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So han asociado diversos factores otiológicos a las neoplasias del cuello uterino; uno 

de los más importantes os sin duda el virus del papiloma humano (HPV). Al igual, como en 

otras neoplasias, participan diversos factores entre los que podemos nombrar las 

alteraciones genéticas. En el caso del Cáncer Invasor del córvix pueden encontrarse 

diversas alteraciones genéticas, algunas de las cuales involucran proto-oncogenes (c-myc) 

y genes supresores de tumor (p53 y R13). A la fecha, son pocos los trabajos que reportan 

las alteraciones que pueden encontrarse en lesiones pre.invasoras del cérvix (Neoplasia 

Intraepitelial Cervical o MC). 

En el presente trabajo se propuso analizar la expresión de los genes celulares c-mycy 
RB en tejidos con talen tipo NIC de grado l y muestras de tejido cervical normal, 

considerando el hecho de que se han reportado alteraciones do estos genes en lesiones 

invasoras del cervix. En cada muestra se analizó la presencia do proteína y transcrito de 

cada uno de estos genes, mediante las técnicas de Inmunohistoquimica e Hibridación In 
Situ respectivamente y se determinó la presencia y tipo do HPV. So presentó mayor 

cantidad de proteína en las lesiones MC 1 que en los tejidos de cérvix normal, tanto para 

myc como para RB, sin embargo en el análisis de Hibridación in Situ, no se encontraron 

diferencias significativas en la cantidad de transcritos, de modo que las diferencias que so 

observan en cantidad de proteína se deben probablemente, a una acumulación de proteína 

y no a un aumento en la tasa transcripcional del gen. De manera interesante se presentó 

una mayor expresión de proteína Rb que de proteína myc. Nuestros resultados sugieren 

que RB puede ejercer un control sobre la expresión in vivo del gen c-myc y que, la 

presencia aumentada de proteína Rb en tejidos con MC pudiera ser tomada como un 

marcador de la presencia de células neoplásicas. Debido a que todas las muestras 

analizadas presentaron HPV oncogénicos (tipos 16 ó 18), es evidente que adicional a la 

presencia del virus, existen alteraciones, en particular acumulación de proteína de los 

genes celulares c-myc y RB, las cuales podrían estar relacionadas con el desarrollo 
temprano de las lesiones del cérvix. 
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A.? 3` 	C11' 

Severa! etiological factors have been associated to uterina-ceivix neoplasia; one of the 

most important factors are the human papillomaviruses (HPV). It is known that cancer is a 

multifactorial disease, so different genetic alterations are also important in its developmont. 

In cervical cancer, there have been reportad alterations of proto-oncogenes (c-myc) and 

tumor suppressor genes (p53 and RB). However, Utile is known about genetic alterations 

ínvolved in the preinvasive leslons (like CIN I). 

In the present work we analyzed the expression of c-myc and RB genes in CIN grade I 

and normal cervix samples, bocause of the fact that alterations on these genes have been 

reportad in invasive cancer of the cervix. We analizad the presence of protein and transcript 

from these genes, through Inununohistochemistry and In Situ Hybridization techniques 

respectively, as well as the presence and HPV type. We found an ovoroxpression of both 

proteins in CIN I tissues comparing with normal cervical samples. However, we found not 

significative differences by In Situ hybridization, so it suggests that the differences in protein 

expression are due to a protein accumulation but not to an increased transcriptional rata. 

lnterestingly a greater Rb protein expression than myc protein expression was found; our 

results suggest that RB can exort a control over the c-rnyc gene expression in vivo, and that 

the accumulation of RB protein could be considerad as a marker of the presence of 

neoplastic cells. As all CIN I samples analyzed were HPV positiva, showing oncogenic 

types (HPV types 16 or 18), it seems that besides the presence of HPV there could exist 

cellular alterations, in particular the accumulation of myc and RB proteins, which could be 

relatad to the early development oLa cervical lesion, 
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NEOPLASIAS DEL CUELLO UTERINO 

El Cáncer Cérvico Uterino (Caell) es un importante problema de salud nacional en 

México ya quo constituye la neoplasia ginecológica más frecuente y es una do las 

principales causas de muerte por cáncer en el país (11. El CaCU es una neoplasia que 

histogenéticamente so va desarrollando a través de un continuo de alteraciones que van 

desde Condiloma, Neoplasia Intraepitelial Cervical hasta llegar al Carcinoma Invasor. La 

Neoplasia Intraepitelial Cervical  (NIC) os una lesión que involucra el epitelio escamoso del 

exocérvix y a veces áreas de metaplasia escamosa del endocérvix y la cual es 

considerada como una lesion precursora del cáncer invasor. Las células displásicas son 

grandes, irregulares e hipercromáticas. Estas lesiones se graduan en ligeras, moderadas 

y severas (o de grado I, II y III respectivamente) de acuerdo al grado de anormalidades que 

se observan en el epitelio. Anteriormente so les denominaba Displasias Cervicales, 

después NIC y ahora se les denomina Lesiones Escamosas Intraepiteliales (LEI) 91, En el 

presente trabajo se utilizó la nomenclatura de NIC. A diferencias de las lesiones 

preinvasoras el Quein~vasor  es aquella lesión quo penetra al estroma subyacente al 

epitelio, rompiendo la membrana basal; se caracteriza porque sus células presentan 

diferentes tamaños, al igual que los núcleos, con mitosis anormales e invasión 

desordenada del estroma por el epitelio; las células muestran diferentes grados de 

madurez (2). 

De entre los múltiples factores epidemiológicos que se han asociado al desarrollo de 

esta neoplasia se encuentra: el tener múltiples parejas sexuales, inicio de vida sexual 

activa a edad temprana, multiparidad, abortos numerosos, enfermedades sexuales 

transmisibles, el uso do anticonceptivos y de cigarrol3-6). En los últimos años so ha dado 

un gran importancia al papel que puede tener en el desarrollo de esta neoplasia algunos 

tipos del Virus del Papilorna Humano (HPV) (7) y elementos celulares corno los 

denominados genes supresores del tumor y oncogenes. Asi mismo se ha reportado que 

el sistema inmune tiene un papel muy importante en el desarrollo de las lesiones 

cervicales. Se ha encontrado que en mujeres con inmunodeficiencias celulares (por 

ejemplo SIDA), existe un mayor riesgo de desarrollar este tipo de lesiones (asociadas a 

HPV) y que progresen a lesiones de alto riesgo (NIC III y CaCU) (8), 
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I, VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (HPV) 

Los HPVs son pequeños virus de DNA epitoliotrópicos de la familia Papovaviridae 

que se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. Pueden infectar epitelios 

socos (piel) o mucosos (genitales, laringe etc.) y producir tumores benignos cutáneos y 

mucosos en sus hospederos naturales (9), La nomenclatura de estos virus en tipos y 

subtipos se basa en la homología de sus secuencias polinuclootidicas 001. El genoma viral 

se divide en tres regiones principales: una región de control de la t'aplicación y 

transcripción del genoma viral, denominada LCR; una región tardía que codifica para las 

proteínas de cápside, constituida por los genes L1 y L2; y una región temprana constituida 

por los genes Et E2 y E4 a E7 los cuales codifican para las proteínas involucradas en la 

replicación del DNA , transcripción viral y transformación celular (11,121. Al parecer, estos 

virus pueden participar en la tumorigénesis através de diversos mecanismos los cuales 

siguen siendo caracterizados actualmente y que incluyen la inativación de genes 

supresores y aparentemente la activación de oncogenes (13.15). 

Actualmente se conocen más de 70 tipos de HPV, de los cuales aproximadamente 

35 están relacionados con lesiones anogenitales. So ha reportado que el porcentaje 

promedio de HPV en el CaCU en diferentes zonas geográficas (Africa, Sur y Centro-

América, Sureste de Asia, Norte-América y Europa) es del 93% con un rango que va 

desde el 75 % al 100%, siendo el HPV-16 el de mayor prevalencia encontrándose en el 

50% de las muestras, seguido por los tipos 18 en el 14%, el 45 en el 8% y el HPV-31 en el 

5% (16), 

Existe evidencia que mujeres con lesiones de bajo grado del cervix (MC I) tienen un 

riesgo mayor de presentar lesiones de alto grado, que aquellas que no las han tenido (17). 

Estas lesiones se asocian practicamente a los mismos factores de riesgo que el CaCU 

incluyendo de manera Importante la infección por HPV (4.18. 19),  Se ha reportado que 

hasta un 76.80% de casos de NIC (de grado I a III) presentan infección por HPV (19-21). 

Para el caso de los NIC I se ha reportado asociación con una gama mayor de HPVs 

(incluyendo los de bajo riesgo), mientras que para los NIC II y IH se ha encontrado 

asociación con un grupo más reducido de HPVs (particularmente con los de alto riesgo) 

(22). Se ha encontrado que el HPV-16 es el tipo de mayor prevalencia en las lesiones 

anogenitales; para el caso de los NIC se ha reportadosu presencia en un 55% de los NIC 

I, 66% de MC II y 70-85% de NIC 1111 en estos casos de MC con HPV-16 este se 

encontraba en forma libre o episomal (23,24). 
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Algunas de las evidencias más fuertes que apoyan al HPV con un papal d'elogia) 

en esta neoplasia son (18, 25.21): 

a) en ensayos in vitro son capaces de transformar modológicamente células do rata 

y ratón así como líneas celulares humanas, 

b) en un elevado porcentaje de tumores amicales humanos se encuentra el DNA 

de los HPVs, asi como los transcritos do los genes que codifica, 

c) on líneas celulares derivadas do tumores humanos tales como líela, Silla y 

Caski entre otras, se encuentra el DNA de HPV integrada al genuina celular; además el 

genoma viral es transcripcionalmente activo. 

d) las oncoproteínas virales E6 y £7 son capaces de inactivar los productos de los 

genes supresores p53 y RB respectivamente (20,20). 

Se ha encontrado una asociación especifica entre los diferentes tipos de I IPV con 

lesiones benignas o malignas, sugiriendo que el tipo de HPV es importante para la 

transformación maligna. So ha reportado que los tipos 6 y 11 de HPV se encuentran 

comunmente en la lesión denominada Condiloma (lesión benigna), mientras que los tipos 

16 y 10 de HPV se encuentran frecuentemente en lesiones malignas (CaC11). Do esta 

manera los HPV-6 y 11 son considerados de bajo riesgo que se encuentran en lesiones 

que raramente progresan a una lesión maligna, mientras que los HPV-16 y 18 poseen un 

potencial oncogénico alto y se encuentran en lesiones malignas, por lo que se les 

considera de alto riesgo (3O). Por otro lado se ha encontrado una asociación entre el tipo 

vira! y el tipo histológIco del tumor, encontrándose que el HPV-18 es más frecuente en los 

adenocarcinomas, mientras que el HPV-16 es más frecuente en los carcinomas 

epidermoides (12,31).  Adicionalmente se ha reportado que aquellos tumores con HPV-18 

presentan un comportamiento clínico más agresivo que los que tienen HPV•16 (32). 

