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l. RESUMEN.

Introduccion: La persistencia e integracion de los VPH-AR, incrementan el riesgo
de progresién de las lesiones escamosas intraepiteliales (LEI) a carcinoma cervical
invasor (CCl). La proteina E6 de los VPH-AR, juega un papel importante en la
proliferacion celular. Un estudio de proteémica en mujeres guerrerense ha
evidenciado un aumento en la expresion de lumican y a-SMA en estadios tempranos
IB1, IB2 y IIB del carcinoma de células escamosas con infeccién por VPH-16,
perfilandose como potenciales biomarcadores de diagndstico y pronéstico. Ademas,
existen marcadores de proliferacion celular como CD1 y Ki-67 que permiten definir
el indice del crecimiento tumoral. Objetivo: Evaluar la expresion de lumican, a-SMA
y CD1 en lesiones premalignas y carcinoma cervical y su relacion con la
oncoproteina E6 y el estado fisico de los VPH-AR. Material y métodos: Se
incluyeron 75 biopsias de cérvix uterino, con diagndstico histolégico de LEI o cancer
cervical. La genoatipificacion de los VPH-AR se determiné por INNOLIPAA-HPV
Genotyping Extra Il Amp y el estado fisico del virus por el método de hibridacion in
situ con amplificacion con tiramida. La expresion Ki-67, CD1, lumican, a-SMA y E6
fue por inmunohistoquimica Resultados: La expresion de CD1, lumican y E6 se
correlacionan directamente con el grado de lesion histolégico de LEI y CCE
(p<0.001). Los cambios en la expresion de a-SMA permiten diferenciar lesiones de
bajo grado con respecto a las de alto grado (p= 0.021) y carcinoma cervical
(p<0.001). Se observaron diferencias significativas entre el estado fisico de los VPH-
AR (integrado y mixto) respecto a las LEI y al CCE (p= 0.003). La expresion de la
oncoproteina E6 se correlaciona con la expresién de lumican, a-SMA y CD1
(p<0.001). Conclusién: La expresion de lumican, a-SMA y CD1 se increment6 de
acuerdo con el grado de lesién cervical y en los casos de CCE y esta relacionada
con la expresion de E6 (p<0.001) de los VPH-AR, por lo que estas proteinas pueden
ser implementadas para identificar grupos de riesgo con probabilidades de

progresar a una lesién mayor.

Palabras clave: Lesion escamosa intraepitelial, carcinoma cervical invasor, VPH-
AR, lumican, a-SMA, CD1, E6, Ki-67, inmunohistoquimica.



Il ABSTRACT

Introduction: The persistence and integration of HR-HPV, increase the risk of
progression of squamous intraepithelial lesions (SIL) to invasive cervical carcinoma
(CCI). The E6 protein of HR-HPV, plays an important role in cell proliferation. A
proteomic study in women guerrerense evidenced an increase in the expression of
a-SMA and lumican early stage IB1, IB2 and 1B of squamous cell carcinoma with
HPV-16, emerging as potential diagnostic and prognostic biomarkers. Furthermore,
there cell proliferation markers such as Ki-67 and CD1 for defining the rate of tumor
growth. Objective: Evaluate the expression of lumican, a-SMA and CD1 in
premalignant and cervical carcinoma and its relationship to the oncoprotein E6 and
physical condition of HR-HPV. Material and methods: 75 biopsies of the uterine
cervix were included, with histological diagnosis of SIL or cervical cancer.
Genotyping of HR-HPV was determined by INNOLIPAA-HPV Genotyping Extra Il
Amp and fitness of the virus by the method of in situ hybridization with tyramide
amplification. Ki-67 expression, CD1, lumican, a-SMA and E6 was by
immunohistochemistry. Results: The expression of CD1, lumican and E6 directly
correlate with the degree of histological injury SIL and CCE (p <0.001). Changes in
the expression of a-SMA differentiate low-grade lesions with respect to high-grade
(p = 0.021) and cervical carcinoma (p <0.001). Significant differences between the
physical state of HR-HPV (integrated and mixed) regarding the SIL and CCE were
observed (p= 0.003). The expression of E6 oncoprotein correlates with the
expression of lumican, a-SMA and CD1 (p <0.001). Conclusion: The expression of
lumican, a-SMA and CD1 increased according to the degree of neck injury and in
cases of CCE and is related to expression of E6 (p <0.001) of HR-HPV, therefore,
these proteins can be implemented to identify risk groups with probability of

progressing to a greater injury.

Keywords: Squamous intraepithelial lesion, invasive cervical carcinoma, HR-HPV,

lumican, a-SMA, CD1, E6, Ki-67 immunohistochemistry.



Il INTRODUCCION

El virus de papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR), es el principal agente causal
de las lesiones escamosas intraepiteliales (LEI) y de los casos de carcinoma cervical
invasor (CCI). Los VPH-AR que se consideran tienen un potencial oncogénico
incluyen el 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73y 82 (Graham, 2017;
Moody, 2017). La persistencia de los VPH-AR como el VPH-16 resulta en la
integracion del genoma viral en los sitios fragiles del cromosoma humano y ocurre
cuando hay una pérdida del gen supresor E2, lo que conduce a una sobre expresion
de las secuencias oncogénicas virales E6/E7 (Holme et al., 2016; Han et al., 2015).
Se ha reportado que la integracién viral es un evento temprano asociado a la

progresion de las LEI (Vega-Pefia et al., 2013; Han et al., 2015).

