una muestra del grupo control IVPH, misma que se muestra en la Figura 11

Epitelio escamoso Epitelio glandular

VPH 31

Figura 12. Ausencia de infeccién productiva en epitelio glandular endocervical y epitelio escamoso estratificado.
Se observa la falta de tincién nuclear tanto en epitelio escamoso como en epitelio glandular endocervical. Se
muestran figuras representativas de muestras positivas a VPH16, 18 y 31 por andlisis de DNA.

Continuando con el andlisis de la Figura 12, tanto la muestra positiva a VPH16, como la
positiva a VPH18 habian sido diagnosticadas como EG y sin indicios de IVPH, pero como
observamos en las imagenes ambas presentaron tejido escamoso con tincion para L1 en
citoplasma, mientras que en la zona dénde encontramos las formaciones glandulares del
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epitelio columnar no se observé tincidon. Aunque la tincion nuclear positiva es la que se
considera mayormente como indicador de un proceso activo, ya que durante el proceso de
empaguetamiento de DNA viral L1 se transloca al nucleo [123], se ha observado que en
NIC | existe una fuerte presencia de L1 con localizacion nuclear, mientras que en NIC Il se
observa principalmente tincion difusa en el citoplasma y para NIC Ill no se muestra tincion
[124]. En nuestros resultados predomind la tincion difusa del citoplasma en epitelio
escamoso, que corresponde con el patron que puede encontrarse en una NIC Il, sin
embargo los cortes histolégicos no muestran otras caracteristicas tipicas de una NIC I,
como lo son ndcleos atipicamente grandes y figuras mitéticas a lo largo de las capas bajas
del epitelio [125]. El diagnéstico de una NIC | o Il suele ser retador ya que el embarazo, la
inflamacién o bien los cambios hormonales pueden mimetizar caracteristicas que se toman
en cuenta para la clasificacion de las NIC y aun en diagnosticos realizados por
histopat6logos expertos existen discrepancias considerables [126]-[128], de forma que
nuestros resultados también deben interpretarse con cuidado.

Por otro lado, tenemos también a la muestra positiva a DNA de VPH-31 por analisis de
DNA, que no presenta tincién positiva en ninguno de los epitelios presentes en el corte
histolégico. La tincion negativa a L1 en el epitelio glandular corrobora el supuesto de que,
aunque hay presencia del virus en este epitelio, no existe un proceso de infeccion

productiva, tal y como los resultados de la transcripcion sugieren también.

Recapitulando hasta este punto, los resultados indican que, aunque hay presencia de VPH
en eversion glandular, no hay actividad transcripcional aparente ya que no se encontraron
transcritos de E6* y de acuerdo con la IHQ para L1, tampoco hay indicios de que se esté
produciendo una infeccion productiva, sin embargo, los hallazgos de histologia requieren
de mayor estudio. En la literatura se ha reportado que p16™K4@ y ki67 (también marcadores
subrogados de la presencia de E6 y E7) son una herramienta valiosa en la evaluacion de
lesiones del cérvix asi como otras patologias asociadas a VPH [129], [130] .Particularmente
p16'Nk4a ha mostrado una tendencia a estar presente en lesiones NIC | que progresan a NIC
II'y NIC 11l [131], por lo que con el fin de corroborar los resultados obtenidos de la IHQ para
L1 de que no existe actividad del virus en este epitelio, ademas de obtener informacion
sobre la posible histopatologia de los cortes analizados, se realizé la evaluacion de los

marcadores de proliferacion p16'N<4 y ki67, también por IHQ.
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Evaluacién de los marcadores de proliferacion ki67 y p16'NK4@ por IHQ

Para este estudio se analizé el mismo grupo de muestras utilizado para la determinacién
de L1.

Figura 13. Ausencia del marcador de proliferacién celular ki67 en tejido de ectopia cervical. Se observa en (a)
el control negativo de una muestra negativa a DNA de VPH, (b) el control positivo correspondiente a una muestra
de CaCu en donde las flechas sefialan la tincion positiva en el nacleo. (c) Muestra epitelio escamoso de una
muestra positiva a VPH comparado con (d) el epitelio columnar glandular de la misma muestra.

Los resultados mostrados en la Figura 13 son imagenes representativas de la evaluacion de
ki67 en eversion glandular y epitelio escamoso. La subfigura (a) nos muestra una tincion
negativa en el epitelio columnar glandular de una paciente VPH negativa mientras que la
subfigura (b) muestra una tincion positiva de ki67 en un corte histolégico perteneciente a
una paciente control diagnosticada con CaCu. En las subfiguras (c) y (d) se observa al
epitelio escamoso y columnar de una muestra positiva a VPH, dénde Unicamente el epitelio
escamoso muestra positividad a ki67 mayormente difusa en citoplasma
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N° Epitelio escamoso Epitelio glandular
muestra

55

58

187

60

Jore N . - 2 e = L;‘ ! '
Figura 14. Presencia del marcador de proliferacion celular p16INK4a en epitelio escamoso estratificado y
ausencia en epitelio glandular endocervical. Se muestra la comparacion de la tincion citoplasmica observada
para epitelio escamoso (primera columna) y la nula tincién en epitelio glandular.