No se conoce del todo el o los mecanismos através de los cuales estos vírus 

participan en el desarrollo del cáncer. Se ha postulado que algunos de éstos mecanismos 

pudieran ser: 

II) Integración del genoma viral al genorna celular. El DNA de los HPVs es capaz de 

integrarse al genoma hospedero y ser transcripcionalmente activo. Esta integración trae 

como consecuencia que el genoma hospedero adquiera genes transformantes 
transcripcionalmente activos y que además la integración per se, ocasione alteraciones a 
genes celulares al romper un gen, o bien pudiendo integrarse cerca de un proto-oncogen 

causando su activación. Un ejemplo de éste último caso es el proto•oncogen c-rnyc 133-

30), La integración del genoma viral involucra también la ruptura del genoma viral; aunque 
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no se tiene el sitio exacto de ruptura del gonoma vital, se ha demostrado que esta ocurre 

predominantemente en la región de los genes E1/E2. Esta ruptura causa que ya no so 

exprese la proteína E2, la cual es un regulador negativo de la transcripción de los 

oncogenes virales E6 y E7. Así pues al no haber proteína E2 debido a la integración, 

ocurre una expresión incontrolada (y elevada) de las oncoproteínas virales E6 y E7 

La integración del genoma do HPV ocurre con mayor frecuencia en carcinomas 

invasores, mientras que en lesiones proinvasoras es frecuente encontrarlos en forma 

episornal. Esto sugiere que la integración puede ser importante en el desarrollo do una 

lesión invasora (►3, 38), 

Recientemente so ha demostrado que las oncoproteínas virales son capaces de 

unirse a proteínas celulares o inactivar su función o bien promover su degradación. Entre 

las proteínas celulares a las que se ha encontrado quo se pueden unir a las oncoproteínas 

virales E6 y E7, se encuentran los productos de los genes supresores p53 y R 13 

respectivamente, cuya función normal es controlar (negativamente) la replicación del 

genoma celular. En el caso de la proteína E6 ésta se une y promueve la degradación de la 

proteína p53, mientras que E7 se une a la proteína rth inactivando su función la cual es 

evitar la progresión del ciclo celular (28,20). Esta unión so ha observado con otras 

oncoproteínas virales (por ejemplo, E1A de Adenovirus y antígeno T grande de SV40), por 

lo que se sugiere que la unión de oncoproteínas virales a una proteína que controla la 

proliferación celular sea un mecanismo común de transformación mediada por virus 

(39,40). Este mecanismo esta estrechamente relacionado con el primero, ya que con la 

elevada producción de las oncoproteínas originada por la integración viral trae también 

como consecuencia que se inactive una mayor cantidad de proteínas supresores. 

so ALTERACIONES GENETICAS EN NEOPLASIAS CERVICALES 

Las neoplasias cervicales al igual que cualquier neoplasia es una patología 

multifactorlal, de forma que adicionalmente a los factores epidemiológicos mencionados y 

la infección por HPV, se ha encontrado que pueden ocurrir diferentes alteraciones 

celulares como lo son la activación de proto-oncogenes y la inactivación do genes 

supresores, los cuales en su conjunto permiten o llevan a la transformación celular y el 

posterior desarrollo do la neoplasia (41), 

Se ha reportado la presencia de diversas alteraciones genéticas en el CaCU. 
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Algunas de estas involucran la pérdida do heterocigocidad del cromosoma 3, en el locus 

del gen raf-1 (425) y del locus 03S3 en 3p14 (41,42),  Así mismo se ha reportado que en 

un porcentaje elevado do tumores invasores del cérvix, so ha perdido la expresión de los 

genes MHC clase I y en su lugar so expresan los genes MHC clase II (43), Algunos de los 

oncogenes quo se han encontrado alterados (sobre-expresados) en esto tipo do tumores 

son los genes c-rnyc (44,45),  c-Ha-ras (45.47) y los oncogenos que codifican las 

oncoproteínas que funcionan como receptor para el factor de crecimiento epidérmico 

(EGFR y c-erbB) (40,491. Otro tipo de genes, los llamados genes supresores o 

antioncogenes, parecen tener también un papel importante en el desarrollo de esto 

cáncer, en particular los genes p53 y RB (50,61), de los cuales se discutirá su posible 

participación posteriormente. En cuanto a p53 se ha reportado Cambien la pérdida do 

heterocigocidad del cromosoma 17p en lesiones de CaCU (52), 

En cuanto a las lesiones tipo NIC, se ha reportado sobre-expresión de los oncogones 

ras (53) y c-rnyc. (44,54).  Así mismo se ha reportado acumulación de la proteína p53 (lo 

cual puede reflejar mutaciones en el gen) en NIC de alto grado principalmente (55). 

Así pues, son múltiples las alteraciones genéticas que se han reportado en cáncer 

invasor del cérvix adicionales a la presencia de HPV (41.52), Sin embargo, existen pocos 

trabajos que reporten la detección de alteraciones genéticas en lesiones más tempranas 

como las NICs 144,53, 55), 

PROTO-ONCOGEN c-myc, 

En el caso particular del proto-oncogen c-tnyc, éste pertenece al grupo de genes 

de respuesta temprana Inmediata, ya que es de los primeros genes en activarse ante un 

estímulo mitogénico: los niveles de la proteína 'nye son bajos en células quiescentes y 

aumenta hasta 40 veces en respuesta a un estímulo mitogénico. La inducción de este gen 

se ha asociado con la entrada al ciclo en particular en la transición GO/G1; se sugiero que 

los niveles de expresión de myc correlacionan con el rango de proliferación celular: al 

aumentar los niveles de la proteína myc aumenta la posibilidad de que la célula entre a la 

fase S (síntesis de DNA) (56). Se expresa durante la proliferación de una amplia variedad 

de tejidos adultos, y en todas las etapas tempranas del desarrollo embrionario. 

La proteína myc es un factor transcripcional que pertenece a la superfamilia HLH/1.2 

(helix-loop-helix/leucine zIpper). Actúa en forma de heterodímero con la proteína max. 

Puede transactivar directa o indirectamente a los genes de las delicias A y E, HSP 70 y de 
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la Ornitin•descarboxilasa; y trans-reprimir a los genes de MI-1C I, 1.17A-1, N-CAM, colagena 

y al propio gen c-myc. Está involucrada en diversas funciones celulares que incluyen el 
control do la proliferación normal, initogénesis, diferenciación celular, transformación 
celular y apoptosis. Generalmente se asocia un incremento de la proteína myc con un 
crecimiento celular acelerado, mientras que una disminución en los niveles de esta 

proteína con la diferenciación celular (67. 58 ), Se ha propuesto que rnyc es un "switch" 
molecular que dirige a las células a una vía que puede llevar a la proliferación contínua o 
bien a la diferenciación terminal; evita que las células entren a un estado de 
prediferenciación y las Impulsa a ciclar, por lo que so requiere que disminuyan los niveles 

de esta proteína para que la célula pueda entrar a la fase de diferenciación (56,56,60), 

En cuanto a su participación en la tumorigénesis (61), se ha encontrado que es un 
gen capaz de inmortalizar células en cultivo primario, pero que por si solo no es suficiente 
para causar un fenotipo maligno. Puede cooperar con otros oncogenes para originar un 
fenotipo maligno. Tal es el caso del encogen c•Ha-ras: myc y ras activados pueden 
transformar fibroblastos de rata; y con HPV-16 pueden transformar células de riñón de 

ratón neonato (26,62), En ambos casos myc aporta la función inmortalizante, 
La activación de este proto-oncogen puede sor vía 3 mecanismos: 
a) Inserción proviral: através de la integración de un virus que causa una elevación 

en la transcripción el promotor normal del gen. Es decir que el LCR virar actúe como un 

promotor de la transcripción de myc (34), 

b) Translocaciones cromosómicas: se ha encontrado involucrado a myc, en el punto 
de transtocación en Linternas de (badil El gen myc es translocado junto a un gen de 
Inmuneglobulinas cuyo promotor es de expresión constante, de forma que myc es 

transcrito constantemente (63). 

c) Amplificación génica: implica la presencia del gen intacto pero en múltiples 

copias, lo que generalmente lleva a una expresión más elevada del mismo (64), 
Por otro lado se ha encontrado que myc puede interaccionar con genes supresores. 

La proteína Rb (pRb, producto del gen AB) puede unirse directamente a la proteína n'e al 
igual que la proteína p107 (análogo de Rb), de modo que myc puede ser secuestrado de 
la reserva disponible en la célula, neutralizando así su función. La pérdida de asociación 
de myc con pRb (por ejemplo por la presencia de la oncoprotefna E7 del HPV que 
secuestra a su vez a Rb) puede llevar a una expresión elevada de myc contribuyendo así a 
la progresión !moral. Además pRb o el factor de crecimiento tumoral beta (TGF-13) pueden 
disminuir la expresión de myc através de una secuencia llamada elemento de control de 

RB (RCE) que so encuentra en la región promotora del gen c- myc (57, 61, 65). 
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Algunas de las neoplasias en las que se ha encontrado alterado a mye son: Cáncer 

de Mama, de Colon, do Pulmón, CaCU, Adenocarcinoma gástrico, Linfoma de Burkitt, 

Leucemia granulocitica y CaCU (43,56.70), 

1s. GEN SUPRESOR RL3 

Uno de los genes supresores más estudiados por ser el primero en ser identificado, 

es el gen de Retinoblastoma o RB detectado inicialmente en una neoplasia de la retina 

(el retinoblastoma). Este gen se encuentra en el cromosoma 13 (13q14) y es considerado 

como un gen supresor por que su función principal es reprimir la proliferación celular 

(evitando la progresión del ciclo celular) 171-73). Es el gen representativo do una clase do 

genes involucrados en cáncer en los que la pérdida funcional de ambos aleles es crítica 

en la formación de tumores. 

La proteína Rb (pRb) es una fosfoproteína nuclear de 928 aminoácidos (110 kDa) 

que se uno no-específicamente al DNA atravós de su región carboxilo-terminal. Sin 

embargo parece que la forma de actuar de esta proteína es atravós de su interacción con 

otras proteínas celulares. So han indentificado más de 30 proteínas celulares con las que 

pRb puedo interactuar; entro estas proteínas se incluyen factores de transcripción, cinasas, 

fosfatasas, reguladores del crecimiento y proteínas de matriz nuclear (72). Dos de los 

dominios globulares de la proteína que se unen a oncoproteínas virales (E7 de HPV, E1A 

de adenovirus y AgT grande de SV40) han sido mapeados en la región carboxilo-terminal. 

Esta región de la proteína es crítica para varias de las actividades de pRB que incluyen, su 

fosforilación durante la fase G1 del ciclo celular, la unión a factores de transcripción, la 

supresión de la proliferación celular y la señal que dirige a la proteína al núcleo (74). 

Esta proteína es regulada con el ciclo celular. Su regulación es principalmente 

postraduccional por 1 osforilaciones mediadas por la cinasa cdc2. pRb es forforilada en 

residuos de Serina y Treonina en al menos 3 etapas diferentes: G1 media, en S y en la 

transición G2/M. Se considera que la fosforilación en G1-media inactiva a pRb permitiendo 

que la célula progrese através de G1 y S. Así, la forma activa de la proteína es la hipo-

fosforilada; de hecho es la forma hipofosforilada de Rb la que es capaz de unirse a otras 

proteínas celulares. La defosforilación de pRb inicia en la Anafase; esta defosforilación es 

el mecanismo principal de reactivación de pRb y es mediada aparentemente por la 

fostatasa PP1 (73.75). 

La proteína Rb se expresa en todos los tejidos hasta ahora analizados. En los 
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epitelios estratificados se ha encontrado que se expresa fuertemente en la capa 

suprabasal (en maduración), así mismo en tejido hematopoiético la mayor expresión de 

esta proteína so encuentra en las células en maduración. Estos datos indican que pRb 

controla la progresión del ciclo celular principalmente de células en maduración, lo cual 

sugiero que pRb es un regulador importante en el programa de difrenciación (más que de 

proliferación) do ciertos tipos celulares(76). La forma en la que aparentemente actúa pRb 

es uniéndose y manteniendo inactivo al factor transcripcional E2F, el cual activa la 

transcripción do varios genes importantes para la síntesis de DNA tales como: c-myc, 

DI-IFR, Timidina-Cinasa, y DNA pol-alfa (75). 

Se ha encontrado alterado este gen en diferentes neoplasias, principalmente en: 

Retinoblastoma, Cáncer de Pulmón, de Vejiga, de Mama y algunas Leucemias (77-701; de 

esto se deduce que pRb está involucrada en el control de diferentes estirpes celulares (001. 

