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1 IRIESWIMIISHY

Se han asociado diversos factores etiologicos a las neoplasias del cuello uterino; uno
de los mds importantes es sin duda el virus del papitoma humana (HPV). Al igual, como en
otras neoplasias, participan diversos factores entre los que podemos nombrar las
alteraciones genéticas. En el caso del Cdncer Invasor del cérvix pueden encontrarse
diversas alteraciones gendticas, algunas de las cualas involucran prato-oncogenes (c-myc)
y genes supresores de tumor (p53 y RB). A la facha, son pocos los trabajos que reportan
las alteraciones que pueden encontrarse en lesiones pre-invasoras del ¢éivix (Neoplasia
Intraepitelial Cetvical o NIC).

En ol presente trabajo se propuso analizar la expresion de los genes celulares ¢-mycy
RB en tejidos con lasion tipo NIC de grado | y mueslras de lejido cervical normal,
considerando el hecho de que se han reportado alteraciones de estos genes en lesiones
invasoras del cervix. En cada muestra se analizd la presencia de protefna y transcrito de
cada uno de estos genes, medants las técnicas de Inmunohistoquimica e Hibridacion In
Situ respectivamenta y se delermind {a prasencia y tipo de HPV. Se presentd mayor
cantidad de protefna en las lesiones NIC | que en los tejidos de cérvix normal, tanto para
myc como para RB, sin embargo en el andlisis de Mibridacidn in Situ, no se encontraron
dilerencias significativas en la cantidad de transcritos, de modo que las diferencias que so
observan en cantidad de protefna se deben probablemente, a una acumulacién de proteina
y no a un aumento en la tasa transcripcional del gen. De manera intergsante se presenid
una mayor expresion de protefna Rb que de protefna myc. Nuestros resultados sugieren
que RB puede ejercer un control sobre fa expresion in vivo del gen c-myc y que, la
presencla aumentada de prolefna Rb en tejidos con NIC pudiera ser tomada como un
marcador de la presencia de células neopldsicas. Debido a que todas las muestras
analizadas preseniaron HPV oncogénicos (tipos 16 & 18), es evidente que adicional a la
presencia del virus, existen alteraciones, en particular acumutacion de proteina de los
genes celulares ¢-myc y RB, las cuales podrfan estar relacionadas con el desarnroilo
temprano de las lesionss del cérvix.



ABSUIRACT

Several etiological faclors have been associated to uterine-cervix neoplasia; one of the
most important factors are the human papillomaviruses (HPV). It is known thal cancer is a
multifactorial disease, so dilferent genetic alterations are also important in its development.
In cervical cancer, there have been reported alterations of prolo-oncogenes (¢c-myc) and
tumor suppressor genes (p53 and AB). However, liltle is known about genetic allerations
involved in the preinvasive lesions (like CIN 1).

In the present work we analyzed the expression of ¢-myc and RB genes in CIN grade |
and normal cervix samples, because of the fact that alterations on these genes have been
reported in invasive cancer of the cervix. We analized the presence of protein and transcript
from these genes, through Immunohistochemistry and In Situ Hybridization techniques
respectively, as well as the presence and HPV type. We found an overexpression of both
proteins in CIN | tissues comparing with noymal cervical samples. However, we found not
significalive différences by In Situ hybridization, so it suggests that the differences in proleln‘
expression are due to a protein accumulation but not to an increased transcriptional rate.
Interestingly a greater Rb protein expression than myc protein expression was found; our
results suggest that RB can exert a control over the ¢- myc gene expression in vivo, and that
the accumulation of RB protein could be considered as a marker of the presence of
neoplastic cells. As all CIN | samples analyzed were HPV posilive, 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

related to tho early development of.a cervical iesion.



06, ANTIBCIEDEMUTINS

st NEQPLASIAS DEL. CUELLO UTERINO

Izl Céncer Céivico Uterino (CaClU) es un importante problema de salud nacional en
México ya que constituye la neoplasia ginecoldgica mds frecuente y es una de las
principales causas de muerle por cdncer en el pafs (1), EI CaCU es una neoplasia que
histogenélicamente se va desarrollando a través de un continuo de alteraciones que van
desde Condiloma, Neoplasia Intragpitelial Gervical hasta llegar al Carcinoma Invasor. La
Neoplasia_Intraepitelial Cervical (NIC) es una lesidn que involucra el epitelio escamoso del
exocéivix y a veces dreas de metaplasia escamosa del endocérvix y la cual es
considerada como una lesion precursora del cdncer ivasor. Las células displdsicas son
grandes, irregulares e hipercrométicas. Estas lesiones se graduan en ligeras, moderadas
y severas (o de grado |, Il y Il respectivamente) de acuerdo al grado de anormalidades que
se observan en el epitelio. Anteriormente se les denominaba Displasias Cervicales,
después NIC y ahora se les denomina Lesiones Escamosas Intraepiteliales (LE!) @), En el
presente trabajo se utilizd la nomenclatura de NIC. A diferencias de las lesiones
preinvasoras el Carcinoma lnvasqr es aquella lesion que penelra al eslroma subyacente al
epitelio, rompiendo la membrana basal; se caracteriza porque sus células presentan
dilerentes tamafos, al igual que los nicleos, con mitosis anormales e invasion
desordenada del estroma por el epitelio; las células muestran diferentes grados de
madurez @),

De entre los miltiples factores epldemioldgicos que se han asociado al desarrolio de
esta neoplasia se encuentra: el tener multiples parejas sexuales, inicio de vida sexual
activa a edad temprana, multiparidad, abortos numerosos, enfermedades sexuales
transmisibles, el uso de anliconceptivos y de cigarro(3-6), En los (iltimos afos se ha dado
un gran importancia al papel que puede tener en el desarrollo de esta neoplasia algunos
tipos del Virus del Papiloma Humano (HPV) (7) y elementos celulares como los
denominados genes supresores del lumor y oncogenes.  Asi mismo se ha reportado que
el sislema inmune tiene un papel muy imporlante en el desarrollo de las lesiones
cervicales. Se ha encontrade que en mujeres con inmunodeficiencias celulares (por
ejemplo SIDA), existe un mayor riesgo de desarrollar este tipo de lesionas (asociadas a
HPV) y que progresen a lesiones de alto riesgo (NIC Hil y CaCU) ),



b, VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (HPV)

Los HPVs son pequeiios virus de DNA epiteliotropicos de la familia Papovaviridae
que se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. Pueden inlectar epitelios
secos (piel) 0 mucosos (genitaies, laringe etc.) y producir tumores benignos cutdneos y
mnucosos en sus hospederos naturales (8). La nomenclatura de estos virus en tipos y
subtipos se basa en Ia homologia de sus secuencias polinucleotidicas (101, EI genama viral
se divide en tres regiones principales: una regién de control de fa replicacién vy
transcripcion def genoma viral, denominada LCR; una regidn tardfa que codifica para las
protelnas de cépside, constitulda por los genes L1y L2; y una regidn lemprana constituida
por los genes E1, E2 y E4 a E7 los cuales codifican para las proteinas involucradas en la
replicacidn del DNA , transcripeidn viral y transformacion celular (11,12). Al parecer, astos
virus pueden participar en la tumorigénesis através de diversos mecanismos fos cuales
siguen siendo caracterizados actualmente y que incluyen la inativacién de genes
supresores y aparentements la activacidn de oncogenes (13-15),

Actualmente se conocen mids de 70 tipos de HPV, de los cuales aproximadaments
35 estan relacionados con lesiones anogenitales. Se ha reportado que el porcentaje
promedio de HPV en el CaCU en diferentes zonas geogréficas (Africa, Sur y Centro-
Amdrica, Suraste 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 encontréndose 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 svidencia que mujeres con lesiones de bajo grado dal cervix (NIC 1) tienen un
riesgo mayor de presentar lesiones de alto grado, qus aquellas que no ias han tenido (17).
Estas lesiones se asocian practicamente a los mismos factores de riesgo que o CaCU
incluyendo de manera importante la infeccidn por HPV (418, 18), Se ha repontado que
hasta un 76-80% de casos de NIC (de grado | a Ilt) presentan infeccidn por HPV (19-21),
Para et caso de los NIC | se ha reportado asoclacidn con una gama mayor de HPVs
(incluyendo los de bajo riesgo), mientras que para los NIC It y Il se ha encontrado
asaciacién con un grupo mas reducido de HPVs (particularmente con los de alto riesgo)
{22). Se ha sncontrado que el HPV-16 es el tipo de mayor prevalencia en las leslones
anogenitales; para el caso de los NIC se ha reporlado su presencia en un §5% de los NIC
I, 66% de NIC Il y 70-85% de NIC Ill; en estos casbs de NiC con HPV-16 este se
encontraba en forma tibre o episomal (23,24},



Algunas de las evidencias mds fuertos que apayan al HPV con un papel elioldgico
on esta neoplasia son (18, 25-27);

) en ensayos in vilro son capaces de transformar motfoldgicamente células de rata
y ratén asi como lineas celulares humanas,

b) en un elevado porcentaje de tumores cevicales humanos se encuemntra el PNA
de los HPVs, asi como los transcritos de los genes que codifica,

¢) an lineas celulates derivadas de tumores humanos lales coma Hela, SiHa y
Caski enlie olras, se encuentra el DNA de HPV integrado al genoma celular; ademds ol
genoma viral es transcripcionalmente activo.

d) las oncoproleinas virales E6 y 7 son capaces de inactivar los productos de los
genes supresores p53 y RB respeclivamente (28,20),

Se ha encontrado una asociacion especitica entre los dilerenies tipos de HPV con
lesiones benighas o malignas, sugiriendo que el tipo de HPV es importante para la
transtormacidon maligna. Se ha reportade que los lipos 6 y 11 de HPV se encuentran
comunments en la lesién denominada Condiloma (lesidn benlgna), mientras que los tipos
16 y 18 de HPV se encuentran frecusntemente en losiones malignas (CaCU). De esta
manera los HPV-6 y 11 son considerados de bajo riesga que se encuentian en lesiones
que raramente progresan a una lesién maligna, mienras que los HPV-16 y 18 poseen un
potencial oncogénico alto y se encuentran en lesiones maiignas, por lo que se les
considera de allo riesga (30). Por alro lado se ha encontrado una asaciacién entre e tipo
viral y el tipa histoldgico del tumar, enconirdndose que el HPV-18 es mds fracuente en los
adsnocarcinomas, mientras que et HPV-16 es mds frecuenle en los carcinomas
epidermaides (1231}, Adicionalmente se ha reportado que aguellos tumores con HPV-18
presentan un comportamienta clinico mds agresivo que los que tienen HPV-16 (32),