En la carcinogénesis cervical esta implicada la interaccion de las oncoproteinas
E6/E7 con proteinas clave en la regulacién del ciclo celular, promoviendo la
transformacién e inmortalizacién celular (Mittal y Banks, 2016; Schiffman et al.,
2016). La oncoproteina E6 del VPH-16 inhibe la diferenciacion y aumenta la
proliferacion de las células basales del epitelio cervical a través de la inactivacion

de p53 y Notchl favoreciendo la progresion de las LEI (Kranjec et al., 2017).

Las LEI de bajo grado (LEIBG), se caracterizan porque el estrato del tercio profundo
epitelial presenta células inmaduras con alta capacidad proliferativa y un aumento
del espesor de las capas basales y parabasales, mientras que las LEI de alto grado
(LEIAG), representan las verdaderas lesiones precursoras del cancer cervical y se
caracterizan por presentar proliferacion de células basales inmaduras con pérdida
de polaridad, sobreposicion del nicleo y escaso citoplasma que se encuentran
confinadas en los dos tercios o hasta todo el espesor del epitelio (Jenkins, 2007;
Galgano et al., 2010).

Un ambiente de inflamacion cronica posterior a la infeccion por el VPH-AR
incrementa el riesgo de progresion de las LEI, los fibroblastos del estroma son
responsables de inducir un estado inflamatorio a través de la secrecion de citocinas

y quimiocinas al epitelio cervical (Rego Barros et al., 2018; Sheetal et al., 2014).
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La evaluacién de marcadores de proliferacion en las LEI, permite definir el grado de
alteracion celular, detectando cambios displasicos asociados a la infeccion por el
VPH-AR. Ki-67 es un marcador de proliferacion nuclear que se expresa en todas las
fases del ciclo celular excepto en la GO, es considerado de valor prondstico debido
a que indica el indice del crecimiento del tumor (Aslani et al., 2013).

La expresion de ciclina D1 (CD1) también es considerada como un marcador de
proliferacion celular, ya que promueve la progresion de la fase G1 a la S,
asociandose a cinasas dependiente de ciclinas (CDK4-CDK6), formando un
complejo que fosforila e inhibe la funcion de la proteina de retinoblastoma (RB)
liberando el factor de transcripcion E2F e induciendo la expresion de genes cuyas
proteinas son necesarias para que las células entren en la fase de sintesis de ADN
(Qie y Diehl, 2016). Un estudio por Conesa-Zamora et al., en el 2009 reportan un
aumento en la expresion de CD1 en los casos de CCE respecto a las LEIAG,
asociando su expresion con la progresion de las neoplasias cervicales, sin embargo,
un estudio realizado por Little y Stewart et al., en el 2010, evaluaron a CD1 en 7
casos de lesiones glandulares de alto grado reportando expresion positiva, 12 casos
adenocarcinoma in situ negativos a CD1 y 19 casos de adenocarcinoma
endocervical invasor negativos a este marcador, por lo que concluyen que la
evaluacion de CD1 puede ayudar a la distincion entre lesiones premalignas
endocervicales y adenocarcinoma (Little y Stewart et al., 2010).

Por otro lado, debido a la necesidad de identificar que proteinas estan presentes en
los primeros estadios del carcinoma de células escamosas (CCE) en las mujeres
guerrerenses, Serafin-Higuera et al., en el 2016 realizaron un andlisis proteémico
en mujeres guerrerenses, identificando expresion elevada de lumican y a-SMA en
un pool de muestras de CCE en estadios IB1, IB2 y IIB con infeccion por VPH-16,
en comparacion con tejido normal sin la infeccion viral donde se encontré disminuida

la expresion de estas proteinas (Serafin-Higuera et al.,2016).

Lumican es una proteina con un peso molecular de 40 kDa que pertenece a la
familia de los proteoglicanos pequefios ricos en leucina (SLRP) de clase I,
contribuyen al ensamblaje y organizacion de la matriz extracelular (MEC), los
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motivos ricos en leucina de lumican (LRR) participan en el proceso de ensamblaje
del colageno, en el control de la migracion celular, regula la progresion de las células
tumorales, el crecimiento celular, la apoptosis, invasion, inmunorespuesta y la
angiogénesis (Stasiak et al., 2016). En cancer de mama y pancreatico se ha
observado que lumican se integra a las fibras de coldgeno del tipo | y Il
disminuyendo su degradacion y en consecuencia altera la estructura del estroma
promoviendo un tejido mas fibroso y resistente a la quimioterapia (Nikitovic et al.,
2013).

Actina alfa del musculo liso (a-SMA) es una proteina con un peso molecular de 42
kDa del citoesqueleto y contribuyen a la transicion epitelio mesénquima (TEM) en la
embriogénesis y a la cicatrizacion de heridas en las células epiteliales normales
(Scanlon et al., 2013). En cancer cervical, el tejido tumoral esta rodeado por estroma
reactivo, compuesto en su mayoria por fibroblastos asociados a cancer (FAC) los
cuales expresan a-SMA en el citoesqueleto, adquiriendo mayor motilidad para

migrar e invadir otros nichos celulares (Fullar et al., 2015).