Para este marcador se observo la misma tendencia que para L1, ya que las muestras con
positividad en tejido escamoso a L1 fueron las mismas que presentaron positividad a ki67
y de igual forma no se observé positividad alguna en epitelio columnar. Para complementar
estos resultados se analizé al marcador p16'™K4,
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N° de

i INK4a
muestra L1 Ki67 pl6

55

137

Figura 15. Presencia de L1, ki67 y p16INK4a en epitelio escamoso estratificado. Se muestra la comparacion
entre los resultados obtenidos en epitelio escamoso para los 3 marcadores analizados. Las muestras 55 y 58
corresponden a pacientes positivas mediante andlisis de DNA a VPH-16, mientras que la muestra 137 es
positiva a VPH-16 y VPH-18 y la muestra 191 es positiva a VPH-11 y VPH-39.

En el caso de p16'™k43, en la Figura 14 se observan imagenes representativas de muestras
gue presentaron epitelio escamoso y glandular para realizar el comparativo al igual que en
los marcadores anteriores. Como resultado observamos el ejemplo de dos muestras con
tincion positiva a p16™ 42 en epitelio escamoso (187 y 60) y dos negativas (55 y 58), pero
para ningan caso se mostro positividad en epitelio columnar glandular, al igual que como
se observo en los resultados para L1y ki67.
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Los resultados de p16™k4adifieren de los obtenidos para ki67 ya que 4 muestras que fueron
positivas a ki67 se mostraron negativas a p16'™¥42, como se muestra en la Figura 15 en dénde

también se muestra la comparativa contra los resultados de L1.

Estos resultados se respaldan en la literatura ya que se sabe que mientras que ki67 es un
marcador de proliferacién, su asociacion con las lesiones que tienden a progresar es baja
[125], por lo que p16™K* se utiliza para filtrar esos casos de forma que mostrar positividad
a ki67 y negatividad a p16'™K* es un evento comun. Mientras que L1 indica presencia de
dicha proteina viral en estos epitelios, al no tratarse de positividad nuclear no se puede
considerar que exista una infeccion productiva. El marcador ki67 nos dice si hay
proliferacién celular, aungque la causa de esta proliferacién no es Unicamente la presencia
de VPH ya que como se mencion6 anteriormente, la inflamaciéon también tiene influencia

en este marcador.

Para p16™%* se ha observado que tiene una menor tendencia a mostrar positividad en
muestras en las que no hay presencia de VPH [132], ademas de relacionarse con una
tendencia a la progresion hacia una lesion epitelial, ya sea glandular o escamosa [131].
Para aquellas muestras positivas a ki67 y L1 de VPH, pero negativas a p16™¢* se sugiere
que existe presencia del virus y de proliferacién, pero no se trata aun de alguna lesién
epitelial. Para las muestras como la 187 y 60, que muestran positividad a p16'™%4 de manera
difusa en citoplasma, se ha reportado previamente en la literatura que dicho patrén esta
fuertemente asociado a la inflamacion [133], coincidiendo con los resultados sugeridos por

ki67 ya que dichas muestras también muestran positividad a este marcador.

Estos resultados indican que, aunque en el epitelio de eversién glandular no parece haber
alteraciones, en el epitelio escamoso adyacente podria haber presencia de procesos

inflamatorios.

Seguimiento de las pacientes

Para identificar la relevancia clinica de nuestros hallazgos, asi como la efectividad del
tratamiento dado a las pacientes, al cabo de un afio se regreso a la clinica para recolectar

datos de las pacientes en el estudio. Dichos resultados se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Seguimiento de pacientes. En la tabla se presenta el nimero de pacientes que corresponde a cada
categoria mientras que entre paréntesis se observa el porcentaje del total al que corresponden.

Alteraciones Reincidencia
Infeccion (N =147 :
N ((g/o) ) Inflamatorias de EG
Ninguna Fungica Bacteriana Ambas Si No Si No
VPH (+) 40 15 18 5 12 66 2 76
VPH (-) 35 16 15 3 9 60 0 69
Total 75 31 33 8 21 126 2 145
(51.02) (21.08) (22.44) (5.44) (14.28) (85.71) (1.36) (98.63)
Valor p 0.899 0.686 0.180

En el analisis se consideraron ambos grupos (IVPH y EG). De las 157 pacientes que se
introdujeron en el estudio, se descartd una paciente mas, ya que su historial no pudo ser
encontrado al momento en el que se regreso a la clinica. De las 156 pacientes restantes, 9
no volvieron a la clinica, por lo que también se retiraron del analisis estadistico, conservando

147 pacientes.