No se conace del todo et o los mecanismos alravés de los cuales sstos virus
participan en el desarrollo det cdncer. Se ha postulado q‘ue algunos de ¢stas mecanismas
pudleran ser:

f) Integracién del genoma virat al genoma celular. EL DNA de los HPVs gs capaz de
integrarse al genama hospedoro y ser transcripcionalmente activo. Esla integracidn trae
como consecuencla que el genoma hospedera adquiera genes (ransformantes
transcripcionalmente activos y que ademads la integracidn per se, ocasione alteraciones a
genes celulares al romper un gen, o bien pudiendo integrarse cefca de un proto-oncogen
causando su activacion. Un ejemplo de éste Gitimo caso es el proto-oncogen c-myc 133
36). La integracion del genoma viral involucra lambién la ruptura del genoma viral; aunque
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no s6 tiene ol sitio exacto do ruptura det genoma viral, se ha demostrado gue esta oourre
prodominantemente en la region de los genes E1/E2. Esta ruptuia causa que ya no se
exprese la protefna £2, la cual o5 un regulador negative de la transeipcion de los
oncogenes virales E6 y E7. As{ pues al no habar proteina £2 debido a la integracion,
ocurre una expresion incontrolada (y elevada) da las oncaproteinas virales EG y 7 (37),

La integracién del genoma de HPV ocurre con mayor fracuancia en carcinomas
invasores, mientras que en lesiohas preinvasoras es frecuente encontrarlos en forma
episamal. Esto sugiere que la integracion pueds ser importante cn el desarrollo de una
lesion invasora (13, 38),

i) Recienlemente se ha demostrado que las oncoproleinas viralas son capaces de
unirse a protelnas celulares e inactivar su funcidn o bien promover su degradacion. Fntre
las protefnas celulares a las que se ha encontrado que se pueden unir alas oncoproteinas
virales EG y E7, sa encuentran los productos de los genes supresores p53 y RB
raspectivainente, cuya funcién normal es conlrolar (negativamente) la replicacian del
genoma celular. En el caso de la proleina E6 ésla se une y piomueve la degradacion de la
protefna p53, mientras que E7 se une a la pioteina Rb inactivando su funcion la cual es
avitar la progresion del clclo celular (28,28). Esta unidn se ha observado con olras
oncoproteinas viralas (por ejemplo, E1A de Adenovirus y antigenc T grande de SV40), por
lo que se sugiere que fa unidn de oncoproteinas virales a una proteina que controia la
proliferacidn celular sea un mecanismo comun de transformacion inediada por virus
{39.40), Este mecanismo esta astrechamente relacionado con el primero, ya que con ta
elevada produccién de las oncoprotelnas originada por la integracidn viral trae también
como consecuencia que se inactive una mayor cantidad de proteinas supresoras.

8, ALTERACIONES GENETICAS EN NEOPLASIAS CERVICALES

Las neoplasias cervicales al igual que cualquier neoplasia es una patoiogia
multifactorial, de forma que adiclonalmente a los factores epidemiolégicos mencionados y
la infeccién por HPV, se ha encontrado que pueden ocurrir diferenies aileracionas
celulares como lo son la activacion de proto-encogenes y la inactivacion de genes
suprasores, los cuales en su conjunto permilen o llevan a la transformacion colufar y el
posterior desarrolio de fa neoplasia (41),

Se ha reportado la presencia de diversas alteraciones genéticas en el CaCU.
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Algunas de estas involucran la pérdida de hoterocigocidad del cromosoma 3, en el locus
de! gen raf-1 (3p25) y del locus D383 en 3p14 (41,42), Asi mismo se ha reportade que en
un porcentaje elevado do tumores invasores del cérvix, se ha perdido fa expresidn de los
genes MHC clase ! y en su lugar se expresan los genas MHG clase Il (43), Algunos de los
oncogenes que se han encontrado alterados (sobre-expresados) en este tipo de tumoros
son los genes c-myc (44,48), c-Ha-ras (45-47) y los oncogenes que codifican las
oncoproteinas que funcionan como receplor para el factor de crecimiento epidérmico
(EGFR y c-erbB) (48,49), Otro tipo de genes, los llamados gones supiesotes o
antioncogenes, parecen tener también un papel importante en el desarrollo de esto
cdncer, en particular los genes p53 y RB (50,51), de los cuales se discutird su posible
participacién posteriormente. En cuanto a p53 se ha reportado tambien la pérdida de
heterocigocidad del cromosoma 17p en lesiones de GaCU (62),

En cuantc a las lesiones lipo NIC, se ha reportado sobre-expresién de los oncogenes
ras (53) y c-myc. (4454). As{ mismo se ha reportado acumulacién de la proteina p53 (lo
cual puede reflejar mutaciones en el gen) en NIC de allo grado principalmente (561,

Asl pues, son mulliples las alteraciones genéticas que se han reportado en cancer
invasor del cérvix adicionales a la presencia de HPV (41-52), Sin embargo, existen pocos
trabajos que reporten la deleccién de alteraciones genélicas en lesiones mds tempranas
como las NICs (44,53, 65),

@, PROTO-ONCOGEN c-mye.

En el caso particular de! proto-oncogen C-MYC, éste pertenece al grupo de genes
de respuesta temprana Inmediata, ya que es de los primeros genes en aclivarse ante un
estimulo mitogénico: los niveles de la protelna myc son bajos en células quiescentes y
aumenta hasla 40 veces en respuesta a un estimulo mitogénico. La induccion de este gen
se ha asociado con la entrada al ciclo en particular en la transicién GO/G1; se sugiere que
los niveles de expresion de myc correlacionan con el rango de proliferacidn célular: al
aumentar los niveles de la prolelna myc aumenta la posibilidad de que la célula entre a la
fase S (sintesis de DNA) (66, Se expresa durante la proliferacién de una amplia variedad
de tejidos adultos, y an todas las etapas tempranas de! desarrollo embrionario.

La proteina myc es un factor transcripciona! que pertenece a la superfamilia HLH/LZ
(helix-loop-helix/leucine zipper). Actia en forma de helerodiimero con la proleina max.
Puede transactivar directa o indirectamente a los genes de las ciclinas Ay E, HSP 70y de
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fa Omitin-descarboxilasa; y trans-reprimir a los genes de MHC |, LFA-1, N-CAM, coligena
y al propie gan c-myc. Estd involucrada en diversas funciones cohilares que incluyen ol
control de la proliferacion normal, mitogénasis, diferenciacion celular, transformacion
celular y apoplosis. Generalmente se asocia un incramento de la protefna inyc con un
crecimiento celular acelerado, mientras que una disminucion en los niveles de esta
proteina con la diferenciacion celular (87, 68), Se ha propuesto que myc es un “switch”
molecular que dirige a las células a una via que pueds llevar a la proliferacion continua o
bien a la diferenciacion tenminal, evita que las células entren a un estado de
prediferenciacion y las impulsa a ciclar, por lo que se requiere que disminuyan los niveles
da esta prolefna para que la célula pueda entrar a la fase de diferenciacién (66,69,60],

En cuanto a su participacidn en la tumorigénesis (61), se ha encontrado que es un
gen capaz de inmortalizar células en cullive primario, perc que por si solo no es suficiente
para causar un fenotipo maligno. Puede cooperar con olros oncogenss para originar un
fanotipo maligno, Tal es el caso del oncogen c-Ha-ras: myc y ras aclivados pueden
transformar fibroblastos de rata; y con HPV-16 pueden transformar células de rifdn de
ralon neonato (26.62), En ambaos casos mye apotta la funcién inmortalizante,

La activacién de este protc-oncogen puede sor via 3 mecanismos:

a) Insercidn proviral: através de la integracion de un virus que causa una elevacion
en la transcripcién el promotor normal dol gen. Es decir que ol LCR viral actde como un
promotor de 1a transcripeidn de myc (34}, '

b} Translocaciones cromosomicas: se ha encontrado Involucrado a myc en el punto
de transtocacién en Linfomas de Burkitt. El gen myc es translocado junto a un gen de
fnmunoglobulinas cuyo promotor es de expresién constanle, de forma que myc es
transcrito constantemente (63),

¢) Amplificacidn génica: implica la presencia del gen intacto perc en multiples
copias, lo que generalmente llava a una expresién mds elevada del mismo (63,

Por otro fado se ha encontrado que myc pueds inleraccionar con genes supresares,
1.a prateina Rb (pRYb, producto del gen RB) puede unirse directamente a la protefna myc al
igual que la proteina p107 (andfogo de Rb), de modo que myc puede ser secuestrado de
la reserva disponible en la célula, neutralizando asf su funcién. La pérdida de asociacidn
de mye con pRb (por ejemplo por la presancia de la oncoprotaina E7 del HPV que
secuestra a su vez a Rb) puede flevar a una expresidn elavada de myc contribuyendo asf a
ta progresion twnoral. Adomés pRb o el factor de crecimignto tumoral beta (TGF-B) pueden
disminuir ta expresidn de myc através de una secuencia Hamada elemento de control de
RB (RCE) que se ancuentra en la regién promotora del gen ¢- myc (67,61, 65),



Algunas de las neoplasias en las que se ha encontrado alterado a mye son: Cédncer
de Mama, de Colan, de Pulmdn, CaCU, Adenocarcinoma gdstiico, Linfoma de Buskint,
Laucemia granulocitica y CaCU (43,66-70),

s. GEN SUPRESOR R8

Uno de los genes suprasores mds estudiados por ser el primero en ser identificado,
es el gen de Hetinpblastoma o RB detoctado iniciaimente en una neoplasia de la retina
(el retineblastoma). Este gen se encuenlra en el cromosoma 13 (13q14) y es considerado
como un gen supresor por que su funcidn principal es reprimir 1a proliferacidn celular
(evitando la pragresién del ciclo celuiar) (71-73), Es el gen representativo de una clase de
genes involucrados en cdncer en los que la pdrdida tuncional de ambos alelas es critica
an la farmacion de tumores. :

La proteina Rb (pRb) es una fosfoproteina nuclear de 928 aminodcidos (110 kDa)
que se une no-especlficamente al DNA através da su region carboxilo-terminal. Sin
embargo parece que la forma de actuar de esla proteina es através de su interaccion con
alras proteinas celulares. Se han indentificado mas de 30 proteinas celulares con las que
pRb puede interactuar; entre estas prateinas se incluyen tactores de transcripcién, cinasas,
fostalasas, reguladores del crecimiento y protefnas de matriz nuclear (72). Dos de los
dominios globulares de la protefna que se unen a oncoproteinas virales (E7 de HPV, E1A
de adenavirus y AgT grande de SV40) han sido mapeadas en la regidn carboxilo-terminal.
Esta regidn de Ia proteina es critica para varias de las actividades de pRB que incluyen, su
fostoritacion durante la fase G1 del ciclo celular, la unidn a factores de transcripcién, la
supresion de la proliteracidn celular y la seiial que dirige a la protefna al nicleo (74),

Esta proteina es regulada con el ciclo celular. Su regulacién es principalmente
postraduccional por fosforilaciones mediadas por la cinasa cdc2. pRb es forforilada en
residuos de Serina y Treonina en al menas 3 elapas diferentes: G1 media, en Sy en la
transiclén G2/M. Se considera que la foslorilacidn en G1-media inactiva a pRb permitiendo
que la célula progrese através de G1 y S, Asl, la forma activa de la proteina es la hipo-
fostorilada; de hecho es la forma hipofosforilada de Rb la que es capaz de unirse a otras
pratefnas celulares. La defosfarilacidn de pRb Inicla en la Anafase; esta defosforilacion es
el mecanismo principal de reactivacion de pRb y es mediada aparentemente por la
foslatasa PP1 (73-76),

La proteina Rb se expresa an todos los tejidas hasta ahora analizados. En los



apitelios estratificados se ha encontrado que se oxpresa fuertemente en la capa
suprabasal {(an maduracion), asi mismo en tejido hematopoiético 1a mayor exprasién de
esla protefna so encuentra en las células en maduracion. Estos datos indican que pRb
controla la progresidn del ciclo celular principalinente de células en maduracion, lo cual
sugiere que pRb es un regulador importante en el programa de difrenciacidn (mds que de
proliferacidn) de cientos tipos celulares(76). La forma en la que aparentemente actia pRb
8s uniéndose y manteniendo inactivo al factor transcripcional E2FF, el cual activa la
transcripcion de varios genes importantes para la sintesis de DNA lales como: c-mye,
DHFR, Timidina-Cinasa, y DNA pol-alfa {75).