En CCE existen cambios en la expresion de genes que alteran el estroma,
promoviendo la angiogénesis y la invasion epitelial, ademas, diversos estudios
sefialan que la infeccion por VPH-AR induce la secrecién de factores de crecimiento,
citocinas y componentes de la MEC que favorecen la persistencia viral (Spurgeony
Lambert, 2017; Pietras et al., 2008). Debido a la necesidad de contar con diversos
biomarcadores que orienten al diagnostico oportuno de las LEI, evaluamos la
expresion de lumican, a-SMA, CD1 y E6 en biopsias cervicales con diagndstico
histologico de LEIBG, LEIAG y CCE en presencia de los VPH-AR y la integracién

del genoma viral.
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V. MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Se analizaron 75 biopsias cervicales de mujeres residentes del estado de Guerrero,
el cual se ubica en el suroeste de México. Las biopsias de LEI fueron de mujeres
qgue acudieron al servicio de colposcopia en la clinica de displasia del Hospital
General Dr. Raymundo Abarca Alarcon de la ciudad de Chilpancingo, Guerrero,
mientras que las muestras de CCE fueron de mujeres que asistieron al Instituto
Estatal de Cancerologia Dr. Arturo Beltran Ortega, de la ciudad de Acapulco
Guerrero. La biopsia dirigida por colposcopia fue obtenida de la zona acetoblanca
del sitio de la lesion. El diagnéstico clinico y la clasificacion histopatoldgica se realizo
bajo los criterios de la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO)
(Wiebea et al., 2012)

Las biopsias se preservaron en formol neutro amortiguado en buffer de fosfatos al
10% y se procesaron con la técnica de inclusiéon en parafina, realizando cortes de 3
M, los cuales se desparafinaron en una estufa a 60 °C durante 10 min y se
preservaron en xilol por 15 dias. Posteriormente se realizé la tincidbn de Hematoxilina
y Eosina H-E con el fin de ubicar la lesion y corroborar el diagndstico histoldgico,
utilizando la clasificacion NIC modificada y su equivalencia citol6gica de Bethesda
(Sellors y Sankaranarayanan, 2003). Se analizaron 3 grupos de mujeres: 25 con
LEIBG (NIC I), 25 con LEIAG (NIC 1I/1ll) y 25 biopsias de CCE. Bajo la firma de un
consentimiento informado, cada una de las pacientes respondié una encuesta para
obtener informacién clinica. El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de

Etica de la Universidad Autdbnoma de Guerrero
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Tipificacién viral

La genotipificacion viral se realizé6 con el kit INNO-LIPA® Genotyping Extra
(Innogenetics NV, Ghent, Bélgica) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
La region L1 del VPH fue amplificada por PCR con los primers-SPF10, los
amplicones biotinados se desnaturalizaron e hibridaron con oligonucleétidos
especificos anclados a una membrana, se afiadid estreptavidina conjugada con

fosfatasa alcalina seguido del cromégeno BCIP / NBT para revelar la reaccion.

Inmunohistoquimica

La evaluacion de la expresién de las proteinas lumican, a-SMA, ciclina D1, E6 y Ki-
67 fue determinada por el método de inmunohistoquimica estreptavidina-biotina-
peroxidasa, utilizando el sistema de deteccion the Cytoscan HRP/DAB Cell (Cell
Marque Corporation, Hot Springs, AR, USA). Los anticuerpos monoclonales que se
utilizaron fueron Lumican (clona EPR8898; 1:50), Abcam, Cambridge, MA, USA), o-
SMA (clona 1A4; 1:100, alfa actina del musculo liso, Abcam, Cambridge, MA, USA),
ciclina D1 (clona SP4; 1:10, Dako, Carpinteria, CA, USA), E6 (clona C1P5; 1:100,
Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) y Ki-67 (SP6; 1:70, Cell Marque
Corporation CA, USA). Los tejidos se sometieron a recuperacién antigénica
utilizando un buffer citrato pH 6.0 (Newcastle Upon Tyne, UK) a 120°C durante 10
min en una olla pascal (Dako, Carpinteria, CA, USA). La actividad de la peroxidasa
enddgena se inactivo utilizando perdxido de hidrogeno al 3% por 1 h, posteriormente
los tejidos se incubaron con su respectivo anticuerpo durante 2 h, y luego se afiadié
el anticuerpo secundario acoplado con biotina seguido de la incubacion con
estreptavidina peroxidasa. La reaccion se revelo utilizando el cromégeno DAB y se

contra-tino con hematoxilina de Harris.
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Evaluacion de la inmunohistoquimica

El inmunomarcaje de las proteinas lumican, a-SMA, CD1, E6 y Ki-67 se evaluo
utilizando los criterios establecidos por Herfs et al., en el 2013 basado en un sistema
semicuantitativo que analiza la intensidad y distribucion de la tincion. El puntaje para
lumican y a-SMA incluyé la evaluacion de una tincidbn marrén en el nucleo y
citoplasma de las células del epitelio plano, células cilindricas y del estroma, se
calificd como 0 (negativo), 1 (células dispersas positivas), 2 (tinciébn continua en mas
de un tercio, pero no mas de dos tercios del espesor epitelial) y 3 (tincion fuerte y
difusa, uniforme desde la capa basal a la superficie epitelial). La puntuacién para
CD1, E6 y Ki-67 se baso en la tincion nuclear utilizando el criterio anteriormente
sefialado. Se evalud la expresion de Ki-67 con la finalidad de definir el grado de
lesion histologica en las biopsias, utilizandolo como control de proliferacion celular

y se comparo con la expresion de lumican, a-SMA, D1y EG6.