Para el caso de Leucemia mielocítica aguda, se ha reportado que un gran número de 

muestras presentan una elevada cantidad do pRb (la mayor parte en forma fosforilada), 

considerando que esto puede representar un marcador de la presencia do una población 

de células tumorales(791, 

En cuanto al CaCti, se han realizado algunos estudios en líneas celulares derivadas 

de esta neoplasia, encontrándose que en aquellas líneas con HPV so encuentran intactos 

los genes supresores RB y p53, mientras que en aquellas líneas que no contienen HPV se 

detectan alteraciones estructurales en el gen p53 y alteraciones en la expresión de la pRb: 

estos resultados sugieren una relación inversa entre la presencia de HPV y alteraciones 

en los genes supresores p53 y RB, Indicando que la perdida de la función normal de estos 

genes es importante en el desarrollo del CaCU, y que en ausencia do las proteínas viralos 

E6 y E7 de HPV las mutaciones en estos genes son necesarias para el desarrollo del 

tumor 181433). Sin embargo, recientemente el Dr. Salcedo (comunicación personal) ha 

encontrado la presencia de alteraciones estructurales (determinadas por Southem Blot) en 

un 20% de las biopsias estudiadas de CaCU, las cuales oran positivas para IIPV; 

sugierendo que independientemente de la presencia de HPV pueden ocurrir alteración 

del gen RB en tejido fresco de tumores cervicales, apoyando aún más la participación de 

este gen supresor en el desarrollo del CaCU. Es relativamente poco lo quo se ha 

estudiado sobre la participación del gen RB en el desarrollo del CaCU, y los pocos 

estudios que so han realizado son sobre líneas celulares derivadas de CaCU la mayoría 

do ellos, y uno solo sobre muestras de tejido de CaCU, en el cual se ha mostrado que 

existen alteraciones de este gen independientemente do la presencia de HPV, indicando 

pues que este gen parece tener algún papel en el desarrollo de esta neoplasia, por lo que 
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debe estudiarse más al respecto. Hasta el momento, no so ha reportado ningún estudio 

sobre el estado de RB en lesiones pro-invasoras del cervix. 

INTERACCION c-myc - RB - E7 (HPV) 

El estudiar la expresión de estos dos genes (myc y RB) en lesiones preinvasoras del 

cervix, en cuyo desarrollo posiblemente participen, toma mayor importancia ya que estos 

dos genes interaccionan de manera importante durante el control normal de la 

proliferación celular, así como en forma alterada (por la activación de uno e inactivación 

del otro respectivamente); así mismo la interacción de HPV con éstos genes es importante 

en el desarrollo de una neoplasia. Esta serie de interacciones entre genes celulares y 

virales durante el ciclo celular, ya sea para su progresión normal o alterada, puede 

resumirse en lo siguiente: 

Durante las fases G1/G0 del ciclo celular pRb, la cual se encuentra en su forma 

activa, en los límites de G1/S empieza a fosforilarse en múltiples sitios inactivándose, para 

permitir la progresión de G1 a S. pRb puedo modular la transcripción de genes implicados 

en la proliferación celular como son c-íos, TGF-13, myc , cdc2, TK, DHFR y DNApoI-u, 

através de la Interacción tísica de pRb con factores transcripcionales corno E2F. pRb 

mantiene secuestrado a E2F hasta que pRb es fosforilada o bien se asocia con 

oncoproteínas virales (84, 85). Al inactivarse pRb, queda libre E2F el cual activa 

transcripción del gen myc cuyo producto facilita la progresión del ciclo para entrar a fase S 
(GO), 

Cuando ocurre infección por HPV (en particular los tipos de alto riesgo), la 

oncoprotefna E7 puede asociarse con pRb y formar un complejo inactivo dejando a E2F 

libre para activar la transcripción de myc y llevar a la célula a proliferar (86.071. Por otro 

lado la proteína myc puede unirse a pRb, el cual al parecer es otro mecanismo de pRb 

para controlar la proliferación celular evitando la síntesis de DNA, de esta forma la unión 

con oncoproteínas virales puede tener un doble efecto para permitir la proliferación celular 

sacando a pRb del control celular liberando a E2F y a myc (57.65). Además se ha reportado 

que pRb puede regular la expresión del encogen c-mycloin. En condiciones normales, 

pRb es desfosforilada (por PPA2) terminando la faso de mitosis; si llega el estímulo 

adecuado para proliferar pRb es nuevamente fosforilada a la mitad de la fase G I, si no hay 

estimulo entonces pRb no se fosforila y no permito quo ocurra la síntesis de DNA. En el 

caso de una infección por HPV, la proteína E7 se mantiene unida a pRb, por lo que la 

célula seguirá proliferando. 
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Considerando estos antecedentes, así como el hecho de que la mayor parte do los 

estudios sobre la participación de estos factores (HPV, oncogenes y genes supresores del 

tumor) en el desarrollo de esta neoplasia, se han realizado sobre muestras de tejido de 

cáncer cervico-uterino invasor y se ha reportado poco sobro las diferentes alteraciones 

celulares que se pueden encontrar en lesiones proinvasoras, se planteó para este trabajo 

determinar la expresión de los genes c-myc y RB así como la presencia de HPV, en tejidos 

con lesión cervical preinvasora de bajo grado del córvix (NIC I). 

L["V 11111 19(CYTIVii 

Considerando el hecho de que se han reportado alteraciones (en la estructura 

del gen o bien en su expresión) de los genes c- myc y AB en lesiones invasoras 

del Cuello Uterino, consideramos que en aquellas muestras de Neoplasia 

Intraepttelial Cervical de grado I (NIC I) que estén infectadas con HPV de alto 

riesgo, será posible encontrar alteraciones en la expresión (proteína y/o 

transcritos) de estos genes celulares. 

j1S2'11.5?(CZ 

Analizar mediante las técnicas de Inmunohistoquímica e Hibridación In Situ, la 

expresión (proteína y transcrito respectivamente) de los genes c-luye y RB, en 

tejido cervical normal y con NIC I. 

Determinar la presencia y tipo do HPV en tejido cervical normal y con lesión 

preinvasora de bajo grado (NIC I) mediante la ténica de PCR. 
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:fi, MATERIAL BIOLOGICO 

Se utilizaron cortes histológicos de biopsias de córvix uterino con NIC I (12 casos en 

total), obtenidos del Departamento de Patología del Instituto Nacional de Cancerología y 8 

tejidos normales obtenidos de úteros sin patología neoplásica, a partir de piezas 

quirúrgicas (Histerectomía) do pacientes que acudieron al servicio de Ginecología del 

Hospital Manuel Goa González. Las biopsias fueron fijadas en formo, al 10% amortiguado 

con fosfatos o incluídos en parafina. Todos los casos fueron seleccionados en base a 

criterios histopatológicos. 

Adicionalmente y do forma paralela, se analizaron 5 muestras de NIC II y 2 muestras 

de NIC III a las cuales se les realizó el mismo de tipo de análisis que para las muestras de 

NIC I. 

lb INMUNOHISTOQUIMICA 

Se utilizaron cortes seriados del tejido para la Hibridación lo Situ y para la detección 

de las proteínas. Para el análisis imnunohistoquímico so utilizaron los siguientes 

anticuerpos: a) Ab. policlonal C-15, (Sta. Cruz Biotechnology, Inc.) que reconoce un 

peptido de 15 aminoácidos que correspondo a la región carboxi-terminal de la proteína Ilb 

humana (Figura 1A); b) Ab-1 rnonocional (Oncogene Science) que reconoce un póptido 

de la región carboxilo-terminal (de los aminoácidos 408 a 439) de la proteína myc humana 

(Figura 1B); y c) anticuerpo anti-L1 (proteína tardía de papilomavirus) (DAKO PAP-KIT 

TMSystern). Todos revelados con el método de Peroxidasa-anti-Peroxidasa (PAP), Los 

siguientes reactivas se obtuvieron do los "kits" comerciales ; suero de cerdo no inmune al 

10%. anticuerpos secundarios (IgG anti-ratón o anti-conejo) y complejo PAP. 
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La técnica inmunohistoquímica fue esencialmente igual para los tres anticuerpos 

utilizados, únicamente se varió la concentración de cada anticuerpo. 

Los cortes de los tejidos (511m) montados en laminillas tratarlas con Silano, fueron 

desparatinados en xilol por 3 min y pasados secuencialmente en etanol al 100%, 70%, 

30% y agua durante 2 min en cada uno de ellos. En seguida los tejidos se incubaron por 

10 min con peróxido de hidrógeno al 3% a temperatura ambiente para inactivas a la 

peroxidasa endógena. Se lavaron en Buffer Salino de Fosfatos (PBS) y se trataron con la 

solución bloqueadora (suero de cerdo no inmune al 10%) por 20 min a temperatura 

ambiente en cámara húmeda, Posteriormente, se eliminó el exceso de bloqueador y se 

incubaron por toda la noche con el primer anticuerpo (anti-L1 diluido en PBS 1:200, anti-

myc 1:200 ó anti-RB 1:250 respectivamente). Se lavaron los tejidos en PBS y se 

añadieron los anticuerpos secundarios (IgG anti-ratón para o anti-conejo para en dilución 

1:100) por 45 min en cámara húmeda. Después so lavaron en PBS, so añadieron los 

complejos Peroxidasa anti-peroxidasa (PAP) y se incubaron 45 min en cámara húmeda. 

Al término de las incubaciones se lavaron en PBS y se añadió la solución de 

Diaminobencidina (DAB, 6 mg/10 ml de agua, con 100 rl de peróxido do hidrógeno al 3%) 

para desarrollar el color, rnonitoreando la reacción cada 20 seg baje observación 

microscópica. Se consideró como una reacción positiva, la aparición de un precipitado 

granular de color café intranuclear, la cual fué calificada como: +: tenue ó +•+: intensa. 

Finalmente, los tejidos fueron contrateñidos usando Hematoxilina de Harris, en seguida se 

deshidrataron en etanol (30%, 70% y 100%) durante 2 min, 3 min en xilol y se montaron 

para su posterior revisión en el microscopio. Se consideró positivo un tejido si la señal 

abarcaba más de un 10% del tejido. 

Como control negativo para cada anticuerpo, se utilizaron cortes de NIC o CN a los 

cuales se les realizó el mismo tratamiento de la IHQ, evitando unicamonte el paso con el 

primor anticuerpo. 

En algunos tejidos fue posible realizar una doble-inmunohistoquímica para las 

proteínas Rb y myc, variandoso el sistema do revelado para la proteína myc para lo cual se 

utilizó fosfatasa alcalina, la cual da una señal de color azul, diferenciando así la señal café 

de la proteína Rb (revelada con DAB). 
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HIBRIDACION IN SITU (HIS) 

Los cortes fueron desparafinados y rehidratados (ver técnica Inimmohistoquírnica) 

hasta PUS 1X y se incubaron secuencialmente en las siguientes soluciones: Proteinasa K 

(50ag/m1) en PUS a temperatura ambiente 3 minutos lavando con PUS; 10 min, Glicina 

0.2% en PUS lavando en PUS, se deshidrataron en etanol a concentraciones crecientes 

(hasta 100%) y se dejaron secar al aire 1hr a temperatura ambiente. Se preparó el 

"cocktail" de hibridación con: Formamida 50%, Dextrán Sulfato 10%, Cloruro de sodio 0.6 

M, Tris 10 mM, EDTA 5 mM, Ficoll 0.02%, Poli-vinil-Pirrolidona 0.02%, DNA de esperma de 

salmón 0.2 mg/ml, USA 1 mg/ml, Ditiotreitol 0.5 mM y 0.2 ng/ml de sonda-35S (marcada por 

nick translation). Para hibridar se desnaturalizó la sonda calentando a 90°C por 5 min y la 

muestra a 600C por 3 min. Se añadió la sonda al tejido y se cubrió con parafilm, dejándose 

incubar a 450C toda la noche. Después de la hibridación, los tejidos se lavaron en: 

a) Agua bidestilada a temperatura ambiente 5 minutos (para descubrir los 

tejidos), 

b) Formamida 50%/SSC 2X a 500C en agitación por 60 min (2 lavados), 

c) SSC 2X a 50°C en agitación por 30 min, 

d) RNasa 25µg/ml a 370C por 60 min, 

e) SSC 2X a temperatura ambiente en agitación por 15 min, 

f) SSC 1X a temperatura ambiente en agitación por 15 min, 

g) SSC 0.1X a 50°C en agitación por 30 min, 

h) PUS 

So deshidrataron los tejidos en etanol a concentraciones crecientes (hasta 100%) y 

se dejaron secar 1 hr a temperatura ambiente. 
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Autorarbowpfla: Se sumergieron los tejidos en emulsión autoradiográfica L.M-1 

 omulsion 1..M-1, Amersham) diluida (1:2) en agua. Se guardaron en 

una caja negra con desecador y se incubaron a 4°C varios días (3-5 días). Se revelaron y 

fijaron como placas autoradiográficas (utilizando el revelador D-19 de Kodak). Finalmente 

se lavaron en PRS y contratiiiiüron con Hernatoxilina-Fosina para su evaluación al 

microscopio. La señal positiva para la hibridación se muestra como granos negros 

resultado de la precipitación de la plata de la emulsión lotográfica, debido a la emisión de 

partículas ir provenientes del isotopo 35S. 