Se ha oncontrado allerado este gen en dilerentes neoplasias, principalmente en:
Ratinoblastoma, Cancaer da Pulmdn, de Veliga, de Mama y algunas Leucemias {77-78); de
esto se deduce que pRb estd involucrada en el control da diferentes estirpes celularas (80),
Para el caso de Leucemia mielocitica aguda, se ha reportado que un gran nimero de
muaestras presentan una elevada cantidad de pRb (la mayor parle en forma fosforilada),
considerando que esto puede representar un marcador de la presencia de una poblacion
de células tumoralest?9),

En cuanto al CaCtJ, se han realizado algunos estudios en lineas celulares derivadas
de esta neoplasia, encontrdndose que en aquellas lineas con HPV se encuentran intactos
los genes supresores RB y p53, mientras que en aquellas Ineas que no contienen HPV se
detectan alteraciones estructurales en el gen p53 y alteraclonss en la axpresién de la pRb:
astos resultados sugieren una relacién inversa entre fa presencia de HPV y alteraciones
an los genes supresores p53 y RB, indicando que la perdida de la funcién normal de estos
genes as importante en el desarrollo del CaCU, y que en ausencia de las proteinas virales
E6 y E7 de HPV las mutaciones en estos genes son necasarias para el desarrollo dal
tumor (81-83), Sin embargo, racientements el Dr. Salcedo (comunicacién personal) ha
encontrado fa presencia de alteraciones estructurales (determinadas por Southem Blot) en
un 20% de las biopsias estudiadas de CaCU, las cuales eran positivas para HPV;
sugierendo que independientementa de la presencia de HPV pueden ocurrir alteracion
del gen RB en tejido fresco de tumores cervicales, apoyando alin mds la participacion de
aste gen supresor en el desarrollo del CaCU. Es relativamente poco lo que se ha
estudiado sobra fa participacion del gen RB en el desarrollo del CaCU, y los pocos
estudios que se han realizado son sobre lineas celulares derivadas de CaCU la mayoria
de ellos, y uno solo sobre muestras de tejido de CaCU, en el cual se ha mostrado que
existen alteracionos de este gen independientemente de la presencia de HPV, indicando
pues que este gen parece fener algun papel en el desarrollo de esta neoplasia, por lo que
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debe estudiarse mds al raspecto. Hasta el momento, no se ha reportado ningin estudio
sobre el astado de RB en lesiones pre-invasoras del cervix.

ff. INTERACCION c-myc - RB - E7 (HPV)

El estudiar la expresion de estos dos genes (mycy RB) en lesiones preinvasoras del
cervix, en cuyo desarrolio posiblemente patticipan, toma mayor importancia ya que estos
dos genes interaccionan de manera importante durante el control normal de la
proliferacién celular, asl como en forma alterada (por la activacién de uno e inactivacion
del otro respectivamente); asi mismo la interaccion 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 progresion normal o alterada, puede
resumirse en lo siguiente:

Durante las fases G1/GO del ciclo celular pRb, la cual se encuentra en su forma
acliva, en los limites de G1/S empieza a fosforilarse en multiples sitios inactivandose, para
permitir la progresién de G1 a S. pRb puede moduiar la transcripcidn de genes implicados
en la proliferacién celutar como son c-fos, TGF-B, myc , cde2, TK, DHFR y DNApol-«,
através de la interaccion fisica de pRb con factores transcripcionales como E2F. pRb
mantiene secuestrado a E2F hasta que pRb es fosiorilada o bien se asocia con
oncoprotefnas virales (84, 85) Al inactivarse pRb, queda libre E2F el cual activa
transcripcién del gen myc cuyo producto facilita la progresion del ciclo para entrar a fase S
{60),

Cuando ocurre infeccidn por HPV (en particular los tipos de alto riesgo), la
oncoprotelna E7 puede asociarse con pRb y formar un complejo inactivo dejdndo a E2F
libre para activar la transcripcién de myc y llevar a la célula a proliferar (86,87), Por otro
lado la protefna myc puede unirse a pRb, el cual al pareser es olro mecanismo dg pi3b
para controlar la proliferacién celular evitando la sintesis de DNA, de esta forma la union
con oncoprotelnas virales puede tener un doble efecto para permitir la proliferacion celular
sacando a pRb de! control celular liberando a E2F y a myc (67,66), Ademds se ha 1eportado
que pRb puede regular la expresion del oncogen c¢-myc {88). En condiciones normales,
pRb es desfosforilada (por PPA2) terminando la fase de mitosis; si llega el estimulo
adecuado para proliferar pRb es nugvamente fostorilada a la mitad de la fase G1, si no hay
estimulo entonces pRb no se fosforila y no permite que ocurra la sintesis de DNA. n el
caso de una infeccion por HPV, la proteina E7 se mantiene unida a pRb, por lo que la
célula sequird proliferando.
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o, PILANUTBANVINEN UG DL PHROBILIEMA

Considerando estos antecedentes, asi como el hecho de que la mayor parte de los
estudios sobre la participacian de estos factores (HPV, oncogenes y genes supresores det
tumor) en el desarollo de esta neoplasia, se han realizado sobre muestras de tejido de
cdncer cervico-uerino invasor y se ha reportado poco sobre fas diferentes alteraciones
celulares qus se pueden encontrar en lesiones preinvasoras, se planted para oste trabajo
determinar la expresion de los genes ¢-myc y RB asi como la presencia de HPV, en tejidos
con lesion cervical preinvasora de bajo grado del cérvix (NIC 1),

€, IBLEPOTIRSIES

Considerando el hecho de que se han reportado alteraciones (en 1a estructura
del gen o bien en su exprasion) de los genes c-mycy RB en lesiones invasoras
del Cuello Uterino, consideramos que en aquellas muestras de Neoplasia
Intraepitelial Cervical de grado | (NIC 1) que eslén infactadas con HPV de alto
riesgo, serd posible encontrar alteraciones en la expresidn (proteina y/o
transcritos) de estos genes celulares.

OBJETLY O3

Analizar mediante las técnicas de Inmunohistequimica e Hibridacion In Situ, la
expresidn (proteina y transcrito respactivamente} de los genes c-myc y RB, en
tejido cervical normaly con NIC |,

Detemminar la presencia y tipo de HPV en tejido cervical normal y con lesion
preinvasora de bajo grado (NIC ) mediante la ténica de PCR.



W MIATRIRIAILES Y IO 0L

. MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron cortes histoldgicos de biopsias de cérvix uterino con NIC 1 (12 casos en
total), obtenidos del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Gancerologia y 8
lejidos normales obtenidos de tileros sin patologia neopldsica, a partir de piezas
quirirgicas (Histerectomia) de pacientes que acudieron al servicio de Ginecologia del
Hospital Manuel Gea Gonzdlez. Las biopsias fueron fijadas en formal al 10% amortiguado
con fosfatos @ inclu{dos en parafina. Todos los casos fueron seleccionados en base a
critarios histopatoldgicos.

Adicionalmente y de forma paralela, se analizaron 5 muastras de NIC Il y 2 muestras
de NIC Il a las cuales se les realizé el mismo de tipo de andlisis qua para las muestias de
NIC I,

b. INMUNOHISTOQUIMICA

Se utilizaron cortes seriados del tejido para la Hibridacion In Situ y para la deleccion
de las protefnas. Para el andlisis inmunchistoquimico se utilizaron los siguientes
anticuerpos: a) Ab. policlonal C-16, (Sta. Cruz Biotechnology, inc.) que reconoce un
peplido de 15 aminodcidos que corresponde a la regidn carboxi-terminal de la proleina Rb
humana (Figura 1A); b) Ab-1 monoclonal (Oncogene Science) que reconoce un péptido
de la regién carboxilo-terminal (de los aminoécidos 408 a 439) de la protefna myc humana
(Figura 1B); y c) anticuerpo anti-L1 (proteina tardia de papilomavirus) (DAKQ PAP-KIT
TMSystem). Todos revelados con el método de Peroxidasa-anti-Peroxidasa (PAP). Los
siguientes reactivos se obtuvieron de los “kits” comarciales ; suero de cerdo no inmune al
10%. anticuerpos secundarios (IgG anti-ratdn o anti-conejo) y complejo PAP.



La técnica inmunohistoquimica fue esencialmente igual para los tres anticuerpos
utilizados, unicamente se varid la concenlracion de cada anticuerpo.

Los cortes de los tejidos (5pm) montados en laminillas tratadas con Silano, fueron
desparatinados en xilol por 3 min y pasados secuencialmente en etanol al 100%, 70%,
30% y agua duranta 2 min en cada uno de ellos. [En seguida los tajidos se incubaron por
10 min con perdxido de hidrégeno al 3% a temperatura ambiente para inactivar a la
peroxidasa endégena. Se lavaron en Butfer Salino de Fostatos (PBS) y se trataron con la
solucién bloqueadora (suero de cerdo no inmune al 10%} por 20 min a temperatura
ambiente en cdmara himeda. Posteriormenta, se alimind el exceso de blogueador y se
incubaron por toda la noche con el primer anticuerpo (anti-1.1 dilufdo en PBS 1:200, anti-
myc 1:200 ¢ anti-RB 1:250 respectivamente). Se lavaron los tejidos en PBS y se
anadieron los anticuerpos secundarios (IgG anti-raton para o anti-conejo para en dilucién
1:100) por 45 min en cdmara himeda. Después se lavaron en PBS, se aiadicron los
complejos Peroxidasa anti-peroxidasa (PAP) y se incubaron 45 min en cdmara himeda.
Al término de las incubaciones se lavaron en PBS y se afadié la solucion de
Diaminobencidina (DAB, 6 mg/10 ml de agua, con 100 p! de perdxido da hidrdgeno al 3%)
para desarrollar el color, monitoreando la reaccion cada 20 seg bajo observacidn
microscdpica. Se consideré como una reaccion positiva, la aparicion de un precipitado
granular de color café intranuclear, ia cual fué caliticada como: +: tenue 6 +4: intensa.
Finalmente, los tejidos fueron contratedidos 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 postarior revision en el microscopio. Se considerd positivo un tgjido si la senal
abarcaba mds de un 10% del tejido.

Como control negativo para cada anticuerpo, se utilizaron cortes de NIC o CN a los
cuales se les realizé 8l mismo tratamiento de la 1HQ, evitando unicamente ¢! paso con el
primer anticuerpo.