Analisis densitométrico

Se capturaron 5 imagenes de cada una de las inmunohistoquimicas mediante un
microscopio 6ptico (Leica DM1000 LED) acoplado a una camara digital (Leica EC3).
Las imagenes se analizaron en el Software Image-Pro Plus 6.0® (IPP6) (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD. USA). Los resultados se expresaron como el
promedio de la densidad Optica relativa multiplicado por 1.00 £ EE. (medida en

unidades arbitrarias de intensidad neta).
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Hibridacion in situ:

La deteccion del DNA viral se realizo por hibridacion in situ (HIS), con el sistema de
amplificacion de sefial de tiramida de GenPoint Dako Cytomation, segun el
procedimiento de DAKO (Carpinteria, CA, USA). Las muestras histologicas se
sometieron a permeabilizacién durante 10 min a 120 °C (inmuno DNA recuperacion
con Declere Bio SB Inc., Santa Barbara, CA, USA), posteriormente se realizd
digestion enzimatica con proteinasa K (dilucion 1:1000) por 1 min y se aplicé una
gota de reactivo de ensayo (DNA viral biotinilado) con sondas dirigidas para 13
genotipos de VPH-AR (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68).
Posteriormente, se desnaturalizd durante 5 min a 95°C, se sometio a hibridacion
durante 20 h a 37°C (Hibridizer Dako, Carpinteria, CA, USA) y se incubd en solucion
astringente durante 20 min a 55 °C. Para después incubar con estreptavidina
primaria, seguido de biotinil-tiramida y por ultimo estreptavidina secundaria durante
40 min cada reactivo. Se afadié DAB (1:50) por un min y finalmente se tiid con
hematoxilina de Harris por 5 seg. La reaccion positiva se observé con un color
marrén en el interior del nicleo, con un patrén difuso el estado episomal, punteado

para el estado integrado o difuso y punteado para el estado mixto.

Analisis estadistico

La informacion obtenida del estudio histoldgico, tipificacion del virus y datos de las
encuestas de las pacientes fueron capturados en el programa STATA v 13. La
relacion entre las proteinas y el estado fisico del VPH-AR se evalu6 mediante la
prueba de t-student. Las frecuencias relativas para las diferentes variables se
analizaron mediante ANOVA y Chi2 para evaluar la correlaciéon. Para determinar la
relacion entre la expresion de lumican, a-SMA, CD1 y E6 con el grado de la lesion,
se evaluaron modelos de regresion lineal, obteniendo los coeficientes 8 e intervalos
de confianza del 95%. Se considerd un valor significativo de p < 0.05. Finalmente,
para evaluar la asociacién de la expresion de E6 con lumican, a-SMA, y CD1 se

realizé la prueba de correlacion de Pearson.
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V. RESULTADOS

En latabla 1 se muestran las variables de riesgo asociadas a la infeccién por el VPH
en el desarrollo de una LEIl y CCE. El rango de edad de las mujeres estudiadas fue
de 20 a 86 afos, identificando diferencias significativas entre la edad y el grado de
lesion o cancer (p= 0.006). Por otra parte, factores de riesgo asociados al cancer
cervical como la edad de inicio de vida sexual activa, la edad de la menarca, el
namero de comparieros sexuales o nimero de partos no fueron significativamente

diferentes entre los grupos (p > 0.05).

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacién en relacion con el diagnostico histolégico

Variable de LEIBG (NIC 1) LEIAG (NIC 1l/1l) CCE +VPH-AR Total
riesgo +VPH-AR +VPH-AR n=25 p
n=25 n=25 n=75
*Edad
20-30 11 (44) 5 (20) 0 (0) 16 (21.33)
31-40 5 (20) 10 (40) 6 (24) 21 (28.00) 0.006
41-50 5 (20) 5 (20) 10 (40) 20 (26.67)
>50 4 (16) 5 (20) 9 (36) 18 (24.00)
*VSA
12-16 12 (48) 14 (56) 13 (54.17) 39 (52.70)
17-21 13 (52) 10 (40) 7 (29.17) 30 (40.54) 0.277
22-26 0 (0) 1) 3 (12.50) 4 (5.41)
27-30 0 (0) 0(0) 1(4.17) 1(1.35)
*Menarca
10-12 9 (37.50) 11 (44) 8 (32) 28 (37.84)
13-14 13 (54.17) 9 (36) 9 (36) 31 (41.89) 0.273
15-16 2 (8.33) 5 (20) 8 (32) 15 (20.27)
*No. de
compafieros
sexuales
1 13 (52) 11 (44) 10 (50) 34 (48.57) 0.842
22 12 (48) 14 (56) 10 (50) 36 (51.43)
*Numero de
partos
0 4 (16) 5 (20) 1(4) 10 (13.33)
>1 21 (84) 20 (80) 24 (96) 65 (86.67) 0.223

*Datos mostrados en n (%) frecuencias de las variables p<0.05 (Chi2). IVSA: inicio de vida sexual activa. LEIBG
lesion escamosa intraepitelial de bajo grado; LEIAG lesion escamosa intraepitelial de alto grado; NIC: Neoplasia
intraepitelial cervical CCE carcinoma de células escamosas. VPH-AR virus de papiloma humano de alto riesgo;
IM infeccion mdltiple.