Para la detección do transcritos de los genes FIB y e- ¡oye se usaron sondas de cDNA 

de cada uno de estos genes (Figura 2). Como control negativo se usó el DNA del 

plásmido pBR322 y que como control positivo se usó el cDNA del RNA ribosomal 113s. 

Para el análisis se contaron 100 células epiteliales por laminilla es decir, 10 células 

en 10 campos al azar observados en microscopio de luz con campo claro; en cada campo 

se contaron 10 células desde el estrato basal del epitelio hasta el superiticial, 

considerando el epitelio en 3 estratos principales: basal, intermedio y superficial. Se contó 

el número de granos tanto en núcleo como en citoplasma. 

La significancia estadística de las diferencias entre controles y casos, se determinó 

con la prueba de T do Student. Se consiederaron las diferencias significativas con una 

0.05. 
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'fi, AEACCION EN CADENA DE LA POLIMEUASA (PCA) 

Se extrajo el DNA de los tejidos incluidos en parafina de la siguiente manera: se 

colocaron 3 ó 4 cortes de aproximadamente 10 pm de grosor del tejido incluido en 

parafina, en un tubo "eppendorf", al cual se de añadió Xilol para eliminar la parafina 

incubando a 370C por 15 minutos, se centrifugó a 14,000 rprn eliminando el sobrenadante, 

repitiendo el lavado con Xilol una vez más. Después de eliminar el Xilol, se lavó el tejido 

con alcohol absoluto y después se rehidrato can soluciones do etanol graduales (70% y 

30%), hasta llegar a agua bidestilada (en cada paso se centrifugó el tejido a 14,000 rpm 

recuperando el precipitado). El tejido recuperado se incubó por 20 minutos a temperatura 

ambiente en 5001x1 de de HCI 0.2N; se lavo dos veces el tejido con POS y se incubo por 3 

hr a 55°C con 25111 de una mezcla que contenía: 0.5% Tween-20, 100mM NaCI, 10 mM 

Tris-HCI, 500 nM EDTA y 200µg de proteínasa K. Finalmente se incubó por 10 minutos a 

050C y so centrifugó a 14,000 rpm por 5 minutos, recuperando en este caso el 

sobrenadante (el cual contiene el DNA), el cual se someto directamente al procedimiento 

de PC11. 

Para esta técnica se usaron de 1lig de DNA por reacción. La mezcla do reacción 

para PC11 (100 II) que se utilizó contenía: 50mM KCI, 10mM Tris-HCI pH 8.4, 1.5mM 

MgCl2, 200 jiM do cada dNTP, 1pM de cada primer y 4 unidades de Taq-polimerasa. So 

utilizaron los primers consenso para la región 1_1 diseñados por el Dr. Yoshikawa 

La mezcla se calentó a 95°C durante 5 minutos. Las condiciones de la amplificación 

fueron 40 ciclos do desnaturalización a 9400 por 1.5 min; alineamiento a 480C por 1.5 min 

y polimerización a 720C por 2.0 min. Finalmente se calentó a 72°C por 10 min. La mitad 

del DNA amplificado que se obtuvo de la reación se sometió a electroforósis en geles de 

agarosa (1.5 %) con 1pg/m1 de bromuro de etidio; otra alicuota similar fué usada para la 

tipificación por análisis de restricción con la enzima Accl para HPV-16, y con la enzima Pstl 
para HPV-18. 

La secuencia de los primers consenso utilizados fijé: 

5'-CGTAAACCITMCCCTKITITTTT-3.  

5'-CAATACAGAGIATTTAGGGTA-3' 
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PRESENCIA DE HPV EN LAS NIC I 

Por medio del análisis de PCH so observó que las 12 muestras de NIC I fueron 

positivas para HPV: 9 do ellas para HPV-16 y 3 para HPV-18. De los 8 tejidos cervicales 

normales (sin patología neoplásica) 5 fueron positivos para HPV (no se determinó el tipo) 

(Cuadro 1). Igualmente los NIC II y III que se analizaron eran positivos para HPV, los 5 

NIC II para I-113V-16, uno de los NIC III para HPV-16 y el otro para HPV-18. 

PROTEINA DE CAPSIDE (L1) EN 
APROXIMADAMENTE LA MITAD DE LAS NICs 

La señal para la proteína do cápside (1.1) de HPV se encontró sólo en 5 de las 12 

(42%) muestras de NIC. La señal fué intranuclear y se detectó principalmente en las 

células de las capas más superiores del epitelio, en particular en las células denominMas 

coilocitos (Cuadro 2, Figura 3). En cuanto a los NIC de alto grado, sólo uno de los 7 

(un NIC II) presentó señal para la proteína L1 (datos no mostrados). 

PRESENCIA AUMENTADA DE LA PROTEINA RE 
(pRb) EN TEJIDOS CON NIC 

Para el análisis do la inmunohistoquímica se consideró el porcentaje del tejido que 

abarcó la señal (precipitado insoluble de color café), tomando corno referencia otros 

reportes donde analizan por inmunohistoquímica a la proteína Ab (00,011  se consideró 

positivo un tejido si la señal abarca más de un 10% del tejido. Se encontraron 11 de los 

12 (92%) casos de NIC I posilly_e_s con señal intranuclear, la mayoría con una intensidad 

de ++ (Figura 4a), y en el otro caso la señal fué únicamente citoplásmica por lo que se 
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consideró negativo; en el caso de los 8 tejidos normales, 4 fueron claramente positivos 

(Figura 4b), de los restantes 3 tuvieron monos del 10% de positividad y uno fuá 

completamente negativo (Cuadro 3A). Tanto para las NIC como para el córvix normal la 

señal fuó heterogénea, es decir se pueden observar células positivas junto con negativas 

y se observa principalmente en los estratos inferiores del epitelio (basal y parabasal); en el 

caso particular de los tejidos con NIC, se observa en algunos tejidos que hay una 

predominancia de la señal en las células más displásicas del epitelio (en particular en el 

caso de los MC de alto grado) (Figura 5). Siempre se encontró que la intensidad de la 

señal en los NICs es mayor que en los normales, sugiriendo la presencia de una mayor 

concentración do proteína en los Nlcs que en los normales (Cuadro 3A). En cuanto a los 

NICs II y III, so encontró quo todos oran positivos para la proteína Ab; la señal fuó en todos 

los casos intensa (++) (datos no mostrados). En la Figura GA se muestra uno de los 

controles negativos. 

En cuanto a la detección de transcritos de esto gen, los resultados so muestran en el 

Cuadro 4A, en el cual so se incluyen: el promedio del número do granos en el núcleo y 

citoplasma de cada una de las células contadas y los valores de desviación estándar para 

cada grupo comparado. Para el análisis se comparó los resultados de núcleo y citoplasma 

(por separado) de cada estrato de los tejidos con MC con su correspondiente en los 

tejidos normales. Se encontró que la mayor concentración do señal se observa siempre en 

el citoplasma y se observa que la cantidad do granos es ligeramente mayor en los casos 

de NIC I que en normales; se encontraron diferencias estadísticamente significativas 

únicamente en el citoplasma de los estratos medio y superficial (p< 0.05) entre los tejidos 

con NIC y normales. 

Así mismo en los NICs II y III, se observó una cantidad ligeramente mayor de granos 

que en los normales, sin embargo estas diferencias no fueron estadísticamente 

significativas (datos no mostrados): 

MAYOR CONCENTRACION DE LA PROTEINA myc 

EN NIC QUE EN TEJIDO CERVICAL NORMAL. 

Se encontró que 8 de los 12 (67%) tejidos do NIC fueron positivos, la mayoría 

presentó señal ++ (intensa) (Figura 7a), los 4 tejidos restantes tuvieron menos del 10% 

de positividad y con una intensidad tenue (+). En los tejidos normales solo un caso fuó 
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positivo (con señal en más del 10% del tejido) con señal tenue (+) (Figura 7b); de las 

muestras restantes 3 tuvieron menos del 10% da positividad y 4 fueron completamente 

negativas. Para ambos casos la expresión de las proteínas f ué heterogénea y so observó 

principalmente en los estratos inferiores del epitelio. En el caso de los NICs la señal fuó 

siempre mucho más intensa y se observó en un porcentaje mayor de células que en el 

tejido normale positivo (Cuadro 313). Además que en varias de las muestras de NIC, se 

observó señal positiva en citoplasma preferentemente del estrato medio del epitelio 

(Figura O). 

En el análisis de HIS para myc, este fuá realizado bajos las mismas condiciones que 

para RB y se encontró que la mayor concentración de señal se observa siempre en el 

citoplasma y en particular en los estratos basal y medio del epitelio; se observa una mayor 

cantidad do granos en los casos de NIC que en los normales, sin embargo so encontraron 

diferencias significativas solo en el núcleo de los estratos basal y superficial (Cuadro 

4B). 
Igualmente en las muestras de NIC 11 y III, se obsevó una mayor cantidad de señal 

que en los normales, encontrandose quo existen diferencias significativas en el núcleo de 

todos los estratos y para ambos tipos de NIC (recordando que en el caso de las muestras 

de NIC III es difícil considerar los tres estratos, ya que se ha perdido parto de la integridad 

del epitelio en esta lesión) (Cuadro 5). 

EXPRESION DIFERENCIAL DE LAS PROTEINAS 
RB y MYC EN TEJIDOS CON NICs 

Por otro lado y de manera interesante, se encontró que en aproximadamente la mitad 

de las muestras de NIC y cérvix normal, existen zonas del epitelio que fueron positivos 

para pRB y negativos para myc y/o viceversa [ pRB(i) /myc (-) ó pRB (-) /myc (i•) 1, 

encontrándo también algunos tejidos positivos para ambas proteínas (Figuras 9 y 10) 
poro la señal para cada proteína se encontraba abarcando una proporción diferente del 

tejido, es decir un porcentaje mayor del tejido presentaba señal para pRb que para rnyc o 

viceversa (estos resultados pueden también apreciarse en el Cuadro 3A y 3B). En el 

análisis de doble Inmunohistoquímica (para las proteínas myc y Rb simultáneamente) es 

posible apreciar tambien este tipo de diferencias (Figura 10). 
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A) Protoina RB (p105I11)) 
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	,J•111•11111 ••••111,..4111.1 

Leo "iinoer &u 249 Ilir 252 1111 373 
I 

V 	4/14,WMPZI., COOH NI12 (- 
•••••1411 

Unión do Antígenos virolas 

309 	Sitio do 1111W311 al factor E2F 
	

892 

B) Proteína myc 

NLS 	 H • L - II Lou npper 

    

E Id 

 

N H 2 o 

  

COOH 

 

= 

 

    

      

-15 1 60 
	

242 201 
	

360 
	

410 439 

FIGURA 1: Esquema de las proteínas A) RI3 y U) c-myc , respectivamente. En la figura 

se señalan las regiones Importantes de cada proteína, así como la secuencia 

correspondiente al póptido que es reconocido por los anticuerpos C-15 para Rb y Ab-1 

para la proteína myc. Leu-zipper = dominio Zippor de Leucina; HLH = dominio holix-loop-

helix, NLS = Señal de localización nuclear, P = sitio de fosforilación, NH2 = extremo arnino-

terminal, COOH = extremo carboxilo-terminal. La figura fue tomada de: Hosketh A. 1994. 