En algunos tejidos fué posible realizar una doble-inmunchistoquimica para las
protefnas Rb y mye, variandose el sistema de revelado para fa protefna myc para lo cual se
utilizé fosfatasa alcalina, la cual da una sefal de color azul, diferenciando asi la sefial café
de la proteina Rb (revelada con DAB).
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¢, HIBRIDACION IN SITU (HIS)

Los corles fueron desparafinados y rehidratados (ver técnica Inmunohistoquimica)
hasta PBS 1X y se incubaron secuencialmente en las siguiontes soluciones: Proteinasa K
(50ug/ml) en PBS a temperatura ambiente 3 minutos lavando con PBS; 10 min, Glicina
0.2% en PBS lavando en PBS, se deshidrataren en etanol a concentraciones crecientes
(hasta 100%) y se dejaron secar al aire thr a temperatura ambiente. Se preparé el
“cocktail" de hibridacion con: Formamida 50%, Dextrdn Sulfato 10%, Cloruro de sodio 0.6
M, Tris 10 mM, EDTA 5 mM, Ficoll 0.02%, Poli-vinil-Pirrolidona 0.02%, DNA de espgrma de
salmdn 0.2 mg/ml, BSA 1 mg/ml, Ditiotreitol 0.5 mMy 0.2 ng/mi de sonda-35S (marcada por
nick translation). Para hibridar se desnaturalizd la sonda calentando a 90¢C por § min y la
muestra a 60°C por 3 min, Se afadid la sonda al tejido y se cubrié con parafilm, dejandose
incubar a 450C toda la nochs. Después de la hibridacion, les tejidos se lavaron en:

a) Agua bidestilada a temperalura ambiente § minutos (para descubrir los
tejidos),

b) Formamida 50%/8SC 2X a 50°C en agitacién por 60 min (2 lavados),

¢) 88C 2X a 500C en agitacién por 30 min,

d) RNasa 25:g/m!t a 37¢C por 60 min,

e) SSC 2X a temperatura amblente en agitacién por 15 min,

f) 8SC 1X a temperatura ambiente en agitacién por 15 min,

g) SSC 0.1X a 500C en agitacién por 30 min,

h) PBS

So doshidrataron los tejidos en etanol a concentracienes crecientes (hasta 100%) y

se dejaron secar 1 hr a temperatura amblente.



(Autoradiographic omulsion LM-1, Amersham) diluida (1:2) en agua. Se guardaron on
una caja negra con desecador y se incubaron a 40C varios dias (3-5 dias). Se revelatony
{ijaron como placas autoradiograficas (utilizando el revelador D-19 de Kodak). Finalmente
se lavaron en PBS y contratifieron con Hematoxilina-Eosina para su evaluacion al
microscopio. La sefal posiliva para la hibridacion s¢ muestra como granos negros
resuttado de la precipitacion de la plata de la emulsion lotogrdfica, debido a la emisidn de
particulas B provenientes del isotopo 35S.

Para la deteccidn de transcritos de los genes BBy ¢-myc se usaron sondas de cDNA
de cada uno de estos genes (Figura 2). Como control negativo se uso 2t DNA del
plasmido pBR322 y que como control poshivo se usd el cONA del BNA ribosomal 18s.

iPara el andlisis 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 dosde el estrato basal del epitelio hasta el superificial,
considerando el epitelio en 3 estratos principales: basal, intermedio y supericial. Se contd
el nimero de granos tanto en nicleo como en citoplasima.

La significancia estadistica de 1as diferencias entre controles y casos, se determind

con la prueba de T de Student. Se consiederaron las diferencias significativas con una p<
0.05.
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{l. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Se extrajé el DNA de los tejidos incluidos en paralina de la siguiente manera: se
colocaron 3 ¢ 4 cortes de aproximadamente 10 pra de grosor del tejido incluido en
parafina, en un tubo “eppendorf”, al cual se de afiadid Xilol para eliminar la parafing
incubando a 370C por 15 minutos, se centrifugd a 14,000 prn elintinando ¢l sobrenadants,
repitiendo el lavado con Xilol una vez mds. Despugs de eliminar ¢l Xilol, se lavd el tejido
con alcohol absoluto y después se rehidrato cen soluciones de etanol graduales (70% vy
30%), hasta llegar a agua bidestilada (en cada paso se centrilugé el tejido a 14,000 rpm
recuperando el precipitado). El tejido recuperado se inculi por 20 minutos a temperatura
ambiente en 500)1 de de HCI 0.2N; se lavé dos veces el tejido con PBS y se incubd por 3
hr a 55¢C con 25u1 de una mezcla que contenia: 0.5% Tween-20, 100mM NaCl, 10 mM
Tris-HCI, 500 nM EDTA y 200 pg de proteinasa K. Finalmente se incubd por 10 minutos a
950C y so centrifugd a 14,000 rpm por 5 minutos, recuperando en este caso el
sobrenadante (el cual conticne el DNA), ¢l cual se somate directamente al procedimiento
de PCR.

Para esta técnica se usaron de 1ug de DNA por reaccién. La mezcla de reaccion
para PCR (100 pl) que se ulilizd contenia: 50mM KCI, 10mM Tris-HCI pH 8.4, 1.5mM
MgCla, 200 «M de cada dNTP, 1uM de cada primer y 4 unidades de Tag-polimerasa. Se

utilizaron los primers consenso para la region 1.1 disefados por el Dr. Yoshikawa 89).

La mezcla se calenld a 95¢C durante 5 minutos. Las condiciones de {a amplilicacion
lueron 40 ciclos de desnaturalizaclén a 940C por 1.5 min; alineamiento a 48°C por 1.5 min
y polimerizacién a 72¢C por 2.0 min. Finalmente se calentd a 720C por 10 min. La mitad
del DNA amplificado que se obtuvo de la reacldn se sometid a electroforésis en geles de
agarosa (1.5 %) con 1ug/ml de bromuro de etidio; otra alicuota similar fué usada para la
tipificacion por andlisis de restriceion con la enzima Accl para HPV-16, y con la enzima Pstl
para HPV-18.

La secuencia de los primers consenso utilizados fué:

5-CGTAAACGTTITCCCTATTITTTT-3

5-CAATACAGAGTATTTAGGGTA-3'



Wi, IRIBS UL ALOS

PRESENCIA DE HPV EN LAS NIC |

Por medio del andlisis de PCR se observd que las 12 muestras de NIC | fueron
posilivas para HPV: 9 de ellas para HPV-16 y 3 para HPV-18. De los 8 tejidos cervicales
normales (sin patologia neopldsica) 5 fueron positivos para HPV (no se determind el tipo)
(Cuadro 1). Igualmente los NIC Il y Il que se analizaron eran positivos para HPV, los §
NIC Il para HPV-16, uno de los NIC Il para HPV-16 y el otro para HPV-18.

PROTEINA DE CAPSIDE (I.1) EN
APROXIMADAMENTE LA MITAD DE LAS NICs

La sefal para la proteina de capside (1.1) de HPV se encontrd sdlo en 5 de las 12
(42%) muestras de NIC. La sefal fué intranuclear y se detectd principaimente en las
células de las capas mds superiores del epitelio, en particular en las células denomin:das
collocitos (Cuadro 2, Figura 3). FEn cuanto a los NIC de alto grado, sdlo uno de los 7
{un NIC ll) presentd seiial para la prote/na L1 (datos no mostrados).

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

Para el andlisis de la inmunochistoquimica se considerd el porcentaje del tejido que
abarcé la sefal (precipitado insoluble de color cafg), tomando como referencia otros
reportes donde analizan por inmunochistoquimica a la proteina Rb {80.91) se considerd
positivo un tejido si la sefial abarca mds de un 10% dsl tejido. Se encontraron 11 de los
12 (92%) casos de NIC | positivos con sedal intranuclear, la mayorfa con una intensidad
de ++ (Figura 4a), y en el otro caso la sefal fud unicamente citopldsmica por lo que se
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considerd negativo; en el caso de los 8 tejidos normales, 4 fueron claramento positivos
(Figura 4b), de los restantes 3 tuvieron menos del 10% do posilividad y uno fus
completamente negativo (Cuadro 3A). Tanto para las NIC como para et cévix normat la
sefial fué 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 obseiva en algunos tsjidos que hay una
predominancia de la sefat en las células mds displdsicas de! epitelio (en particular en el
caso de los NIC de alto grado) (Figura 8). Siempre se encontré que la intensidad de la
sefal en los NICs es mayor que en fos normales, sugiriendo la presencia de una mayor
concentracion de proteina en los Nics que en los normales (Cuadro 3A). En cuanto a los
NICs 1 y IIt, se encontrd que todos eran positivos para la proteina Rb; la sefial fué en todos
los casos intensa (++) (datos no mostrados). En la Flgura 6A se muestra uno de los
controles negativos.

En cuanto a la deteccidn de transcritos de esto gen, los resultados se muestran en el
Cuadro 4A, en el cual se se incluyen: el promedio del nimero de granos en el nicleo y
citoplasma de cada una de las céluias contadas y los valores de desviacion estandar para
cada grupo comparado. Para el andlisis se compard ios resultados de ntcleo y citoplasma
(por separado) de cada estrato de los tejidos con NIC con su correspondiente en los
tejidos normales. Se encontré que la mayor concentracion de sefial se observa sismpre en
¢l citoplasma y se observa que la cantidad de granos es ligeramente mayor en los casos
de NIC | que en normales; se encontraron diferencias estadisticamente significativas
tnicamente en el citoplasma de los estratos medio y superficial (p< 0.05) entre los tejidos
con NIC y normales.

Asl mismo en los NICs Il y [il, se observé una cantidad ligeramente mayor de granos
que en los normales, sln embargo estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (datos no mostrados).

MAYOR CONCENTRACION DE LA PROTEINA myc
EN NIC QUE EN TEJIDO CERVICAL NORMAL.

Se encontré que 8 de los 12 (67%) tejidos de NIC fueron positivos, la mayoria
presentd sefal ++ (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 fué
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positivo (con sefal en mds del 10% del tejido) con sefal tenue (+) (Figura 70); de las
muestras restantes 3 tuvisron menos dal 10% de positividad y 4 fueron completamente
negativas. Para ambos casos la expresion de las protaeinas fué heterogénea y se observd
principalmente en los estratos inferiores del epitelio. En el caso de los NICs la sefal fué
siempre mucho mds intensa y se observé en un porcentaje mayor de células que en el
tejido normale positivo (Cuadro 3B). Ademas que en varias de las muestras de NIC, se
observd sefal positiva en citoplasma preferentemente del estrato medio del epitolic
(Figura 8).

En el andlisis de HIS para mye, este fué realizado bajos las mismas condiciones que
para RB y se encontré que la mayor concentracion de senal se observa siempre en el
citoplasma y en particular en los estratos basal y medio del epitelio; se observa una mayor
cantidad de granos en los casos de NIC que en los normales, sin embargo se enconiraron
diferencias significativas solo en el nicleo de los estratos basal y superficial (Cuadro
4B).