17



Frecuencia de los genotipos de VPH y el estado fisico del DNA viral.

En este estudio se identificd que la infeccion maltiple (IM) por el VPH (42.7%) fue la
mas frecuente en los diferentes grupos de estudio, seguido por la infeccion con VPH
16 (24%) y VPH 18 (13.3%). De las muestras con IM, los genotipos mas frecuentes
fueron el 31, 33, 45, 51, 52, 56 y 58, también se identificaron virus de bajo riesgo
(6,11) y de probable alto riesgo (26, 53, 66, 68, 73) en coinfeccion con los de alto
riesgo. En las LEI la IM fue la de mayor frecuencia (56%), mientras que en los casos
de CCE, el VPH 16 fue el mas frecuente con el 44% (Tabla 2). Por otro lado, se
realizd el analisis del estado fisico del genoma viral, el estado integrado en
combinacion con el estado episomal (patrén mixto) fue el mas frecuente en las
LEIBG (76%), mientras que el estado integrado fue el mas frecuente en las LEIAG
(52%) y CCE (72%) (Tabla 2 Figura 1).

Tabla 2. Frecuencia de los VPH-AR en la poblacion de estudio y evaluacion del
estado fisico

VPH-AR LEIBG (NIC 1)  LEIAG (NIC lI/lT) CCE Total p
n=25 n=25 n=25 n=75
16 2 (8) 5 (20) 11 (44) 18 (24)
18 1(4) 3(12) 6 (24) 10 (13.3)
16+18 0 (0) 1(4) 2(12) 3(12)
31 1(4) 1(4) 0 (0) 2(2.7)
39 1(4) 0 (0) 1(4) 2(2.7)
45 0 (0) 0 (0) 1(4) 1(1.3)
51 2 (8) 1(4) 0 (0) 3(12) 0.025
53 1(4) 0 (0) 0 (0) 1(1.3)
58 1(4) 0 (0) 0 (0) 1(1.3)
66 1(4) 0 (0) 0 (0) 1(1.3)
68 1(4) 0 (0) 0 (0) 1(1.3)
*IM POR VPH 14 (56) 14 (56) 4 (16) 32 (42.7)
(AR-BR)
Estado Fisico
del VPH
Mixto 19 (76) 12 (48) 7 (28) 38 (50.67) 0.003
Integrado 6 (24) 13 (52) 18 (72) 37 (49.33)

Datos mostrados en n (%). El valor de p <0.05 se calcul6 utilizando la prueba exacta de fisher. LEIBG: lesion
escamosa intraepitelial de bajo grado; LEIAG: lesién escamosa intraepitelial de alto grado; NIC: Neoplasia
intraepitelial cervical. CCE: carcinoma de células escamosas. VPH-AR: virus de papiloma humano de alto
riesgo. IM infeccién multiple.
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Figura 1. Estado fisico del genoma de los VPH-AR. Imagen representativa de la forma integrada en una LEIBG,
LEIAG y CCE. Sefal puntiforme correspondiente al estado integrado del genoma viral. Técnica de hibridacion in situ
con amplificacion con tiramida. 40X. LEIBG: lesion escamosa intraepitelial de bajo grado. LEIAG: lesion escamosa
intraepitelial de alto grado. CCE: carcinoma de células escamosas. NIC: neoplasia intraepitelial cervical

La expresion de Ki-67, CD1, lumican, a-SMA y E6 y las lesiones escamosas

intraepiteliales y carcinoma de células escamosas.

Para corroborar el diagndstico de LEI o CCE en los tejidos obtenidos por biopsia,
se realizé la tincién de H-E (Figura 2 A1, A2, A3) y el andlisis de la expresion de Ki-
67 como un marcador de proliferacion celular conocido en la deteccion de lesiones
cervicales, el cual se realizd con base en la distribucion del inmunomarcaje en el
estrato epitelial de las LEI (primer tercio profundo, dos tercios profundos o en todo
el espesor del epitelio). La expresidon de Ki-67 en CCE se evaluo en las células con

nacleos pleomorficos y anisocariosis.

Los resultados del inmunomarcaje de Ki-67 muestran que el 72% de los casos de
LEIBG (NIC 1), expresaron a la proteina en el primer tercio profundo de las células
del epitelio (Tabla 3 y Figura 2-B1), mientras que en las LEIAG (NICII/) se identifico
una tincion en todo el espesor del epitelio con un 64% (Tabla 3 y Figura 2-B2) y en
CCE en el 100% se expres6 en los nucleos pleomarficos con anisocariosis en nidos
tumorales que se encontraron en el estroma cervical (Tabla 3 y Figura 2-B3). En
cuanto a los resultados de la evaluacion de la expresion de CD1, se encontré que

en los casos de LEIBG (NIC I) la expresion de esta proteina fue detectada en un
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68% en el primer tercio profundo del epitelio, a nivel nuclear en un 96% (Tabla 3y
Figura 2-C1), comparadas las LEIAG (NIC II/lll) en donde el 40% de estos casos,
CDL1 se expreso en los dos tercios profundos del epitelio y el 32% en todo el espesor
del epitelio, presentando una localizacion nuclear del 92% de los casos de LEIAG
(Tabla 3 y Figura 2-C2). El grupo de CCE mostré un inmunomarcaje del 100% en

las células malignas y nidos tumorales (Tabla 3 y Figura 2-C3).