The Oncogene Handbook. Academic Press, USA. pp 325 y 530. 
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1-111111-1141111 	1111 11 
18690 

cDNA 4.8 kb 

cDNA 700 b 

A) GEN RB 

ATG  

Dm 	2 3 4 5 6 	7 ti • 11 	12 	13 - 17 	18 19 20 	21 - 24 	25 - 27 

B) GEN c-tnyc 

(sonda Ryc) 

FIGURA 2: La figura muestra los mapas de los genes do los genes: A) RB y 13) c- 'nye. 

Se utilzaron los cDNA correspondientes a cada uno de estos genes como sondas en la 

Hibridación In Situ para la detección de los respectivos transcritos. PO-P3= diferentes 

promotores del gen c-myc; kb kilo bases, pb pares de bases. La figura fué tomada 

de: Hesketh R 1994. The Oncogene handbook. Academic Press, USA. pp 323 y 530. 
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CUADRO 1: Detección do 1-1PV de alto poder oncogénico en tejido cervical, mediante la 

técnica do PC11. 

TEJIDO IIPV-positivos 1-11n•negativos 

Córvix Normal 5 / 9 	(62%) 3/13 

NI C I 12 / 12 0 / 12 

a) HPV-16: 9/12 

b) HPV-18: 3/12 

NIC II 5/5 con 1-IPV•16 0/5 

NIC IN 2/2 0/2 

a)11115/-16 	1/2 

1)) I-IPV-16 	1/2  

CUADRO 2. Presencia de la proteína de cápsido de HPV (L1) determinada mediante 

análisis Inmunohistoquírnico, en las muestras de tejido cervical con NIC I. 

TEJIDO Protoba L1 HPV 

1412 + 16 

1258 + 16 

1355 - 16 

1410 - 16 

3933 - 10 

2080 - 16 

2248 + 16 

2404 - 16 

2570 - 16 

4105 - 18 

4545 + 16 

4661 + 10 

= señal positiva, - = tejido nogat'vo, Ll = Antígeno común do cápside de HPV, 
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FIGURA 3: Señal para la proteína Ll de HPV en tejido cervical con NIC (200 X). La 

señal se observa en el núcleo de células diferenciadas del epitelio cervical (estratos 

superiores del epitelio), pero no en las células displásicas. En el epitelio superior se 

pueden observar coilocitos positivos (flecha) y negativos. 
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CUADRO 3: Presencia do las proteínas A) Rb y 13) myc determinada mediante análisis 

Inmunohistoquímico, en tejido cervical normal y con NIC I. 

A.  

Tejido % positividad 	- Int Tejido % positividad Int 

NIC 1: C N 

1412 20% +.+ 05-03 15% + 

12513 >50% ++ 10-93 25% ++ 

1355 40% ++ 16-93 5% ++ 

1410 25% + 19-93 NEO - 

3933 75% ++ 12-94 20% + 

2088 25% ++ 15-94 5% + 

2248 25% + 16-94 5% ++ 

2484 70% ++ 26-94 30% ++ 

2670 0% - 

4185 80% ++ 

4545 15% ++ 

4661 30% ++ 

B.  

Tejido % positividad Int Tejido %positividad Int 

NIC I C N 

1412 <10% + 05-93 15% + 

1250 <10% + 10.93 <10% + 

1355 15% ++ 16.93 <10% + 

1410 15% ++ 19.93 <10% - 
3933 130% ++ 12.94 NEG - 

2088 15% ++ 15.94 NEO - 

2248 <10% + 16.94 NEG - 

2484 15% ++ 26-94 NEG - 

2570 <10% + 

4185 70% ++ 

4545 15% ++ 

4661 20% ++ 

- negativo; + señal tenue, ++ señal intensa, % positividad = porcentaje del epitelio con 

señal positiva. CN = Cérvix Normal; NIC I a III = Neoplasia Intraepitelial Cervical grado I a 

III, Int = Intensidad. 
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FIGURA 4: Detección de la proteína Rb en tejido cervical a) con Neoplasia intraepitelial Cervical (400X) y b) normal 

(400 X). La señal se localiza principalmente en los estratos inferiores del epitelio (incluyendo el estrato 'pasa!). En tejido 

normal la señal se localiza en la capa parabasai (Flecha). La intensidad de la señal es mayor en el tejido con NIC que en el 

normal. 
ti 
Cr1 



FIGURA 5: 	Presencia de la proteína Rb en un tejido con NIC II (400X). La 

inmunoreacción se observa en una zona con displasia severa donde la señal es más 

intensa (flecha). 
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FIGUR& 6: Controles necativos de la inmunolaistoquímlca para las o7o:ehas a Pt (NIC I. -10J.Y.l, 	myc, 	i 
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FIGURA 7: Detección de la proteína myc en tejido cervical a) con Neoplasia intrae.pite.lial Cervical (400X) y b) normal 

(400X). La señal se localiza principalmente en los estratos inferiores del epitelio. En tejido normal ia señal se observa en la 

capa basal preferentemente (Flecha). La intensidad de la señal es mayor en el tejido con NIC que en el normal. 
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FIGURA O: Señal citoplásmica de la proteína myc predominantemente en los estratos 

medios del epitelio (punta de flecha). La señal nuclear para esta proteína se observa en 

los estratos basal y parabasal (flecha). 
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CUADRO 4: Costeo do los granos obtenidos de la Hibridación lo Silu, utilizando como 

sonda los cDNA de los genes A) RD y O) c-myc en MC I y tejido cervical normal. Se 

muestran los resultados del análisis de la prueba estadística de T de Studont. 

Número de granos 

ESTRATO TEJIDO NUCLEO CITOPLASMA 

I de p 1 de p 

NIC 2.122 ± 	0.860 :3.947 ± 	1.206 
Superficial 0.457 0.043 

CN 1.662 ± 	0.521 2.700 ± 	1.329 

MC 2.356 ± 	0.709 11.158 ±. 	3.393 
Medio 0,623 0.015 

CN 2.538 ± 	0.891
+  

7.000 - 	3.407 

MC 2.092 ± 	0.803 8.742 ± 	3.642 
Dual 0.273 0.892 

CN 1.687 t 	0.749 8,525 ± 	3.095 

Número de granos 

ESTRATO TEJIDO NUCLEO CITOPLASMA 

)7 de p 7( de p 

NIC 2.525 4. 	1.325 4.058 ± 1.636 
Superficial 0.012 0.059 

CN 1.025 ± 	0.773 2.725 -1 1.104 

NIC 2.908 t 	1.982 8.917 + 5.900 
Medio 0.099 0.452 

CN 1.586 t 	0.978 7.038 t 3.888 

NIC 1.767 ± 	1.086 9,525 +5.321 
Dual 0.036 0.412 

CN 0.812 ± 	0.567 7.500 ± 4.234 

NIC= neoplasia Intraepitelial Cervical; CN = Corvix Normal; X = promedio de 100 células, 

de = desviación estándar; p = signiticancia; negritas : valores de p < 0.05 

(estadísticamente significativos). 

31 

A. 

D. 



CUADRO 5: Conteo de los granos obtenidos do la Hibridación In Situ, utilizando como 

sonda los cONA del gen c-myc en tejido cervical normal y con A) NIC II y B) NIC III. So 

muestran los resultados del análisis de la prueba estadística de T do Student. 

MC II Número de granos 

ESTRATO TEJIDO NUCLEO CITOPLASMA 
7 do p 7 do p 

NIC 3.3 ± 	1.6 Tes ± 	2.3 
Superficial 0.002 0.177 

CN 0.81 t 	0.6 7.09 ± 	3.9 

MC 4.8 ± 	2.3 12,5 t 	1.96 
Medio 0.005 0.07 

CN 1.6 t 	0.98 7.5 t 	5.2 

MC 3.9 f 	2.5 5.74 t 	2.00 
nasal 0.026 0.005 

CN 1.4 ± 	0.8 2.73 1 	1.1 

NIC 	III Número de granos 

ESTRATO TEJIDO- NUCLEO .... CITOPLASMA 
X do p X de 

NIC 3.45 ± 	2.47 •f•  4.9 - 0.07 
Superficial 0.012 0.478 

CN 0.81 ± 	0.58 7.08 ± 3.8 

NIC 4.3 ± 	1.27 6.45 ± 2.2 
Medio 0.010 0.796 

CN 1.59 ± 	0.98 7.50 ± 5.2 

NIC 3.85 •±, 	1.9 3.55 ± 1.9 
Rosal 0.020 0.420 

CN 1.42 ± 	0.87 2.72 ± 1.1 

NIC= neoplasia Intraepitelial Cervical; CN Cervix Normal; X = promedio del númoro de 

granos contados en 100 células, de = desviación estándar; p = significancia; negritas : 

valores de p < 0.05 (estadísticamente significativos). 
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FiGURA 10: Análisis de doble-inrnunohistoquímica (simultánea) para las proteínas Ab y rnyc, sobre el mismo corte de 

tejido cervical normal. Se pueden observar zonas con la presencia de ambas proteínas (punta de flecha): la señal color café 

es para pAb, mientras que la azul es para rnyc; así como zonas en las que se encuentra una ola otra (flecha) (400X, 

contrateñida con hematoxilina). 
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En el presente estudio todas las muestras de NIC analizadas fueron positivas para 

HPV la mayoría do las cuales presentaron HPV-16; estos datos apoyan el que el HPV-16 

es el tipo más frecuente en este tipo de lesiones (19, 92). Este resultado fue sorprendente 

ya que se ha reportado la presencia de HPV en un porcentaje menor do muestras. Se 

tiene que el tamaño de la muestra que se estudió en el presente trabajo f ué muy pequeña 

y tué seleccionada del archivo del Departamento de Patología del INCan de acuerdo a su 

diagnóstico histopatológico, lo cual pudo haber contribuído a la alto porcentaje de 

positividad que se encontró para HPV. También existo la posibilidad de quo sea un 

problema del PCR, pudo haber ocurrido una contaminación de las muestras. Sin embargo 

no nos fué posible corroborar esta posibilidad debido a que ya no se tenía DNA disponible 

de las muestras para repetir el análisis de PCR. 

En el caso de las muestras sin patología neoplásica previamente se ha reportado 

que la prevalencia de HPV en mujeres con citología normal (93,04) es de 20-40%, en 

nuestro caso el porcentaje de muestras de cérvix "normal" que presentó HPV (el 60%) fué 

un poco mayor. Una vez más el número de muestras normales que se trabajó fué muy 

pequeño y los tejidos provenian de mujeres con padecimientos ginecológicos 

principalmente do cervicitis crónica (la cual puede ser originada entre otros agentes por 

HPV). La importancia de encontrar mujeres sin alteraciones neoplásicas hasta el momento 

de la toma de la muestra, que están infectadas con HPV, radica en que estas mujeres 

pudieran estar expuestas a desarrollar potencialmente alguna lesión asociada a estos 

virus. 

Adicionalmente se detectó la presencia de la proteína tardía 1_1 (de cápside) de HPV 

en las muestras de NIC. La presencia de esta proteína refleja la existencia de partículas 

infectivas (es decir infección línea y formas eplsomales del virus) de HPV en el tejido. En 

aquellas muestras de NIC en las que se encontró presencia de la proteína L1 

seguramente HPV so encontraba episomal; sin embargo en el caso de las negativas es 

muy probable que el número de coplas virales fuera muy pequeño de modo quo, si ocurrió 

síntesis de la proteína 1_1, la cantidad de proteína que se formó no fué suficiente para ser 

detectada inmunohistoquímleamente. Otra explicación, aunque poco probable, es que 

haya ocurrido intregración de los virus al genoma celular dado que se encontró que las 

muestras estaban Infectadas con HPVs de alto riesgo, sin embargo se trata de lesiones 

muy tempranas. Se ha encontrado que la integración del genoma viral ocurre 
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predominantemente en cánceres avanzados siendo esto uno do los Mecanismos. 

propuestos de carcinogénesis vital (33.34). 