Igualmente en las muestras de NIC [l y Ill, se obsevd una mayor cantidad de senal
que en los normales, encontrandose que existen diferencias significativas en el nicleo de
todos los estratos y para ambos tipos de NIC (recordando que en el caso de las muestras
de NIC Il es dificil consliderar los tres estratos, ya que se ha perdido parte de la integridad
del epitelio en esta lesion) (Cuadro 5). '

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

Por otro lado y de manera interesante, se encontré que en aproximadaments la mitad
de las muestras de NIC y cérvix normal, existen zonas de! epitelio que fueron positivos
para pRB y negativos para myc y/o viceversa [ pRB(+) /myc (-) & pRB (-) /myc (+) ],
encontrdndo también algunos tejidos positivos para ambas proteinas (Figuras 9 v 10)
pero la sefal para cada proteina se encontraba abarcando una proporcién diferante del
tejido, es decir un porcentaje mayor del tejido presentaba sefial para pRb que para myc o
viceversa (estos resultados pueden también apreciarse en el Cuadro 3A y 3B). En el
andlisis de doble inmunohistoquimica (para las protefnas myc y Rb simultdneamente) es
posible apreciar tambien este tipo de diferencias (Figura 10).
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FIGURA 1: Esquema de las proteinas A) RBy B) c-myc, respectivamente. En la figura
se sefalan las regiones Importantes de cada proteina, asl como la secuencia
correspondiente al péptido que es reconocido por los anticuerpos C-15 para Rb y Ab-1
para la protefna myc. Leu-zipper = dominio Zipper de Leucina, HLH = dominio helix-loop-
helix, NL.S = Seial de localizacién nuclear, P = sitio de fosforilacién, NHz = extremo amino-
terminal, COOH = extremo carboxilo-terminal. La ligura fué tomada de: Hosketh R. 1994.
The Oncogene Handbook. Academic Press, USA. pp 325y 530.
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FIGURA 2: la figura muestra los mapas de los genes de los genes: A) RB y B) c-mmyc.
Se utiizaran los cDNA correspondiantes a cada uno de estos genes como sondas en la
Hibridacién In Situ para la deteccién de los raspectivos transcritos, P0-P3= diferentes
promatores del gen c-myc; kb = kilo bases, pb = pares de hases. La figura fué tomada
de: Hesketh R. 1994. The Oncogene handbook. Academic Press, USA. pp 323y 530.
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CUADRO 1: Deteccién de HPV de alto poder oncogénico en tgjido cervical, mediante la

léenica de PCR.

TEJDO

HPV-positivos

HPV-negativos

Cérvix Normal

NiC |

NC #

NIC It

518 (62%)

12712
) HPV-16; 9112
b) HPV-18: 3)12

5/5 con HPV-16

202
ayHPV-16 172
D) HPV-18 12

3/8

0/12

0/5

0/2

CUADRO 2. Presencia de la proteina de cdpside de HPV (L.1) determinada mediante
analisis Inmunohistoquimico, en las muestras de tejido cervical con NIC |.

TEJDO Protefna LA HPV
1412 + 16
1258 16
1355 - 16
1410 - 16
3933 - 18
2088 - 16
2248 + 16
2484 . 16
2570 - 16
4185 - 8
4545 16
4661 18

+ = seiial positiva, - = tejido negativo, L1 = Antigeno comiin de cépside de HPV,



FIGURA 3: Sefial para la proteina L1 de HPV en tejido cervical con NIC (200 X). La
sefial se abserva en el nicleo de células diferenciadas del epitelio cervical (estratos
suparlores del epitelio), pero no en las células displasicas. En el epitelio superior se
pueden observar coilocitos positivos (flecha) y negativos.
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CUADRO 3: Pressncia de las protefnas A} Rby B) myc determinada mediante analisis

Inmunchistoquimico, en tejido cervical normal y con NIC |

A.
Tejido % positividad Ini Tejido % positividad i
NIC I CN
1412 20% ++ 05-93 16% +
1258 >50% ++ 10-93 25% ++
1365 40% + 4 16-93 5% ++
1410 25% + 19-93 NEG
3933 15% 44+ 12-94 20% +
2088 25% +4 15-94 5% +
2248 25% + 16-94 5% ++
2484 70% ++ 26-94 30% +4+
2570 0% -
4185 80% ++
4545 16% +4+
4661 30% ++

B.
Tojido % positividad Int Tejido % positividad Int
NIC | CN
1412 <10% + 05-93 18% +
1258 <10% + 10-93 <10% +
1355 16% +4 16-93 <10% +
1410 16% ++ 19-93 <10% -
3933 B0% +4 12-94 NEG -
2088 16% +4 15.94 NEG -
2248 <10% + 16-94 NEG -
2484 16% ++ 26-94 NEG -
2570 <10% +
4185 70% +4
4645 15% ++
4661 20% +4+

- negalivo; + sefaltenus, ++ sefal intensa, % positividad = porcentaje del epitelio con
sefial positiva. CN = Cérvix Normal; NIC | a Il = Neoplasia Intraepitelial Cervical grado t a

Hl, Int =Intensidad.
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FIGURA 4&:
(500 X).

Deteccién de la proteina Rb en tejido cervical

La sefnal se localiza principaimente en los esiratos inferiores dei epnt

normal ia sefal se localiza en la capa parabasal (Flecha). Lainten
normal.

sidad de iz sefal es mayor en &l tgjido
NS
o

e

con NIC que en &l



FIGURA 5: Presencia de la proteina Rb en un tejdo con NIC Il (400X). La
inmunoreaccion se observa en una zona con displasia severa donde la sefal es mds
intensa (flecha)
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FIGURA 7: Deteccion de ia proteina myc en tejido cervical aj con Neoplasia intraepitsiial Cervicai (40CX) y bj) nomn

Y]

(400X). La sefial se lccaliza principaimenie en los estratos inferiores del epitelio. En tejido norma!l ia sefial se observa en !
capa basal preferentemente (Flecha). La intensidad de la sefal es mayor en el tejido con NIC que en ei normal.
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FIGURA 8: Sefial citopldsmica de la proteina myc predominantemente en los estratos
medios del epitelio (punta de flecha). La sefal nuclear para esta proteina se observa en
los estratos basal y parabasal (flecha).



CUADRO 4: Conteo de los granos oblenidos de la Hibridacidn In Situ, ulilizando como
sonda los cDNA de los genes A)RBy B) c-myc an NIC | y tejido cetvical normal. Se
muestran los resultados del andlisis de la prueba estadistica de T de Student.

A Nuimero de granos
ESTRATO [TEMDO NUCLEO CITOPLASMA
X de p X da p
Nic 2122 1 0.860 3947 1 1.206
Supatficial 0.457 0.043
CN 1862 t 0.521 2700 1 1329
NIC 2058 £ 0709 11168 & 3.393
Medio 0.623 0.015
CN 2538 L o801 7000 £ aa407
NIC 2092 T 0.803 0742 L 3642
Basal 0.273 0.892
CN 1687 1 0.748 8525 + 3.005
B. Ntmero de granos
ESTRATO | TEJIDO NUCLEO CITOPLASMA
X de p X de [
NIC 2525 + 1325 4068 L 1636
Superficial 0.012 0.059
CN 1.0 £ 67713 27125 L 1104
NIC 2508 t 1.982 BH7 +  5.900
Medio 0.099 0,452
CN 1.586 + 0.978 7.038 +  3.888
NIC 1.767 +  1.088 9525 + 5321
Basal 0.036 0412
CN 0812 £ 0567 7500 X 4.234

NIC= neoplasia Intraepitelial Cervical, CN = Cervix Normal, X = promedio de 100 células,
de = desviacion estdndar, p = significancia; negritas : valores de p < 0.05
(estadisticamente significativos).
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CUADRO 5: Conteo de los granos obtenidos de ta Hibridacion In Situ, utilizando como
sonda los cDNA del gen ¢-mye en lejido cervical normat y con A} NIC 'y B) NIC lll. Se
muestran los resullados del andlisis de la prueba esladistica de T de Student.

A, NIC Il Nuamero de granos
ESTRATO| TEJIDO NUCLEO CITOPLASMA
X dn p X de p

NIC 33 1.6 s08 X 2.3

Superticial 0.002 0177
CN 0.81 1 0.6 7.09 % 3.9
NC 48 + 23 125 L 1.98

Medio 0.00§ 0.07
CN 16 + 098 75 5.2
NiC 39 + 25 574 + 2.00

Basal 0.026 0.005
CN 14 ¥ o8 273 1 1.1

B. NIC it Numero de granos
ESTRATO| TEJIDO _ NUCLEO __ CITOPLASMA
X de p X de p

NIC 345 L 247 49 £ oo7

Superficial 0.012 0.478
CN ot £ ose 708 ¥ a3
NI a3 X 27 645 £ 202

Medio 0.010 0.796
CN 159 £ o098 750 % 5.2
NiC 38 F 1.9 385 % 1.9

Basal 0.020 0.420
CN 142 £ o087 272 % 1.1

NIC= neoplasia Intraepitelial Cervical, CN = Cervix Normal; X = promedio del nimero de
granos contados en 100 células, de = desviacidn estdndar;, p = significancia; negritas :
valores de p < 0.05 (eslad(sticamente significativos).
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FIGURA 10: Analisis de dobie-inmunchisioquimica {simultdnea) para ias proteinas Rb y mvc, sobre el mismo corte de
tejido carvical normal. Se pueden cbservar zonas con la presencia de ambas proteinas (punta de flecha): la sefial coior caié
es para pRb, mientras que la azu! es para myc; asi como zonas en las gue se encuentra unz o la otra {llecha} (400X,
contratenida con hematoxilina).
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En el presente astudio todas ias muestras de NIC analizadas fueron positivas para
HPV la mayoria do las cuales presentaron HPV-16; estos dates apoyan el que el HPV-16
es el tipo mds frecuente en este tipo de lesiones (19, 92), Este resultado fué serprendente
ya que se ha raportado la prasencia de HPV en un porcontaje menor de muestras. Se
tiene que el tamano de la muestra que se estudié en el presente trabajo ué muy pequena
y fué seleccionada del archivo del Departamento de Patologla de! INCan de acuerdo a su
diagnostico histopatoldgico, lo cual pudo haber contribuido a la alto porcentaje de
positividad que se encontrd para HPV. También existe la posibilidad de que sea un
problema dal PCR, pudo haber ocurrido una contaminacion de las muestras. Sin embargo
no nos fué posible corroborar esta posibilidad debido a que ya no se tenia DNA disponible
de las muastras para repetir el anélisis de PCR.