Lumican se expresé en un 44% en el primer tercio profundo del epitelio en las LEIBG
(NIC 1), present6 una localizacion a nivel de nucleo/citoplasma de un 44% (Tabla 3
y Figura 2-D1), mientras que en las LEIAG (NICII/II) se expresd en un 72% en todo
el espesor del epitelio (Tabla 3 y Figura 2-D2). En CCE se expreso6 en el 100% de
las células malignas y de manera muy interesante, el 76% se localiz6 solo a nivel

de citoplasma (Tabla 3 y Figura 2-D3).

La expresion positiva de a-SMA se detectd en un 52% en todo el espesor del epitelio
de las LEIBG (NIC 1), con mayor frecuencia en nucleo y citoplasma con el 52%
(Tabla 3y Figura 2-E1). En el grupo de las LEIAG (NIC II/1ll) se expresé en un 80%
en todo el espesor del epitelio a nivel de nucleo y citoplasma (Tabla 3 y Figura 2-
E2). El 100% de las muestras de CCE fue positivo para a-SMA expresandose en
los fibroblastos estromales, células malignas y nidos tumorales, en un 80% a nivel

de nucleo y citoplasma (Tabla 3 y Figura 2-E3).

En cuanto a E6 de los VPH-AR, los resultados muestran que la oncoproteina se
expres6é mayormente en los dos tercios del epitelio (48%) en las LEIBG (NIC I)
(Tabla 3 y Figura 2-F1) y en un 84% en todo el espesor del epitelio en las LEIAG
(NIC 1I/lIl) (Tabla 3 y Figura 2-F2), de acuerdo con la localizacién celular, ambos
grupos expresaron a E6 tanto en nlcleo como en citoplasma con una frecuencia del
72% y 64% respectivamente. En CCE EG6 se sobreexpreso en el 100% de las células
con anisocariosis y pleomorfismo nuclear presentes en nidos tumorales en el
estroma, de igual manera se localiz6 a nivel de nucleo y citoplasma con una
frecuencia de 88% (Tabla 3 y Figura 2-F3).
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TABLA 3. EVALUACION DE LA INMUNOHISTOQUIMICA PARA Ki-67, CD1, LUMICAN, a-SMA Y E6 EN LEI Y

CCE
MARCADOR/TINCION LEIBG (NIC 1) LEIAG (NIC 1I/111) CCE p
n=25 n=25 n=25
Ki-67
DISTRIBUCION
1/3 DEL EPITELIO 18(72) 3(12) 0
2/3 DEL EPITELIO 6(24) 6(24) 0
TODO EL ESPESOR DEL EPITELIO 1(4) 16(64) 0
NUCLEOS PLEOMORFICOS Y NIDOS 0 0 25(100) <0.001
TUMORALES EN EL ESTROMA
LOCALIZACION
NUCLEO 25(100) 25(100) 25(100)
CITOPLASMA 0 0 0
NUCLEO/CITOPLASMA 0 0 0
CcD1
DISTRIBUCION
1/3 DEL EPITELIO 17(68) 7(28) 0
2/3 DEL EPITELIO 7(28) 10(40) 0
TODO EL ESPESOR DEL EPITELIO 1(4) 8(32) 0
NUCLEOS PLEOMORFICOS Y NIDOS 0 0 25 (100) <0.001
TUMORALES EN EL ESTROMA
LOCALIZACION
NUCLEO 24(96) 23(92) 11(44)
CITOPLASMA 0 0 0
NUCLEO/CITOPLASMA 1(4) 2(8) 14(56)
LUMICAN
DISTRIBUCION
1/3 DEL EPITELIO 11(44) 0 0
2/3 DEL EPITELIO 6(24) 7(28) 0
TODO EL ESPESOR DEL EPITELIO 8(32) 18(72) 0
NUCLEOS PLEOMORFICOS Y NIDOS 0 0 25(100) <0.001
TUMORALES EN EL ESTROMA
LOCALIZACION
NUCLEO 8(32) 9(36) 0
CITOPLASMA 6(24) 9(36) 19(76)
NUCLEO/CITOPLASMA 11(44) 7(28) 6(24)
a-SMA
DISTRIBUCION
1/3 DEL EPITELIO 2(8) 0 0
2/3 DEL EPITELIO 10(40) 5(20) 0
TODO EL ESPESOR DEL EPITELIO 13(52) 20(80) 0
NUCLEOS PLEOMORFICOS Y NIDOS 0 0 25(100) <0.001
TUMORALES EN EL ESTROMA
LOCALIZACION
NUCLEO 12(48) 11(44) 1(4)
CITOPLASMA 0 1(4) 2(8)
NUCLEO/CITOPLASMA 13(52) 13(52) 22(88)
E6
DISTRIBUCION
1/3 DEL EPITELIO 5(20) 0 0
2/3 DEL EPITELIO 12(48) 4(16) 0
TODO EL ESPESOR DEL EPITELIO 8(32) 21(84) 0
NUCLEOS PLEOMORFICOS Y NIDOS 0 0 25(100) <0.001
TUMORALES EN EL ESTROMA
LOCALIZACION
NUCLEO 7(28) 7(28) 3(12)
CITOPLASMA 0 2(8) 0
NUCLEO/CITOPLASMA 18(72) 16(64) 22(88)