La expresión de la proteína myc, tanto en cantidad como en el número de células 

que la presentaron, se encontró mucho más elevada en los NIC que en los tejidos 

normales. En los tejidos normales la señal sólo se encontró en las células del estrato basal 

(que tienen la tasa de proliferación más alta dentro del epitelio), en contraste en las NICs 

la señal se observó en los estratos basal y medio del epitelio lo cual puede estar 

reflejando la presencia de un mayor número de células en proliferación en el tejido, 

incluyendo estratos superiores. 

En el caso de los resultados de la HIS, se encontró siempre una mayor cantidad de 

señal en el citoplasma lo cual sugiere que la mayoría de los transcritos una vez 

sintetizados en el núcleo son transportados al citoplasma para ser traducidos. En 

particular, la mayor concentración de señal citoplásmica se observó en los estratos basal y 

medio, lo cual correlaciona con la proliferación celular. Sin embargo, al hacer el análisis 

estadístico de estos resultados, se encontró que no hay diferencias estadísticamente 

significativas entre los tejidos de NIC 1 y tejido cervical normal. Debido a que no hay un 

aumento en la cantidad de transcritos del gen c-myc con relación al grupo control, los 

resultados por inmunohlstoquímica sugieren que la mayor presencia de proteína myc en 

los tejidos con NIC puede deberse a una acumulación de la proteína en esta células. 

Por otro lado, al hacer el análisis do expresión de myc en las NIC II y III se encontró 

la presencia aumentada de la proteína myc en la mayoría de los casos. En cuanto a la HIS 

se encontró que existen diferencias estadísticamente significativas entre la cantidad de 

transcritos de los NICs II/111 y los normales, indicando una presencia aumentada de 

transcritos en este tipo de lesiones, lo cual sugiere una posible elevación de la tasa 

transcripcional del gen c-rnyc en estos tejidos, pero no así aparentemente en los MC I (que 

es una lesión de bajo riesgo). Sin embargo la muestra analizada de NIC II y III es muy 

pequeña, de forma quo no es posible concluir al respecto, aunque si nos da un indicio 

sobre una posible sobre-expresión del gen c-myc en lesiones más avanzadas. La posible 

alteración de este gen en este tipo de lesiones, es apoyado por lo anteriormente reportado 

por nuestro grupo de trabajo (Salcedo y Cols), en los que se encontró que tanto en 

cánceres invasores del córvix, como en lesiones preinvasoras (NIC II y III) del mismo, hay 

alteraciones en el gen c-myc que pueden llevar a una posible sobre-expresión del mismo 

195,96). Como ya ha sido mencionado, existen algunos trabajos en los que se correlaciona 

la presencia de HPV con activación del proto-oncogen c- myc, dado que todos los tejidos 

con NIC analizados fueron positivos para HPV de alto riesgo y que se encontró una 
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aparento alteración en la expresión del gen raye, es posible que esta alteración del 

encogen c-raye pudiera deberse a la presencia de HPV. Para determinar esta asociación 

sería necesario analizar la expresión de este gen en biopsias de NIC rto•infectadas con 

l(PV ó infectadas con HPV de bajo riesgo. 

Por otro lado, se encontró la presencia de señal para la proteína myc en el 

citoplasma de las células del estrato medio del epitelio particularmente, mientras que la 

señal nuclear se encontró principalmente en el estrato basal en estos mismos tejidos y la 

cantidad de esta señal va disminuyendo hacia los estratos superiores. Se ha reportado 

que una forma de controlar la actividad de protolnas nucleares, es através de regular su 

entrada al núcleo y que tnyc es una proteína nuclear (97), así proponemos que esta 

observación refleja un control semejante para esta proteína en el que, dependiendo do la 

utilización de myc, ésta puede entrar al núcleo ó quedarse en el citoplasma. Así tenemos 

que para las células do los estratos Inferiores, las cuales están en proliferación y requieren 

de la presencia de myc en núcleo para dividirse, tienen toda la proteína myc que ha sido 

sintetizada, incorporada en el núcleo, al comprometerse la célula a diferenciar (en los 

estratos intermedios) ya no van a dividirse a una tasa elevada (como el estrato basal), por 

lo que que ya no requieren a la proteína myc en el núcleo, y esta se acumula en el 

citoplasma, finalmente en las células de los estratos superiores en donde las células están 

diferenciadas, ya no hay síntesis de myc y la previamente sintetizada ha sido ya 

degradada en estas célula. Lo anterior puede resumirse en el siguiente modelo: 

ESTRATO 	 NUCLEO 	 CITOPLASMA 	 ESTADO CELULAR 
DEL EPITELIO 

Suporior 	 • 	(degradación/ no 	 Diferenciado 

slittesis do myc) 

++ 	(acumulación) 	 Compromiso a la 

diferenciación. 
Modlo 

++ 	++ 	(se queda un 	 Proliferación! 
poco en citoplasma) 	 difuronciación. 

Inferior 	 ++++ 	▪ 	(so usa toda en 	 Proliferación 
el núcleo) 

- Modelo del control de entrada al núcleo de la proteína myc. Esta entrada de la proteína 

myc depende de la utilización de esta proteína en el núcleo, la cual a su vez depende del 

estado de diferenciación de la célula. - ausencia de proteína; + a ++++ presencia de 
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proteína en diferentes concentraciones. 

Por supuesto, no se descarta la posibilidad de reactividad cruzada del anticuerpo con 

proteínas citoplásmicas, sin embargo llama la atención que este patrón ocurre en un 

estrato particular y no a todo lo ancho del epitelio. Ya que por HIS no se observa un 

aumento considerable do transcritos en el estrato medio del epitelio (comparando con el 

estrato basal por ejemplo), que pudieran explicar el aumento de concentración de proteína 

citoplásmica en esto estrato, lo más probable es que el control que hemos mencionado 

sea pues, a nivel post-traduccional, tal y como se ha demostrado en ensayos in vitro 1911. 

En cuanto a pRb se encontró que se expresa principalmente en la capa suprabasal 

del epitelio cervical normal, lo cual como ya se ha mencionado puede significar que pRb 

controla la proliferación de aquellas células en camino de diferenciarse, más que controlar 

la proliferación de aquellas células indiferenciadas ( 761. Para el caso de los tejidos con NIC 

I, se encontró una mayor expresión de esta proteína al comparar con los tejidos normales, 

ya quo se encuentra la señal en una mayor proporción del epitelio y con una intensidad 

mayor. Estos resultados sugieren, que de alguna forma se encuentra una mayor cantidad 

de proteína Ab en tejidos que han sufrido cambios neoplásicos a diferencia de aquellos 

tejidos que no han sufrido estos cambios. 

En cuanto a los resultados por HIS, so encontró que la señal se observa 

mayoritariamente en el citoplasma. Al aplicar la prueba estadística se encontró que no hay 

diferencias significativas en la cantidad de transcritos de los NIC I y tejidos normales. Por 

lo tantor expresión aumentada de pRb que so observa en los NICs no parece deberse a un 

aumento en la transcripción del gen si no a una acumulación de la proteína. Una 

posibilidad es que, dado que HPV esta presente en todos los tejidos con NIC, la proteína 

E7 de estos virus este unida a la proteína AB de tal forma que se aumente la vida media de 

pRb permitiendo que se acumule; sin embargo en los casos de cérvix normal en los que 

hay infección por HPV, no se observa este fenómeno. Esto puede sugerir que la presencia 

aumentada de pRb sea una característica de las células que han sufrido cambios 

neoplásicos, aparentemente de forma independiente a la presencia de HPV. 

Hay pocos trabajos reportados acerca de la posible participación de Ab en el 

desarrollo del CaCU. En los trabajos que existen al respecto, se estudió el estado de los 

genes supresores Ab y p53 en líneas celulares derivadas de CaCU y en carcinomas del 

ano (principalmente), reportándose la existencia de alteraciones en estos genes 

supresores en aquellas líneas celulares o tumores no infectados con HPV, mientras que 

en los casos donde había infección por este virus los genes se encuentraron sin 
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alteraciones (99-100). Estos datos sugieren una participación de estos genes supresores 

en el desarrollo del CaCU, en los que en ausencia de HPV parece ser necesaria la 

ocurrencia de mutaciones en estos genes. Por otro lado, en nuestro grupo de trabajo 

(Salcedo y Col, manuscrito en preparación) se ha analizado el estado del gen AB y su 

proteína mediante análisis de Southern Blot e inmunohistoquímica en biopsias de tejidos 

con CaCU, encontrándose que en aproximadamente el 20% de las muestras analizadas 

existe una alteración en el gen, mientras que por inmunohistoquímica se encontró que hay 

una disminución en la señal, lo cual es posiblemente debido a las alteraciones en el gen. 

Estas alteraciones se encontraron aún en presencia do HPV, indicando que las 

alteraciones en este gen parecen tener un papel en el desarrollo de lesiones cervicales, 

independientemente de la presencia de HPV. 

En cuanto los tejidos de NIC II y III, se encontró una expresión elevada de pflb, 

mientras que por HIS no se encontraron diferencias significativas en la cantidad de 

transcritos con los tejidos normales. Estos resultados apoyan que la presencia aumentada 

de pRb, la cual no puede explicarse por un aumento en la tasa transcripcional del gen, sea 

una característica de las células neoplásicas do este epitelio. 

Con esta evidencia sugerimos que, esta presencia de pRb en altas concentraciones 

pueda ser considerado como un "marcador" de cambios neoplásicos en el epitelio 

cervical (al menos para lesiones preinvasoras). De hecho, se ha reportado para otras 

neoplasias en particular leucemia mielocítica aguda, que un gran número de muestras 

presentan una elevada cantidad de pRb (la mayor parte de la cual esta tosforilada), 

considerando que esto puede representar un marcador de la presencia de una población 

de células tumorales (79), así mismo para cáncer de vejiga se ha reportado que patrones 

alterados de la proteína Rb pueden ser considerados como variables pronósticos 1101,102). 

Estos datos junto con nuestros resultados apoyan que la acumulación de pAb sea 

consideradas un marcador de la presencia de células neoplásicas en el epitelio cervical. 

Con respecto a la muestra de NIC 1 negativa para Ab, se encontró que presentaba 

señal positiva en el citoplasma, principalmente en las células de los estratos basa) y 

parabasal. Se ha reportado que pueden ocurrir alteraciones en el gen AB, en la región de 

la proteína que corresponde a la secuencia de localización nuclear (NLS), de manera que 

el producto de oso gen alterado no puede ser translocado al núcleo como ocurre do 

manera normal, por lo que se acumula en el citoplasma de la célula (109), El Dr. Robert 

Weinberg (comunicación personal) ha sugerido que mutaciones en el gen AB provocan 

que la pRb no se transloque al núcleo. Esto podría sor el caso de esta muestra, sin 

embargo para demostrar que este es el caso se deben hacer análisis más específicos al 
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respecto (por ejemplo secuenciación del gen). 