Como se observa en la Tabla 6, en las visitas posteriores a su tratamiento el 48.96 % de las
pacientes en el estudio mostraron la presencia de infecciones ya sea de origen fangico,
bacteriano 0 ambos, sin embargo, de acuerdo con el valor p obtenido mediante la prueba
de X2 (X2 =0.899) no se encontrd asociacion entre el grupo de VPH positivo o negativo con

la presencia de infecciones.

Lo mismo ocurre para la asociacion entre nuestros grupos positivos y negativos a VPH y
la presencia de alteraciones inflamatorias o la reincidencia de EG, cuyos valores de X? son
0.686 y 0.180, de forma que se descarta cualquier asociacién entre las variables. Estos
resultados también nos hablan de la efectividad de la electrocirugia para tratar la EG, ya
gue Unicamente dos pacientes mostraron reincidencia de tejido ectépico durante el
transcurso del primer afio posterior al tratamiento. La escision electroquirdrgica es utilizada
comunmente para tratar NIC, reportando un porcentaje de reaparicion de la lesion del 5 al

15% [134], destacando que dicha reincidencia esta fuertemente asociada a la presencia de
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VPH de alto riesgo en las lesiones previas al tratamiento [135]. Para la persistencia de VPH
posterior a un tratamiento por escision electroquirargica se reporta un 15.3% (a un afio del
procedimiento) [136], por lo que también es importante destacar que en nuestro estudio el
seguimiento se realizdé con observaciones colposcépicas y no se realizé ninguna prueba
para determinar la presencia de VPH.

A un afo del tratamiento se observa que todas pacientes muestran adecuada cicatrizacién
del cérvix y se reporta una reincidencia del 1.36% en eversion glandular, por lo que se
puede considerar que la escision de tejido ectopico por electrocirugia es eficiente para tratar
la eversion glandular.
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Conclusiones

En conjunto nuestros resultados indican que si bien, hay presencia de VPH en tejido
proveniente de eversién glandular, siendo los genotipos de alto riesgo los que predominan,
no existe un proceso de infecciébn productiva en este epitelio, ya que no se observo
presencia de transcritos de E6*, ni se encontrd tincion positiva en epitelio glandular
columnar a L1 de VPH o a los marcadores de proliferacion p16™K4ay ki67. Para estos 3
marcadores sélo se presentd tincién en epitelio escamoso y por el patrén observado (difuso

en citoplasma) se sugiere la presencia de procesos inflamatorios en dicho epitelio.

De acuerdo con el seguimiento realizado a las pacientes después de un afio del tratamiento,
la reincidencia de eversién glandular es casi nula y no se observan alteraciones

significativas en el cérvix, mostrando una adecuada cicatrizacion.

Por esta razon se considera que las implicaciones de la presencia del virus en el epitelio
columnar glandular del endocérvix son aun desconocidas. Hasta el momento no se cuenta
con informacién sobre la participacion del virus en la carcinogénesis de este epitelio y solo
se estudia su prevalencia y participacion en el mantenimiento de adenocarcinoma
endocervical o lesiones glandulares en las que se encuentra DNA viral integrado, pero los
mecanismos por los que esto ocurre no se han explorado. Los resultados del presente
estudio sugieren que la via canoénica conocida para el desarrollo de carcinogénesis en el
epitelio escamoso podria no ser la responsable de este proceso en el epitelio glandular

columnar del endocérvix.
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Perspectivas

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, se sugiere que los
siguientes trabajos se orienten a indagar la influencia de la inflamacién en este epitelio
infectado con VPH. En el presente trabajo y los trabajos previos del grupo de investigacion
se han concentrado los esfuerzos en identificar la influencia del VPH en el epitelio columnar
glandular del endocérvix, pero no se ha explorado la influencia del microambiente de estas
células infectadas.

Como los resultados de IHQ sugieren, es posible que se estén presentando procesos
inflamatorios en el epitelio escamoso adyacente a la eversién glandular, por lo que se
considera que identificar la frecuencia con la que se encuentran presentes estos procesos,
asi como sus causas, consecuencias y la forma en la que se relacionan con el epitelio

columnar infectado por VPH son de vital importancia.

Aunado a esto, para identificar si la infeccion por VPH presentada en este epitelio es
persistente se requiere del andlisis de VPH en las pacientes como parte de su seguimiento,
y asi obtener informacion sobre la relevancia de la presencia de VPH en eversion glandular,
asi como evaluar la eficacia de la técnica de escision por electrocirugia para tratar estos

casos.

La informacion del seguimiento, asi como la evaluacién de los procesos inflamatorios que
ocurren en el microambiente de las células columnares glandulares del endocérvix podrian
ayudar a comprender un poco mas sobre los procesos que llevan a la carcinogénesis de
este epitelio, asi como el entender cudl es el papel del VPH en el mismo. La comprension
de dichos mecanismos podria ayudar en un futuro a disefiar técnicas de deteccién temprana

para adenocarcinoma y asi lograr disminuir la creciente incidencia de este.
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