En el caso de las muestras sin patologia neopldsica previamente se ha reportado
que la prevalencia de HPV en mujeres con citologla normal (83,94) es de 20-40%, en
nuastro caso al porcentaje de muestras de cérvix “normal” que presenté HPV (el 60%) fué
un poco mayor. Una vez mas el numero de muestras normales que se trabajé fué muy
pequeio y los tejidos provenian de mujeres con padecimientos ginecoldyicos
principalmante de cervicitis cronica (la cual puede ser originada entre otros agentes por
HPV). La importancia de encontrar mujeres sin alteraciones neopldsicas hasta el momento
de la toma de la muestra, que estdn infactadas con HPV, radica en que estas mujeres
pudieran estar expuastas a desarrollar potencialimente alguna lesidn asociada a estos
virus,

Adicionalmente se datectd la presencia de la proteina tardia L1 (de cdpside) de HPV
en las muestras de NIC. La presencia de esta protefné reflsja la existencia de partficulas
infectivas (es decir infeccion litica y formas eplsomalas del virus) de HPV en ol tejido. En
aquellas muestras de NIC en las que se encontré prasencia de la protelna L1
seguramente HPV se encontraba episomal; sin embargo en el caso de las negativas es
muy probable que el nimero de coplas virales fuera muy pequeiic de modo que, si ocurrid
sintesis de la protelna L1, la cantidad de protelna que se formé no fué suficlente para ser
detectada inmunohistoquimicamenta. Otra explicacion, aunque poco probable, es que
haya ocurrido intregracion de los virus al geanoma celular dado que se encontrd que las
muestras estaban infectadas con HPVs de alto riesgo, sin embargo se trata de lesiones
muy tempranas. Se ha encontrado que la integracion del genoma viral ocurre
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predominantemente en cdnceres avanzados siendo este uno de los mecanismos.
propuestos de carcinogeénesis viral (33,34),

L.a expresion de la protefna myce, lanto en cantidad como en el nimero de células
que fa presentaron, se encontrd mucho mas elevada on los NIC que en los lejidos
normales. En los tejidos normales 1a seiial solo se encontrd en las células del estrato basal
{que tienen la tasa de proliferacién mas alta dentro del epitelic), en contraste en las NICs
la seial se observé en los estralos basal y medio del epitelio fo cual puede estar
reflejando la presencia de un mayor numero de células en profiferacion en el tejido,
incluyéndo estratos superiores.

En el caso de los resultados de la HIS, se encontrd siompre ung mayor cantidad de
sefial en el citoplasma lo cual sugiere que la mayoria de los trahscritos una vez
sintetizados en el nicleo son transportados al citoplasma para ser traducidos. En
particutar, fa mayor concentracidn de sefal citopldsmica se observd en los estratos basal y
maedio, lo cual conelaciona con la proliferacidn celular. Sin embargo, al hacer al analisis
estadistico de estos resultados, se encontrd que no hay dilerencias estadisticamente
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 relacién al grupo control, los
resultados por inmunohistoguimica sugieren que fa mayor presencia de proteina myc an
fos tejidos con NIC pusde deberse a una acumulacién de la ptotefna en esta céulas.

Por otro lado, al hacer el andlisis de expresién de inyc en las NIC Hly ll se gncontié
la presencia aumentada de {a proteina myc en la inayorfa de los casos. En cuanto a la HIS
s8 ancontré que existen diferencias estadisticamente significativas entre la cantidad de
transcritos de los NICs /il y los normales, indicando una presencia aumentada de
transcritos en este tipo de lesiones, lo cual sugiere una posible elavacion de ia tasa
transcripcional del gen c-myc en estos tejidos, pero no asi aparentemente en los NIC t (que
es una lesion de bajo riesgo). Sin embargo la musstra analizada de NIC 1 y Ui es muy
pequeia, de forma que no es posible concluir al respecto, aunque si nos da un indicio
sobre una posible sobre-expresidn del gen c-myc en lesiones mds avanzadas, La posible
alteracion de este gen en esle tipo de lesiones, es apoyado por lo anteriormente reportado
por nuestro grupo de trabajo (Salcedo y Cols), en los que se encontrd que tanto en
cdnceres invasores del cérvix, como en lesiones preinvasoras (NIC It y 1) del mismo, hay
alteraciones en el gen ¢-myc que pueden Hevar a una posible sobre-expresion del mismo
{95,96), Como ya ha sido mencionado, existen algunos trabajos en los que se carrelaciona
ia presencia de HPV con activacion del proto-oncogen c-mye, dado que todos los tejidos
con NIC analizados fueron positivos para HPV de alto riesgo y que se encontrd una
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aparenta alteracion en la expresion del gen mye, es posible que esta alteracion del
ancagen c¢-myc pudiera deberse a la presencla de HPV. Para detenninar esta asociacion
saria necesario analizar 1a exprasidn de aste gen en biopsias da NIC no-infectadas con
HPV § infectadas con HPV de balo riesgo.

Por otro lado, sa ancontré fa presencia de senal para la proleina myc en o
citoptasma de las células del estrato medio dal epitelio particularmente, mientras que Ia
sefial nuclear se encontra principaimente en el estrato basal en estos mismas tejidos y la
cantidad de esta sefal va disminuyendo hacia los estrates superiores. Se ha reportado
que una forma de contralar la actividad de protelnas nucleares, es alravés de ragutar su
entrada al nuclee y que myc es una protaina nuclear (97), as( proponemos que esta
observacidn refleja un caontral semajante para esta protelna en el que, dependiendo de la
utifizacidn da mye, ésla puede entrar al niicleo ¢ quedarse en el citoplasma. Asl tenemaos
qus para las células de los estrates inferiares, las cunles estdn en proliferacian y requieren
de la presencia de myc en nicleo para dividirse, tienen tada la proteina myc que ha sido
sintetizada, incorporada en el nicleo, al compromelerse la célula a ditarenciar (en los
estralos intermedios) ya na van a dividirse a una tasa elevada (coma el estrato basal), por
lo que que ya no requieren a la proteina myc en el nidcleo, y esta se acumula en el
citoplasma, finalinente en las células de los estralos superiores en donde las células estan
diferenciadas, ya no hay sintesls de myc y la previanmente sintetizada ha sido ya
degradada en estas célula. Lo anterior puede resumirse en el siguiente modelo:

ESTRATO NUCLEO CITOPLASMA ESTADQ CELULAR
DEL EPITELIO
Suporior - - (degradacion/ no Diferenciado

sinlesis de myc)

+ +4 (acumulacion) Compromiso a la
diferenciacién,
Medio
+4 ++ (568 quada un Profiteracion /
poco en cioplastna) diferenciacion.
Inforior +4 4+ - (sousa toda on Profiteracion
al wicleo)

- Modelo del control de entrada al nicleo de Ja proteina myc. Esta enlrada de la protsina
myc dependa de fa utilizaclon de esta proteina en el niicleo, ta cual a su vez depende del
estado de diferenciacidn de fa célula. ~ ausencia de protelna; + & 4++++ presencia de
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proteina en diferentos concentracionss.

Por supuesto, no se descana la posibilidad de reactividad cruzada del anlicuerpo con
proteinas citopldsmicas, sin embargoe llama la atencidn que esle patidn ocurre en un
eslrato particular y no a todo lo ancho del epitelio. Ya que por HIS no se observa un
aurmento considerable de transcrilos en el estrato medio del epitelio (comparando con el
astrato basal por ejemplo), que pudieran explicar el aumento de concentracién de proteina
citopldsmica en eslte estrato, lo mds prabable es que el control que hemos mencionado
sea pues, a nivel post-traduccional, lal y como se ha demostrado en ensayos in vitro 67),

En cuanto a pRb se encontré que se expresa principalments en la capa suprabasal
del epitelio cervical normal, lo cual como ya se ha mencionado puede signilicar que plRRb
controla la proliferacion de aguellas células en camino de diferenciarse, mds que controlar
la proliferacién de aquellas células indiferenciadas (76). Para el caso de los lejidos con NIC
I, se encontré una mayor expresion de esla protefna al comparar con los tejidos normales,
ya que se encuenlra la seial en uha mayor proporeidn del epitelio y con una intensidad
mayor. Estos resultados sugieren, que de alguna forma se encuentra una mayor cantidad
de proteina Rb en tejidos que han sufrido cambios neopidsicos a diferencia de aquellos
tejidos que no han sufrido estos cambios.

En cuanlo a los resultados por HIS, se encontré que la sefal se observa
mayoritariamente en e! citoplasma. Al aplicar la prueba estadistica se encontré que no hay
diferencias significativas en la cantidad de transcritos de los NIC | y tejidos normales. Por
lo tantor expresién aumentada de pRb que se abseiva en los NICs no parece deberse a un
aumento en la transcripcidn del gen si no a una acumulacién de la proteina. Una
posibilidad es que, dado que HPV esta presente en todos los tejidas con NIC, la proteina
E7 de eslos virus este unida a la proteina RB 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 infeccidn por HPV, no se observa este fenémenc. Esto puede sugerir que la presencia
aumentada de pRb sea una caracterfstica de las células que han sufrido cambios
neopldsicos, aparentemente de forma independiente a la presencia de HPV.

Hay pocos trabajos reportados acerca de la posible participacién de Rb en el
desarrollo del CaCU. En los trabajos que existen al respecto, se estudié ef eslado de los
genes supresores Rb y p53 en lineas colulares derivadas de CaCU y en carcinomas del
ano (principalmente), reportdndose la existencia de aiteraciones en estos genes
supresoras en aquellas lineas celulares o tumores no infectados con HPV, mientras que
en los casos donde habia infeccion por este virus los genes se encuenlraron sin
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alteraciones (88-100), Estos datos sugleren una patlicipacion de eslos genes suprasores
en el desarrollo dal CaCU, en los que en ausencia de HPV parace ser necesaria la
ocurrencia de mutacionaes en gstos genes. Por otro lado, en nuestro grupo de trabajo
{Salcedo y Col, manuscrito en preparacion) se ha analizado el estade de! gen RB y su
proteina mediante andlisis de Southern Blot e inmunohistoquimica en biopsias de tejidos
con CaCul, encontrdndose que en aproximadamente el 20% de las muestras analizadas
pxiste una alleracion en el gen, mientras que por inmunohistoquimica se encontr que hay
una disminucion en la seial, lo cual es posiblemente debido a las alteraciones en el gen.
Estas alteraciones se encontraron aln en presencia de HPV, indicando que las
alteraciones en este gen paracen tener un pape! en el desarrolo de lasiones cervicales,
independientemente de la presencia de HPV.

En cuanto los lejidos de NIC I y Hi, se encontrd una expresion elevada de pRb,
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 caracleristica de las células neopldsicas de este epitetio,

Con esta evidencia sugerimos que, esta presencia de pRb en altas concentraciones
pueda ser considerado como un “marcador” de cambios neopldsicos en el epitelio
cervical {al menos para lesiones preinvasoras). De hecho, se ha reportado para otras
neoplasias en particular lsucemia mielocitica aguda, que un gran ndmero de musstras
presentan una elevada cantidad de pRb (la mayor parte de la cual esta fosforilada),
considerando que esto puede representar un marcador de la presencia de una poblacién
de células tumorales (79), asi mismo para cdncer de vefiga se ha reportado que palrones
alterados de la proteina Rb pueden ser considerados como variables pronosticos (101,102),
Estos datos junto con nusestros rasultados apoyan que la acumulacion de pRb sea
consideradas un marcador de la presencia de células neopldsicas en e! epitelio carvical.

Con respecto a la muestra de NIC | negativa para Rb, se encontrd que presentaba
sefial positiva en el citoplasma, principalimente en las células de los estratos basal y
parabasal. Se ha reportado que pueden ocurrir alteraciones en el gen 1B, en la regién de
la protefha que corresponde a la secuencia de localizacidn nuclear (NLS), de manera que
el producto de ese gen alterado no puede ser translocado al nicleo como ocurre de
manera normal, por lo que se acumuta en el citoplasma de la célula (103), E| Dr. Robent
Weinbaerg {comunicacién personal) ha sugerido que mutacionss en el gen RB provocan
que la plib no se transloque al nicleo. Este podria ser el caso de esta muostra, sin
smbargo para demostrar que este es el caso se deban hacer andlisis mds especificos al
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respecto (por ejemplo secuenciacion del gen).