LEIBG: lesion escamosa intraepitelial de bajo grado. LEIAG: lesién escamosa intraepitelial de alto grado. CCE:
carcinoma de células escamosas. NIC: neoplasia intraepitelial cervical. Datos mostrados en n (%) *p<0.05 calculado
por X2. La interpretacion de la inmunohistoquimica se realizé utilizando los criterios de evaluacion de Herfs et al 2013
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Figura 2. Expresion de Ki-67, CD1, lumican, a-SMA y E6 en biopsias cervicales de casos de LEl y CCE. (A1,
A2, A3) Tincién de H-E de una LEIBG, LEIAG y CCE. (B1, B2, B3) Tincién marrén a nivel nuclear de Ki-67 en LEl Y
CCE. (C1, C2, C3) Inmunohistoquimica positiva para CD1 en LElI y CCE. (D1, D2, D3) Inmunohistoquimica positiva
para lumican en LEl y CCE. (E1, E2, E3) Inmunohistoquimica positiva para a-SMA en LEl y CCE. (F1, F2, F3)
Inmunohistoquimica positiva para E6 en LEl y CCE. Técnica: Estreptavidina-Biotina peroxidasa. 40X
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Expresion aberrante de CD1, lumican, a-SMA, y E6 en el epitelio cilindrico y en la
ZT

Por otro lado, en relacién con el epitelio cilindrico de la parte glandular del
endocérvix presente en las biopsias estudiadas, los resultados se muestran en la
tabla 4, encontrando que de las 25 muestras de LEIBG, el 52% fue positiva en las
células cilindricas para CD1 a nivel nuclear, mientras que en el grupo de las LEIAG
el 60% de las células cilindricas fueron positivas para este marcador (Figura 3-B).
De lumican sélo el 28% de las células cilindricas fue positiva a nivel de ndcleo en
las LEIBG, mientras que en las LEIAG solo el 20% fueron positivas a nivel de nucleo
y citoplasma (Figura 3-C). La evaluacion de a-SMA mostro que el 48% de las células
cilindricas fueron positivas a nivel de nucleo en las LEIBG y un 52 % en las LEIAG
en el nucleo de las células cilindrica (Figura 3-D). En las LEIBG se observl una
expresion positiva de E6 en las células cilindricas, identificando que el 56% present6
tincion positiva a nivel de nacleo, mientras que en las mujeres con diagnéstico de
LEIAG, fue positivo en un 60% a E6 (Figura 3-E).

También es relevante mencionar que 4 de 25 muestras de casos con LEIAG (NIC
[I/1ll), presentaron la zona de transformacién cervical completa y la expresion de
lumican, a-SMA 'y E6 (Figura 3 H, I, J) en estos casos fue en las células de la unién
escamocilindrica de esta zona, mientras que la expresion de la CD1 fue positiva en
solo tres muestras (Figura 3-G).
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TABLA 4. EVALUACION DE LA EXPRESION DE CD1, LUMICAN, a-SMA Y E6 EN EL
EPITELIO CILINDRICO DE LAS LEI

MARCADOR/LOCALIZACION LEIBG (NIC ) LEIAG (NIC 11/111) *p
n=25 n=25
CcD1
NUCLEO 13 (52) 15 (60)
CITOPLASMA 0 0 0.569
NUCLEO/CITOPLASMA 0 0
NEGATIVO 12 (48) 10 (40)
LUMICAN
NUCLEO 7 (28) 5 (20)
CITOPLASMA 3(12) 1(4) 0.448
NUCLEO/CITOPLASMA 2(8) 5 (20)
NEGATIVO 13 (52) 14 (56)
a-SMA
NUCLEO 12 (48) 13 (52)
CITOPLASMA 0 0 0.741
NUCLEO/CITOPLASMA 5 (20) 3(12)
NEGATIVO 8 (32) 9 (36)
E6
NUCLEO 14 (56) 15 (60)
CITOPLASMA 0 0 0.954
NUCLEO/CITOPLASMA 2(8) 2 (8)
NEGATIVO 9 (36) 8(32)

LEIBG: lesion escamosa intraepitelial de bajo grado. LEIAG: lesion escamosa intraepitelial de alto grado.
NIC: neoplasia intraepitelial cervical. Datos mostrados en n (%) *p<0.05 calculado por X2.
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Figura 3. Tincion de inmunohistoquimica para CD1, lumican, a-SMA y E6 en células cilindricas y la ZT. A) Tincién de
H-E de las células cilindricas. B) Expresion nuclear de CD1 en epitelio cilindrico. C) Expresion de lumican en algunos nucleos
de las células cilindricas. D) Expresion nuclear de a-SMA en el epitelio cilindrico. E) Expresion nuclear de E6 en el epitelio
cilindrico. F) H-E de la zona de transformacion. G) Nucleos positivos para CD1 en las células de la ZT. H) Tincién positiva de
lumican a nivel de citoplasma y algunos nucleos de las células de la ZT. I) Tincién positiva de a-SMA en las células de la ZT.
J) Tincién positiva a E6 en las células de la ZT. Técnica: Estreptavidina-Biotina peroxidasa. 40X
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El incremento de la expresiéon de CD1, lumican, a-SMA y E6 se asocia con el grado