En cuanto a aquellas muestras de NIC y cervix normal en los que so encontró zonas 

con la presencia de pRb pero sin proteína myc y viveversa, se ha reportado que la proteína 

Rb puede regular la transcripción que es mediada por la proteína myc, aparentemente 

através de interacciones proteína-proteína (Rb-myc) (011). Por otro lado, nuestro grupo ha 

reportado muy recientemente (104), que la proteína Rb puede reprimir transripcionalmente 

al proto-oncogen myc (así como el promotor de HPV-18) in vivo, do manera que, la 

ausencia do proteína myc en zonas del tejido donde hay una elevada cantidad de proteína 

Ab, pudiera bien estar reflejando este control negativo de pRb sobre rnyc en el tejido 

cervical (ver Anexo). En cuanto al caso contrario, al no estar presento pilb, myc puede 

expresarse sin ser controlado por la presencia de pRb. Al comparar los resultados de 

inmunohistoquímica para ambas proteínas (porcentaje de positividad en el epitelio), se 

observan esto tipo de diferencias en las que, cuando hay una elevada presencia de pRb 

hay poca proteína myc. Sin embargo, existen algunos casos en los que no se observa 

ninguna de estas relaciones, os decir so observa más o menos la misma cantidad de 

ambas proteínas. Es posible que en estos casos no esté ocurriendo este tipo de control de 

pRb sobre la expresión de myc; lo cual puede deberse a que, la pRb se encuentre no-

funcional (por ejemplo asociación con la proteína viral E7), o bien a quo la activación 

oncogénica do myc sobrepase el control que pRb puede ejercer sobre el gen c-rnyc 
normal. Al hacer este mismo análisis sobre los resultados globales de la HIS no se 

observan estas diferencias, sin embargo al comparar los resultados para ambos genes de 

cada muestra estudiada (datos no mostrados), es posible observar que al igual que en la 

inmunohistoquímica, algunos casos que muestran una elevada cantidad de señal para 

transcritos de Rb, tienen una menor cantidad de señal para 'nye y viveversa corroborando 
los resultados del análisis de proteína myc. 
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Con los datos obtenidos en el presento trabajo podemos llegar a las siguientes 

'11111I.IL (CfATC11,111511,  01112 

1. Existe una mayor expresión do la proteína rnyc en los tejidos de NIC I y NIC II / III, por un 

incremento en la acumulación de la proteína y un aparente aumento en la tasa 

transcripcional del gen myc , respectivamente. 

2. La expresión de proteína Ab en los tejidos con MC es mayor que en los tejidos 

normales, por lo que sugerimos que la presencia de pflb en cantidades elevadas pudiera 

representar un marcad&r. de la presencia do cambios o procesos neoplúsicos en el 

epitelio cervical. 

3. La ausencia de expresión de la proteína rnyc en algunas zonas de los tejidos 

analizados, frecuentemente correlaciona con la expresión de la proteína Ab; lo cual puede 

apoyar la sugerencia de que pRb puede controlar la expresión do myc in vivo. 

4. En lesiones tempranas del córvlx, adicionalmentento a la presencia de HPV al parecer 

participan de alguna manera (al menos por la acumulación de sus proteínas), los genes 

celulares c-myc y AB. 
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Absiract 
'che protein product of the retinoblastonta turnar 

	
11ton:over, inon ti noldstochentIca I assaysindica le that 

suppressor gene (pRb) has beca demonstrated (o 
	

in cervical Intraepithellal neoplasia lesions, an 
hind Ira nscri plional factor s such as E21.' and c•Myc 

	
Mercase(' ()Kb expression corre' ates with decreased 

proleinin vilro. To &termine st liether pRb regula« 
	

c•nsyc oncogene expression. lisese resulls suggest 
bolis cella la r (c-raye) and vi ral(IIPV LCR) promotor 

	
that pitb can nega ti vely regula te c•nryc transcription 

actIvIty In vivo, MYC•CAT or IIPV LCR•CAT 
	

in rico in both normal lissue or early cervical lesions. 
chlmerIc expression plasnilds viere generated and 

	
llowes er, in IIPV induced Invasive cervical carel- 

otra nsfected with a pCM V•RU exp «miau plasmfd. 	nomas where vira! DNA is Integrated expressing lis 
plt I) repressed both myc and I.CR Ira nseription hui 

	
oncoprotelns, pRb could be complesed by IIPV E7 

not S V•10-CAT. Transe riptional repression induced 
	

ancoprolein releasing the repression elTect and 
by pCMV•RB was relieved by additIon of pSV2-E7. 	promoting cell grow1h.(Archilf ed rs 1995;26:S157) 

KEY WOROS: Refino/13510nm protein; !nye oncogono; El protejo; Regulatton; Transcriplion 

Introduction 

la sevcral typcs of human malignan' tumors the 
relinoblastonia (Kb) tumor suppressor gene, which 
t'orinal ly encodes a nuclear phosphoprotcin (ple5R1)or 
pRb), is round molote) (I.3). Introduction of wild type 
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(Mesico). 
Trinen' address: Department oí Molecular II iology,lloward I lug hen 
Instituir% Princeion University, Princeton, Ní, USA  

Rb gene lobo Rb-negative tumor cells in vitro stops cell 
proliferation and reverts lumorigcnicity (4), suggesting 
that pRb acta in nornsal colla lo inhibir growth and that its 
loss pennits the unconstrained prol iferat ion characteristic 
of cancer cells. 

Ilypophosphorylated pRb mcdontinales in G1 pitase 
of thc cellcyc le (5-7), tneanwhi le, phosphorylated forms 
persist through S, G2 and M pitases; when cclls caber 
anaphase pRb dephosphorylat ion begius and continuos 

G 1 , reaching ils lower phosphotylation leve! (8). 
I lypopliosphorylated pRb can negatively regulate cycle 
progress ion by hindi ng and revetsibly inactivating several 

growth promoting protchis, such as 1521' and c-Myc 
(9,10). Viral oncoprolcins also bind the hypophospho- 
rylated 	of pRb (11-13) and plobably cause the 
telcase of cell proliferation factors. 
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ln general, the loss of pRh futir:non in tumor cclls has 
ken di:mut ined by biochentical techniques that do not 
discriminate bctween different cele populations in the 
Inmoral mass; Ibis problem can be circuinvented by 
immunoltistochemistry assays, which allow detection of 
allered pRh expression or decteased affinity for the 
nuclearcompartment in speciftecell populations (14,15). 
Actually, few reports have bcen published about 
expression of pRb in cervical tissues cmploying eta• 
munohistocheinistry assays (16). 

Doman papillontavirus (11PV) infection has an 
important role in the development of ~genital 
carcinomas (17,18). Iligh-risk I IPV types (such as 
IIPV 16 or 18) are frequently found associated with 
mal ignant uterine cervix neoplasia. In a high pereentage 
of cervical carcinomas and cell fines derivcd from Mem, 
high-risk vital DNA has been round integrated hito the 
cellular genoine, with the El-E2 gene region usually 
bcing disnipted (19-22). llowever, in premalignant 
dysplaslic lesions these I ll'V types are frequently found 
in an extntehromosoinal state (20). Of greal basic and 
cianea' importance has been the finding that the 
oncoproieitt 1i7 encoded by high-risk IIPVs intetacts 
with the hypophosphorylated fono of pRh inducing the 
release of growth promoting factors (13). 

In uterine cervix carcinoma, both cellular gene 
altcrations and high-risk 1IPV infection could reprcsent 
important ctiologic factors. In fact, wc have reponed that 
c-myc allerations in cervical lumors (23,24) correlate 
with overexpression (25). c-Myc proteja is onc of the 
ptoteins shows to interact with pRb in vitro (26). This 
protein plays an important functional role duringcellular 
proliferalion or differentialion (27-29). Howevcr, 
exprcssion of Myc can induce both proliferation and 
apoptosis, and the cellular dccision between these two 
responses is dctennined by othcr signnls, such as the 
presence of gramil factors (30,31). 

In ordcr tu determine a possiblc rclation betwecn pRb 
and Myc expression, we utilized two daten:ni experi- 
mental approaches: a) te study whether pRb regulares 
:nye or IIPV-18 LCR transcriptional activity in vino, 
inye-CATorlIPV-18 LCR -CAT (having the long control 
region of IIPV-18) chinrcrie expression plasmids were 
generated and cotransfected with a pCMV-RB 
(cytomegalovirus prontoter-cDNA Rb gene funjan) 
expression plasm id. CAT assays showed a olear 
repression of luye transcriptional activity induce(' by 
pRh, as well as a dose-dependent repression cffect on 
IIPV- I 8 promoter activar, b) using immunobisto- 
chemical assays, pRh or Myc expression was detected in 
cervical intraepithelial neoplasia (CIN) lesions. Wc 
frequently found that in CIN lesions an incrcascd pRh 
expression condales with decreased c-myc oncogene 
expression, hui in invasive lesions the oppositemight be 
trae. Tuking together out results, we suggcst that Oh 
can negatively regulate e- 'nye gene expression in normal 

SALCEDO, GARRIDO, TAJA, GARIG1.10 

epithelial tissues, but duting hi 	risk IIPV infection 
pRb is complexed by El oneoprotein allowing e-inyc 
expression and cellular growth through the release oí 
ibis and (Mei-  growth pumuning factors. This mig,11( be 
an important creta in the multistep nature of uterine-
cerviz camitmgenesis. 

Materials and 111dlinds 

Cell Culture. C-33A cells were prown at 37'C in il 

CO, atinosphere, in DMENUF I 2 (1: I) mediar% 
supplemented with 10% fetal bovine serum. The same 
meditan was used in Iransfection experiments. 

Genetie Constructions. lime NI YC-CAT (-100 to A-71 
1)NA sequence with rcspect te c-inye gene. 1'1 moinoter) 
and pSV2-E7 (carly primaria of SV40 with El 11PV-16 
gene) vecombinant plasmids \vele ohtained by A. Garcia 
(UNAM, tvle xico); SV4 0-CAT (containing early 
prometer of S V40) and p18142 (emita Ming the 	18 
LCR) consintets were obtained from F. lltierty (Institut 
Pastear, France), and pCM V.R II (contabas% ate 
cytomegalovirus promoter with Munan retinoblastoma 
gene cDNA) vector expression was obtained from N. 
llorikoshi (University of Pennsylvania, Philadelphia, 
PA, USA). The plasmids used are p1112322 DNA 
sequences -deri 	i ve. 

Cell l‘ransfec I ion and cAT Assays. For u ansfect ion 
assays,5 x 10' celis were platel un 60 aun callare dishes 
18 - 24 11 before transfection. fresh meditan was addml 
1 It before transfection. Cells werc transfeetcd by the 
calcium phospliate coprecipitat ion mi:111nd with 3 or 5 pg 
uf the vainas CAT-containing reponer constructs and 
the amounts of Rb and E7 expression plasmids shows in 
Figure legends. plIS plasmid (p1IR322-derivative) was 
used lo adjust the total alumna of transfeeted DNA to 12 
pg. All plasmids mere CsC1 double-banded purified. 
Atter ovemight tac t'Una' with the calcium ptiosphate-
DNA precipitares, at 37°C under 3% CO,, (testi tncdium 
was added. Cells were incubated again fue 24 II at 37°C 
in 5% COI. Cellular extracts were prepared (32) and 
proteja arnount adjustcd. CAT assays were perfunned as 
previously deseribed (33) and CAI' activities quantified 
by cutting spots from the thin layer eitromatography 
piales for I batid scintillation radioactivity de tenni anon. 

Ilinpsies and Tissues. Twenty fresh CIN specimens 
were obtained from paneras being treated at the Servicio 
de Gi necologfa, Instituto Nacional de Cancerología, SS. 
with abnormal PAP mear and ten normal cervical 
human tissues wcrc obtained from fresh autopsies of 
individuals with normal l'Al' st»ear from Hospital de 
Ginecología y Obstetricia 04 - iMSS. Ml tissues were 
fixed and paratlin -enibeilded. 
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Immunohistochemistry Technique. Five num on 
sl ices from paraffin-embedded specimens were mounted 
on clean slides and deparaffinized routinely.'Iliey were 
prcincubatcd in 3%11,0, for 10 in n, followed by a wash 
in water and treated with 10% non-inuntine ()locking 
semi!' for 30 ruin al room temperat u re. Excess seniiii was 
decanted and tissues were incubated with the primary 
antibody for I 8hat room teniperatur e in a moist chaniber. 
'Ilic primary antibodies used in ibis study were the 
polyclonal anti-pRb C-15 (Santa Cruz Biotechnoiogy, 
Inc.), which is raised againsi a 15 aa peptide mapping 
within the carboxy terminal domain of the human pRb, 
and !he monoclortal antibody anti-mye I which also 
recognizes a Mye carboxy terminal peplide (408-439) 
(Oncogenc Sciences, Inc.). 