En cuanto a aqusllas muastras de NIC y céivix normal en los gue se encontrd zonas
con la presencia de pRD pero sin protefna myc y vivecersa, se ha reportado que ta protelna
Ab puede regular fa transeripeion que es mediada por la proteina myce, aparentemente
através de interacciones proteina-protaina (Rb-myc) 88, Por otro lado, nuestro grupo ha
reportado muy recientemente (104}, que la protefna Rb puede reprimir transripcionalmonte
al proto-oncogen myc (asi como el promotor de HPV-18) in vivo, de manera que, la
ausencia de protefna myc en zonas del tejido dontle hay una elevada cantidad de proteina
Rb, pudiera bien estar reflejando este control negativo de pRb sobre myc en el tejido
cemvical (ver Anexo). En cuanto al caso contrario, al no estar presente pRb, myc puede
expresarse sin ser controlado por la prasencla de pRb. Al comparar los resultados de
inmunohistoquimica para ambas protefnas (porcentaje de positividad en e! epitetio), se
obsetvan aste tipo de diferencias en las que, cuando hay una elevada presencia de pRb
hay poca protefna myc. Sin embargo, existen algunos casos en 10s que no se observa
ninguna de estas relaclones, es decir se observa mds o menos la misma cantidad de
ambas prolefhas. Es posible que on estos casos no esté ocurriendo este tipo de control de
pRb sobre la exprasidn de myc; lo cual puede deberse a que, la pRb se encuentre no-
luncional (por ejemplo asociacion con fa proteina viral E7), o bien a que la activacion
oncogénica de myc solbrepase el control que pRb puede ejercer sobie el gen c-myc
normal. Al hacer este mismo andlisis sobre los resultados globales de la HIS no se
observan estas diferencias, sin embargo al comparar los resultados para ambos genes de
cada muestra esludiada (datos no mostrados), es posible observar que al igual que en la
inmunohistoquimica, algunos casos que muestran una elevada cantidad de sefial para
transcritos de Rb, tienen una menor cantidad de sefial para myc y viveversa corroborando
los resullados del analisis de protefna myc.
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Con los dalos obtenidos en el presente trabajo podemos llegar a las siguientes

i, COMCILIUST OMIBS

1. Existe una mayor expresion de la proteina myc en los tejidos de NIC Ty NIC t /1T, por un
incremento en la acumulacion de la proteina y un aparente aumento en la tasa

transcripcional del gen myc , respectivamante.

2. La expresion de protefna Rb en fos tejidos con NIC es mayor que en los tejidos
normales, por lo que sugerimos que la presencia de pRb en cantidades elevadas pudiera
represontar un marcador de la presencia do cambios o procesos neopldsicos en ol

epitelio cervical.

3. La ausencia de expresion de la preteina myc en algunas zonas de los tejidos
analizados, frecuentemente correlaciona con la expresién de la proteina Rb; Jo cual puede

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

4. En lesiones tempranas del cérvix, adicionaimentente a la presencia de HPV al parecor
participan de alguna manera (al menos por la acumulacién de sus protefnas), los genes

celulares c-myc y RB.
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Abstract

The protein product of the retinohlastoma tumor
suppressor pene (pRb) has been dlemonstrated to
bind transcriptional factors such as E2F and ¢-Mye
prateininvitro. Todetermine whelher pRb regulates
hoth celtular (c-myc) and viral (HRV LCR) promoter
aclivity in vive, MYC-CAT or HPV LCR-CAT
chimeric expression plasimtlds werce generated and
cotransfected with s pCMV-RB expression plasmid.
pRir repressed both myc and LCR transcription hut
not SV40-CAT. Transcriptionnl repression induced
hy pCMV-RB was relieved hy addition of pSV2.1i7,

Moreover,immunohistochemical assays indicale that
Tu cervical Intraepithelial neoplasia lesions, an
increased pRb expression correlates with decreased
c-myc oncogene expression. These resuits suggest
that pithcan negatively regulatec-mye trunscription
invivoin both narmal tissue or early cervicallesions.
However, in HI'V Induced invasive cervical carci-
nomas where viral DNA is integrated expressing its
oncoproteins, pRh could be complexed by iTPV E7
oncoproteln releasing the vepression effect and
promotingcell growth, (ArchMed Res 1995;26:5157)

KEY WORDS: Retinoblastoma protein; myc oncogene, E7 protein; Regulalion; Transcriplion.

Introduction

In several types of human malignant tumors the
relinoblastoma (Rb) tumor suppressor gene, which
normally encodes a nuctear phosphoprotein (16SRb o
pRU), is found mutated (I-3). Introduction of wild type
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Rb gene into Rb-hegative tumor cells in vitro s1ops cell
proliferaticn and reverts tumorigenicity (4), suggesting
that pRb acts in normal cells lo inliibii growth and that its
loss permits the unconsirained proliferatinn characteristic
of cancer cells.

Hypophosphorytated pRb predominaies in G phase
of the cellcycte (5-7), meanwhile, phosphorylated forms
persist through S, G2 and M phases; when cells enter
anaphase pRb dephosphorylation begins and cantinues
lo Gl, rcaching its lower phosphorylation tevel (8).
Hypophosphorylated pRb can negatively regutate cycle
progressionby binding and revensibly inactivating severai
growth promobing proteins, such as E2F and ¢-Myc
(9.,10). Viral oncoproleins atso bind the hypophospho-
tylated form of pRb (11-13) and probably cause the
release of cell proliferation factors.
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In general, the lass of pRY function in tumac cells has
been detenmined by biochemical techniques that do noy
discriminate between different cclt populations in the
twmoral mass; this problem can be circumvented by
inimunohistochemistey assays, which allow detection of
altered pRb expression or decrensed affinity for the
auctearcampartmentin specificcell populatiuns (14,15).
Actually, few reports have been published about
expression of pRD in cervical tissues employing im-
juunohistochensistry assays (16).

Human papillomavirus (11PV) infection has an
important vale in the development of anogenital
carcinomas (17,18). High-risk 1PV types (such as
HPV 16 or 18) are frequently found associated with
malignant uterine cervix neoplasia. In ahigh percentage
of cervical carcinowias and cell lines derived fromtiem,
high-risk viral DNA has been found integrted into the
cellular genome, with the E1-E2 gene region usually
being distupted (19-22). Nowever, in premalignant
dysplastic Iesions these HPY types are frequently found
in an extrachromosomal state (20). OF great basic and
chivical importance has been the finding that the
oncopratein E7 encoded by high-risk HPVs interacts
with the hypophosphorylated form of pRb inducing the
telease of growth promoting factors (13).

In uterine cepvix carcinoma, both cellular gene
alterations and high-risk HPY infection covld represent
important etiologic factors, Iifact, we have reported that
e-mye alterations in cervical tumnes (23,24) conclate
with averexpression (25). c-Mye protein is one of the
proteins shown to interact with pRb in vitro (26). This
proteinplays an important functional role during celular
prolifesation or differentiation (27-29). However,
expressinn of Myc can induce both proliferation and
apoptosis, amd the celhwlar decision between these twa
responses, is determined by other signals, such as the
presence of growth factors (30,31),

In order to determine a possible selation between pRb

and Myce expression, we utilized two ditierent experi- |

mental approaches: a) to study whether pRb regulates
myc ar HPV-18 LCR transcriptional activily in vive,
myc-CAT or HPV-18LCR-CAT (having the long control
region of HPV-18) chimeric expression plasmids were
generated and cotransfected with a pCMY-RB
(cytomepalovitus promater-cDNA Rb gene fusion)
expression plasimid. CAT assays showed a clear
repression of myc transcriptional activity induced by
pRb, as well as a dose-dependent repression effect on
HPVY-I8 prometer activity: b) using imnunobisto-
chemical assays, pRbor Myc expression was detected in
cervical intracpithelinl ncoplasia (CIN) lesions, We
frequently found that in CIN lesions an increased pRh
expression comrelutes with decreased ©-myc oncogene
expression, but in invasive festons the oppasite might b
true. Taking topether owr results, we suggest that pRb
cunnegatively segulnte ¢-mye geneexpressina in nornat
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epithelial tissaes, but duing high-risk HPV iafeciion
PR is complexed by E7 oncoprotein allowing c-mye
expression and celular growth throuph the release of
this and other growth promoting factors. This mright be
an important event in the multisiep nature of uterine-
cervix carcinogenesis,

Materials amd Methtods

Cell Culture. C-33A cells were grown at 37°U i a
% CO, atmosphete, in DMEMAET2 (1:1) medivm,
supplemented with 10% tetat bovine serum, The same
utedivum was used in ransfection experiments.

Genetic Constractions, The MYC-CAT (- 10010 +71
DNA sequence with respect to e-mye gene 1] promoser)
wnd pSV2-E7 (early promoter of SV40 with E71IPV-14

_ gene) recombinant plasimids were obtained by A. Garcia

(UNAM, Mexico); SVAD-CAT (containing cavly
promoter of SVA0) and pl8/42 (containing the HPV-18
LCR) vonstructs were obtained fram V. Thierry (Instimt
Pastewr, France), and pCMV.RB (containlng the
cytomegalovirus premoter with hainan retinoblastoma
gene CDNA) vector expression was obtained from N.
Horikoshi (University of Peansylvania, Philadelphia,
PA, USA). The plasmids used are pBR322 DNA
sequencesderivative,

Cell Trausfection and CAT Assays. Forwransfection
assays, 3 % 12 cells were plated on 60 mum culture dishies
18 - 24 h hefore transfection. Fresh miedinm was added
I b before transfection, Cells were transfected by the
calcium phosphate coprecipitationmethod with 3or Sqig
of the vadous CAT-containing reponer constrocts and
the amounts of Rb and £7 expression plasmids shown in
Figore Legends. pBS plasmid (pBR322-derivative) was
used (0 adjust the otal antount vl transfected DNA 10 12
pg. Al plasmids were CsC double-banded purified,
After ovemight wcubation with tie calcium phosphate-
DNA precipitates, at 37°C under 3% CO,, fiesh medium
was added, Cells were incubated agaia foe 24 hat 37°C
in 5% CQ,. Cellukar extracts were prepared (32) and
protein amuunt adjusted. CAT assays were pesformed as
previously deseribed (33) and CAT activities quantified
by cutting spaix from the thin Yayer cheomatography
plates fortiquid seintilation radivactivity determination.