Subseguently, thc slides wcrc incubated with link 
antibody (rabbit anti-inouse 1:100 in thc case of Myc or 
goal anti-rabbit I :200 in the case of pRb) for 30 mi n, POS 
washed and incubated with monee or rabbit m'oxidase 
anti-peroxidase complex (DA KO PAP kit) for 30 min. 
Finally, 0.06% diantinobenzidine (DAB) in 3% 11,0, 
was applicd on tissues monitoring the reaction undcr 
light microscope. Por pRb and Myc protein detection, 
specific staining was idenrified by the presence of 
brownish color. In cach case the sections were 
hematoxylin counterstained. 

Resulte 

7he Rainoblastotna Gene Produa (Rb) Can 
Repress the Expression of the IIPV•IS LCR and 
e-niye 

TustudythepossibilitythatRhturnorsuppressorgcne 
producís could paiticipate in IIPV gene expression 
regulador] during 	cuente post-infection, wc 
analyzed the in vivo pan icipation of pRb 0111IPV-18 Eh 
and E7 oncogene expression. Transicnt conansfcction 
assays were performcd in thc C-33A cell line (a cervical 
carcinoma dcrivcd cell line without I IIW and presenting 
a deletion in the Rb gene and a ~alioli in the p53 gene) 
with a construct that possesses the IIPV-18 LCR cloned 
in front of the CA7' reponer gene, and an expression 
constntct in which the cDNA front the human Rb gene 
was placed under the control of a si rung CMV promoter 
(pCMV-RII). Wc also evaltiated pRb effect on c•myc or 
SV40 carly promoters, Wc obscrved a dosc-dependent 
repressor effect of pRb on the 111)V .18 early promoter 
(005) transcriptional activity (Figure 1). II can be 
observed that the c -myc promoter was si rongly inhibitcd 
and the SV40 early promotor was unaltered. 

Several vira! oncogcnic producís (the adcnuvinis El A 
protein, SV40 large T ntigen and 1111V E7 'noten') have 
bcen reponed to physically !literam watt plth and lo 
block its activity. We analyzed the possibility that the E7 

ot ci n could affcct Ore repre.ssion ind out' by pltbon the  

S 159 
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Figure 1. pRb ellect on IIPV-113 1C11. C-33A cells woro 
cotranslected by calcium phosphate inelhod wilh construcls 
conlaining c.inyc, SV40 eady or p105 (10/42) lion111PV-10 
promolers, cloned in hora ot the CAT reponer geno, and 
expression plawnid pCMV.00 (amounls indicated on the 
Figure). Lane 10 only DNA carnet (p135 plasmid). Celular 
extracts were oblained 40 - 413h alter transfection assay and 
CAT actiyily ,n/alualed as indicated under Materlals and 
Methods. 

e-luye promoter. Series of multiplecotransfection assays 
were perfonned by adding tu the system the pSV2-E7 
plasmid that allows high leve' 111W-16 C7 protein 
expression in eukaryotic cells. As expected, c-myc 
transcriptional repression induced by pCMV-Rl3 was 
iclieved by addition of pSV2-E'l (Figure 2). In both 
experiments (Figures 1 and 2) c-myc was clearly 
rcpressed. 

Intinunodetection of pRbanel Myc Proteins in 
Cervical rissues 

Stratified mitramos epithelium (cervical epithelium) 
is composed of discrete cell layen, including a basad 
layer of genuina! cclls that gives rise lo severa) layas of 
differcntiating and terminally marine cells (34). Wc 
'batid that cells of the normal cervical tissues expressed 
different amurria of pRb in distinct cell layers, with 
basalisumabasal or suprabasal staining Ñequead y 
observe(' in most cases (data no! shown). 'friese 
observations are in agrecillol with recently published 
resol is (16). 
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Figure 2. HPV E7 release the plih repression en c-rnyc 
promoter. C-33A cells were corranstected by actual 
phosphale method with a C01151tUCI that contarírs the c•mye 
premolar in kora el the CAT reportar gene, and increasIng 
concenlration el pCMV.R13. A multiple cotransfection ossay 
with the addilion el (he expression plasmid pSV2-E7 
(overexptesses E7 viral (incompleta) was included. When 
p(05 (10/42) from HPV-18 was employod instead el the e-
nte promotor, a similar pRb inhibition and E7 release in CAT 
activity was otvained (not shown). 

MI the precancerous cervical lesions we re pos ve for 
pRb, preseniing predoininaully nuclear staining (Figure 
3). In general, the reaet ion appcared more pronounced in 
CIN than in normal cervical cpithelium (not shown). 
Surprisingly, the results suggcst that cnhanced pRb 
expression is usually found in less differentiated cells of 
CIN lesions. lo irwasive caneemos lesions we observed 
in general reduces) expression uf pRb among a 
lielerogeneous pRb cxpression partem (M. Salcedo, in 
preparation). 

For Myc, nuclear stain was observed frequently in cal) 
nucici (Figure 3). hieres, ingly, wc found that inany 
posili ve cells presented c-Myc negative staining, and 
vicc versa (compare e•Myc ve. pRh staining in Figure 3), 

MI samples were analyrail for the presence of 111W 
DNA sequences using PC12 re:terina:11e results indicated 
HPV DNA scquenccs in all CIN sa 'tiples, and in 
approximately 30%,a1 the trunnal rissuas einploycd Mol 
shown). 

Discussion 

We have shown Mal hl t irrr pRb is capable of reptes- 
sing the expression 	boa' cenara re raye) and Vital  

Figure 3. Ditterennal expression ot c-Myc or pRb proteins in 
a cervical lesion. Serial tissue sections el a CIN Insten 
positiva to high-rIsk HPV were used lo perforar PAP 
immunostain assays, lar clidyc or Oh as described arder 
Materials and Melhods. Brownish color shows a positiva 
macean. c•Myc staining (tett) and ['int) staining (right). The 
arrowheads show positivo nuclear pRb and c-Myc main; the 
arrows show a cMyc positivo reactionpen panetiand negativo 
píth reaction (right panel), x400 original amplificador. The 
li55110 secareis were hematoxylin counterstalned. 

(E(r, El) °acogerles. Titus, Rh gene alterations or pRb 
inactivation could load tu oncogene activador'. Recela 
studies showed that pRb is mutated in 111)Vnegativa 
cervical carcinoma cell Mies and wild type in HIW-
positive cervical carcinoma ccll lines (35). In III)V-
negativa cervical carcinoma can fines, ahorma, pRb 
expression has beca observad despitc grossly normal 
stmcture uf the Rb locas. In addition, small mutations 
occuning in ilic Rb-1 locas result in cxpression of 
semita or ahnonriallyphasphorylatcdRb protejas which 
have lost wild type funetion (36,37).111)V El can inleract 
with pRb and the related protejas p107 and p I 30 and this 
hinding aciivity corre:ares with cellular transformar ion. 
Binding of El tu pRh requises al least two distinet 
contad cites: the high affinity interactionbetween the E7 
CR2 Manara and the Rh "pockcl" region, and the 
mieraclion be isvce o tire E/ CR3 Malear and the C0011-
terminal regionot pRii.Thelatter interaction is suf fic tent 
for E7 dependent pRb celase of U12E1'hese data suggcst 
that inactivation of pRb and relatad motean p107 and 
pI30, eitlicr by annation or through association with E7 
is un important step in cerv ic al carcinogenesis 
it sccrns likely that the higher (lb binding cfliciency 
chararerkric uf high-risk El protejas would be ;in 
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observations suggest litat cytoplasmic reaction could be 

1 E.2 	an iniportanl facl relate.(1 touterinecervixearcirrogenesis. 
Among the known celltilar oncogenes, c-myc is one uf 

the tnost frcqucntiy found in a varicly of honran tumors 
and cell fines dcrivcd from turnors. lloth I IPV DNA and 
c- myc alicrations (23,24), which correlale wirb c-myc 
I welexpression (25) are involved in the development of 
a high ilementage of uterine cerviz carcinomas. As 
shows in Figure 3, variation uf positive immunoreact ion 
lo e .M11ye protein could be observe(' in MI layers of the 
epithelitim mainly in the basa) layer of CIN lesions. It is 
important lo mention that in IIPV•positive CIN samples 
there wcrc pRb negative/c-Myc positive culis, and vire 
versa (Figure 3). "Ilius, as determine(' in Ihis work, the 
sanee suppressnr effect of pRb on c-rityr expression was 
detecte(' in bol CAT•assays and immunohisioehernistry, 
suggesting that pRb repression effect is mesen: carry in 
cervical can:inogcnesis. Ilowcver, in a fcw samplcs we 
have deicctcd cells expressing botlt pRb and c-Myc. In 
Mese cases pethaps the inleraclion between the proteins 
has been altcred. 

All the CIN samples were positive for I IPV sequences 
using PCR reaction, and according to oro ohservations, 
the leve' of pRb expression as well as the únele:u or 
cyroplasinie dist ribui ion does non strictly cm-relate lo the 
presence of IIPV-16 and 111)51-18 DNA scqucnccs. 

llte results support the idea that in I IPV positivo 
lesions c-myc repression release(' by pltb.157 promin 
comple ses contri expira in pan the Myc overcxpression 
obscrvcd in cervical intraepithelial ncoplasias (see Fig-
ure 4, model of cervical carcinogenesis). 
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proliferatIon 

Figure 4. Model ol carry events invoiving iligti-nsk HM/ in 
cervical carcinogenesis. 11PV lo episotnal form is presunt in 
prernalignant lesions allowing E2 expression and E7 
repression, c-mye is tepressed by pRb In a normal marinen. 
Atter high-risk HPV DNA integration,E6 and E7 expression is 
enbanced (E2 dlsiupted), and pRb-E7 complexes are formed 
releasing c-myc repression. ThuS, both cmyc and (unen 
growth promoting molecutos (E2F) will penad cellular 
proliteration. In p aralletwillt Mese events, p53 is  de stroyed by 
E6 averexpresston (no( shown). 

tE2 

1 E7 

pllb 

(.) 

myc gene 

11PV in Epitomad 
farm 

VIRAL 
INTEGRATION 

ealmsarzermemomedr»..4 

El 

pltb-E7 

t raye 

E6,E7 

important determinant involved in binan keratinocyte 
Iransformation. 

Our resulls showed that c-tnyc transcriptional 
repression by pRb is relieved in vivo by addition of 
111)V 137. Very rcccntiy, Adnane et al. (26) have shown 
that pR1) regid ates mycluediated transcriptional control 
in vivo; howcvcr, ibis cell-type specifie effect oecurs 
through protein-protein interactions. lltus, pRb blocks 
both c•rnyc tr en serio ion and Myc funelion as 
transcriptional factor. 

In ibis work we have detennined by immunohislo-
chemistry assays pRb expression in binan cervical 
tissucs. This techniquc is convenieni tu study Rb gene 
expression in primary lumors and neoplastic lesions in 
vivo. if suilabie antihodies are rcadily available. Thus 
far, relativel y fcw immunobistoehemical studies on pRb 
expression have hcen pu blished (39,40). Wc were ab le lo 
delco pRb in honran cervical tissues by using the 
pul yr lonitl anti-pRb antibody C-1 5, which recognizes a 
regios of the carboxy terminal domain of borli 
hypophosphorylated and hyperphosphorylated forms of 
!minan Rb prolcin (II). In general, wc obscrved that 
titost cellseither in normal or CIN presented nuclear and/ 
or cytoplastnic pRb si:lining. Several reports have been 
puhlislicd indicating mainly nuclear pRb staining with 
cytnplasmic sial ning has (eres unregarded (for rcvicw 
see Re fel erice 41). Di Ifcreni assays have dernonstraled 
Mai presence of pRb in the rebotar cytoplasin is telated 
lo Rb gene intilation (4 2). "Ilitis, a posa i ve cytoplastuic 
sample could indicare that the Oh gene is altered or that 
lis product is somehow retained in the cytoplasin. Our 
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