Biopsies and Tissues. Twenty fresh CIN spechnens
were obtained from paticnts being feeated at the Servicio
deGinecalogfa, Instismo Nacional de Cancecolugia, S8,
with abnonval PAP smicar and ten nopmal cervical
human SGissues were obtaned from fresh autvpsies of
individuals with normal PAP smear from Hospital de
Gineeolugia y Obstetriciit #4 - IMSS. Al tissues were
fixed and paraffin-embedded.
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Immunahistachemistry Technique, Five nucion
stices from paraffin-embedded specimens were maunted
on elean slides and deparaffinized rowtinely. They were
preincubated in 3% 1,0, for 10min, followed by a wash
in water and treated with 10% non-immune blocking
serum for 30 minatroomlemperature. Excess serum was
decanted and Hssues were incubated with the primary
antiliody for 18 hat room tepperaturc ina moistchamber,
‘The primary antibodies used in this sludy were the
polyclonal anti-pRb C-15 (Sunti Cruz Biotechnology,
Inc.), which is raised against a 15 aa peptide mapping
within the carboxy terrminal domain of the human pRb,
and the monoclonal antibody anti-mye | which also
recognizes a Myc carboxy terminal peptide (408-439)
(Oncogene Sciences, Inc.).

Subscquently, the slides were incubated with link
antibody (rabbit anti-mouse 1:100 in the case of Myc or
goat anti-rabbit 1:200inthe case of pRb) for 30 min, PBS
washed and incubated with mause or rabbit peroxidase
anti-peroxidase complex (DAKO PAP kit) for 30 min.
Finally, 0.06% diaminobenzidine (DAB) in 3% 1,0,
was applied on tissues manitoring the reaction under
light microscope. For pRb and Myc protein detectian,
specific staining was identified by the presence of
brownish color. In cach case the sections were
hematoxylin counlerstained.

Results

The Retinoblastoma Gene Product (Rb) Can
Repress the Expression of the HPV-18 LCR and
c-myc

Tostudy the possibility that Rb tumor suppressor gene
products could paticipate in IIPV genc expression
regulation during initial events post-infection, we
analyzed the in vivo participation of pRb on HPV-18 E6
and E7 oncogene expression. Transient cotransfectian
assays were performed in the C-33A cellline (a cervical
carcinomaderived cell line without HPV and presenting
adeletionin the Rb gene and amutation in the ps3 gene)
wilh a construct that possesses he HPV-18 LCR cloned
in front of the CAT reporter gene, and an expression
constract in which the cDNA [rom the human Rb gene
was placed under the control of astcong CMV promuter
(pCMV-RB). We also ¢valuated pRb effect on c-myc or
SV40 carly pramoters, We abserved a dose-dependent
repressor effect of pRb on the HPV- 18 early promoter
(pl05) transcriptional activity (Figure 1), It can be
oliservedthat the c-myc promoter was strongly inhibited
and the $V40 early promoter was unaltered.

Several viraloncogenic products (the adenovirus 1A
protein, SV40 large T antigen and HPV E7 protein) have
been repanied ta physically interact with pRb and to
block its activity. Weanalyzed the possibility that the E7
proteincould affcet (he repression induced by pRivon the
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Figure 1. pAb elfect on HPV-18 LCR. C-33A ceils walo
colranslecled by calcium phosphate melhod with conslrucls
conlaining ¢-niyc, SV40 carly or p105 (1/42) lionm HPV-10
promolers, cloned in front of Ihe CAT 1eporter gone, and
expression plasmid pCMV.AB (amounts indicated on the
Figura). Lane 10 only DNA carrier (pBS plasmid). Cetular
extracts were oblained 40 - 48 h alter iransfeclion assay and
CAT aclivity evaluated as indicated under Malerials and
Methods.

e-myepromoter. Series of multiple cotransfection assays
were perfarmed by adding (o the system the pSV2-17
plasmid that allows high level UPV-16 E7 protein
expression in cukaryotic celis. As expecied, c-myc
transcriptional repression induced by pCMV-RB was
ielieved by addition of pSV2-E7 (Figure 2). In both
experimems (Figuees | and 2) c-mye was clearly
repressed.

Inmunodetection of pRb und Mye Proteins in
Cervical Tissues

Statified squamons epithelium (cervical epithelium)
is composed of discrese cell layers, including a basal
layer of genminal cells that gives rise 1o several layers of
dilferentiating and terminally mature cells (34), We
found that cells af the norml cervical tissues expressed
different amount of pRb in distinet cell Tayers, with
basal/suprabasal or suprabasal staining frequenily
observed in most cases (dala not shown). These
observations are in agrecment with recemly published
results (16).
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Fgure 2. HPV E7 release e pHb repression on c-myc
promoter. T-33A cells were cobranstecled by calcium
phosphate method with a conslruct that contains the ¢-myc
promoter in tront of the CAT reporter gene, and incieasing
concentralion of pCMV-RB. A multiple cotranstection assay
with the addition of the expression plasmid pSV2-£7
{overexpiesses £7 viral oncoproten) was included. When
P05 (18/42) from HPV-18 was employed instead of the ¢-
myc promoler, a similar pRbinhibition and E7 elease in CAT
aclivity was oblained {not shown).

Allthe precancerous cervical lesions were positive for
pRb, presenting predaminantly nuctear staining (Figure
3). In general, the reactionappearced mase pronounced in
CIN than in normal cervical epithelimmn (not shown),
Surprisingly, the results suggest that cohanced pRb
expression is usually found in less ditferentiated cells of
CIN lesions, It invasive cancerots lesions we observed
in general reduced expression of pRb among a
Delerogencons pRY expression patiern {M. Salcedo, in
preparation).

For Myc, nuclear stain was observed frequently incell
nuclei (Figure 3). Interestingly, we found that many pRb
positive cells prescitted ¢-Myc negative staining, and
vice versa (compare c-Myc vs. pRb staining inFigare 3).

All samples weee analyzed for the presence of TRV
DNA sequences using PCR reaction. The resultsindicated
HPV DNA sequences in all CIN samples, and in
appraxinutiely 30% of the nornal tisstes ensplayed ot
showo),

Discussion

We have shown that in vive pR1 is capable of repres-
sing the expression of boh cellukir (¢ mye) and vieal
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Myc

Flgure J. Differantial expression of c-Myc or pRb proteins in
a cevical lesion. Serial tissue sections of a CIN lasion
positive 10 high-risk HPV were used to pertorm PAP
immunostain assays, tor ¢-Myc or pRb as described under
Malerials and Methods. Brownish color shows a positive
teaction. ¢-Myc staining (lelt) and plib staining {right). The
arowheads show positive auctear pib and ¢-Myc stain; the
arrows show ac-Myc positive reaction (left panel) and negalive
pRb reaction (right panel), x400 original amplilication. The
tissua soctions were hematoxylin counlarstained.

(10, E7) oncogences. Thus, Rb gene alterations or pRb
inactivation could lead 10 oncogene activation. Recent
studies showed that pRb is mutated in HPV-negative
cervical carcinonta cell lines and wild ype in HPV.
positive cevvical carcitoma cclf lines (35). In HPV-
ncpative cervical carcinoma cell fines, abnoamal pRb
expression has been observed despite grossly normal
structure of the Rb locus. In addition, small mutations
occurring in the Rb-I focus resutlt in expression of
smlleror abnormally phospharylated Rb proteins which
have lost wildtype funetion (36,37). HPV E7 caninteract
with pRb and the related proteins p307 and pt 30 and this
binding activity correlates with cellular transformation,
Binding of E7 to pRb requires-at (east two distinct
cumiactsites: the highaffinity inieractionbetween the E7
CR2 duinain and the Rb “pocker” region, and the
wieraclion between the 7 CR3 domain and the COONL-
termiinalregionof pRb. The fatier interaction s sufficient
for E7 dependent pRb ielease of B2E. These data suggest
that inactivation of pRb and refated proteins plO7 and
130, cither by ruation as through association with E7
isun impottant step incervical carcinogenesis (38). Yhus
it seems tikely that the higher pRb binding efficiency
charactenstic of high-risk E7 pmleins would be an
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Flgure 4. Modet of early evenis involving ingh-risk HPV in
cetvical carcinogenesis. HPV in episomal lorm is presentin
premalignant lesions allowiag E2 expiession and E7
repression, c-mye is repressed by pRb in a normal manner.
Aller high-risk HPV DNA integration, £6 and E7 expression is
enhanced (E2 disiupted), and pRb-E7 complexes are formed
releasing ¢-myc repression. Thus, both c-myc and other
growth promoting molecules (E2F) will permit cellular
prolileration. Inparallelwiththese events, p53is destroyed by
£6 overexpresslon (not shown).

important detenmimant involved in lmman keratinocyte
transfarnition,

Qur results showed that c-wyc transeriptional
repression by pRb is rclieved in vico by addition of
1PV 7. Very recently, Adnane ct al. (26) have shown
that pRbregulates mye-mediated transcriptional control
in vivo: however, this cell-type specific effect occurs
through protein-protein interactions. Thus, pRb blocks
bath ¢-myc transcription and Myce function as
transcriptional factor.

in this work we have determined by immunohisto-
chemistry assays pRb expression in human cervieal
tissucs. This technique is convenient 10 study Rb gene
expression in primary tumors and ncoplastic fesions in
vivo, if suitable antibodics are rcadily available. Thus
far, relively few immunohistoclicmical studies on pRtb
cxpression have been published (39,40). We were able o
detect pRb in human cervical tissucs by using the
polycianal anti-pRb antibody C-15, which recognizesa
regibn of the carbnxy terminal domain of both
hypophosphorylated and hyperphosphorylated fonns af
hun Rb prodein (11). In geaeral, we observed that
wost celts cither in normalor CIN preseated nuclear and/
or cytoplasmic pRb staining. Several reports have been
puhlished indicating mainly nuctear pRb staining with
cytopkismic staining has heen waregarded (for review
see Reference 41), Different assays have demonstrated
that presence of pRb i the ceflular cytoplasm is relited
to Rb gene nutation (421 Thus, a pusitive eytoplasmie
sample conld indicate that the Rb gene is aftered or thi
its procluct is somehaw retained inthe cytoplasin. Our
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abservations suggest that cytoplasmic reaction could be
antimportant factrelated loulerine cervix carcinogenesis.

Among the known cellolar oncogenes, c-myeis one of
the wost frequently found i a varicly of human lumors
and cell fines derived from tamors, Both PV DNA and
c-mye alterations (23,24), which correlate with c-mye
overexpression (25) are invotved in the development of
a high percentage of uterine cervix carcinamas. As
shown inFigure 3, variation of positive immunoreaction
1o ¢-Myc protein could be observed in aft layers of the
epithelinm mainty in the basal Layer of CIN fesions. Ttis
importnt to mention that in HPV-positive CIN samples
there were pRb negativelc-Myc positive cells, and vice
versa (Figure 3), Thus, as detennined in this work, the
sanie sppressor effect of pRIvon c-miye expression was
detected inbothC AT-assays and immunohistochemisuy,
suggesting that pRb repression effect is present early in
cervical carcinogenesis. However, in i few samples we
have detected celts expressing both pRb and ¢-Mye. In
these cases perhitps the interaction between the proleing
has been altered.

All the CINsamples were positive for [PV sequences
using PCR reaction, and accarding to onr obscrvations,
the level of pRb expression as well as the nuciear or
cytoplasmic distribbtion does not strictly cosrelate to the
presence of HPV-16 and HPV-18 DNA sequences.

The results support the idea that in NPV positive
lesions c-myc repression released by pRb-17 protein
complexes coutd explainin part the Myc overexpression
observed in cervical intraepithetial neoplasias (see Fig-
ure 4, model of cervical carcinogenesis).
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