de lesién histologico

Identificamos un incremento significativo (p < 0.001) en la expresion de CD1,
lumican y E6 en CCE en comparacion con las LEIBG o LEIAG, mientras que no
hubo diferencias significativas en la expresion de estos marcadores entre las LEIBG
con las LEIAG (Figura 4 A, B, D). por otra parte, la expresion de a-SMA fue
significativamente mayor en las LEIAG (p= 0.021) y en CCE (p < 0.001) en
comparacioén con las LEIBG (Figura 4 C).
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Figura 4. Incremento de la densidad media de CD1, lumican, a-SMA y E6 de acuerdo con el grado de lesion
histolégico en presencia del VPH-AR. A) Evaluacién de la intensidad de tincion para CD1 en las LElI y CCE,
mostrando una diferencia estadistica significativa de acuerdo con el valor p. B) Densidad media de la expresion de
lumican incrementé de acuerdo con el grado de lesion C) Densidad media de la expresion para a-SMA, incrementé
de la expresién de acuerdo con el grado de lesion. D) Densidad media de la expresion para E6 observando un
incremento de acuerdo al grado de lesién histoldgico. Media de la densidad obtenida a través del programa Image
ProPlus 6 (IPP6.0®). p<0.05 (ANOVA-Bonferroni).
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De manera muy interesante, en el 100% de los casos de las LElI y CCE se observo
una tincidén positiva para lumican, a-SMA y E6 en el estroma, procediendo a
cuantificar la expresion de estas proteinas con el fin de identificar posibles
diferencias entre la expresion de estos marcadores con el tipo de lesion e infeccion
por los VPH-AR. Los resultados indican un incremento en la expresion de lumican,
a-SMA y E6 en CCE en comparacién con las LEIBG y LEIAG (p<0.001), sin
embargo, no se identificaron diferencias significativas entre los grupos de LEI
(Figura 5 A-B). Lumican se expresO en nucleo y citoplasma en los fibroblastos
estromales, a-SMA se expres6 en las células endoteliales, fibroblastos y
miofibroblastos en los tejidos tumorales. E6 mostrd una tincidn positiva en el nicleo

de los fibroblastos estromales.
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Figura 5. Tincion y evaluacion de lumican, a-SMA y E6 por inmunohistoquimica del estromaen las LEl y CCE.
A) Imagen representativa de H-E e IHQ para lumican, a-SMA y E6 en los grupos de estudio. B) Evaluacion de la
densidad media para lumican, a-SMA y E6, mostrando una diferencia estadistica significativa de la intensidad de
tincién entre las LEI con respeto al cancer (p< 0.001). Media de la densidad obtenida mediante Image ProPlus 6
(IPP6.0®). p<0.05 (ANOVA-Bonferroni). Técnica: Estreptavidina-Biotina peroxidasa. 40X
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Sobreexpresion de CD1, lumican, a-SMA y E6 asociada al grado de lesién

histologico

En el analisis de los modelos de regresion lineal ajustados por edad, se identifico
incremento en el promedio significativo de la expresion de CD1 (4.7) en las LEIAG
y en CCE (27.7) en comparacion con las LEIBG. Mientras que para lumican se
encontré6 mayor expresion en las LEIAG (3.2) y en CCE (16.8), ambos grupos
comparados con las LEIBG. Las mujeres con LEIAG y CCE incremento
significativamente en promedio 12.1 y 27.5 unidades la densidad promedio de la
expresion para a-SMA en comparacion con las pacientes con LEIBG. Por otra parte,
la oncoproteina E6 se encontré con mayor expresion en las LEIAG y CCE con un
incremento de 4.5 y 33.1 unidades de densidad media, en comparacion con las
LEIBG (Tabla 5).

Adicionalmente, se evalu6 el cambio promedio de la expresién de lumican, a-SMA
y E6 en el estroma con el grado de lesion. La expresion de lumican disminuyé en
promedio 6.9 unidades de densidad en las pacientes con diagnéstico de LEIAG
respecto a las que presentaron LEIBG, contario a esto, las pacientes con CCE
presentaron un aumento de 15.4 unidades en comparacion con las LEIBG. Por otro
lado, la expresion de a-SMA disminuy6 en promedio en 0.1 unidades en las LEIAG
e increment6 en 19.2 en CCE. Mientras que la expresion de E6 increment6
significativamente en 2.7 y 25.5 unidades en las LEIAG y CCE, respectivamente
(Tabla 5).
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TABLA 5. CAMBIO PROMEDIO DE LA EXPRESION DE CD1, LUMICAN, a-SMA Y E6 DE
ACUERDO CON EL GRADO DE LESION HISTOLOGICO.

EVALUACION DEL EPITELIO PLANO

MARCADOR LEIAG (NIC 11/111) p CCE P

B (IC 95%) B (IC 95%)
cD1 4.7 (-5.8, 15.2) 0.375 27.7 (15.9, 39.4) <0.001
LUMICAN 3.2 (-5.5, 11.9) 0.462 16.8 (6.9, 26.6) 0.001
a-SMA 12.1 (2.9, 21.3) 0.011* 27.5(17.2, 37.8) <0.001
E6 4.5 (-4.9, 14.1) 0.345 33.1(22.5, 43.8) <0.001

EVALUACION DEL ESTROMA

MARCADOR LEIAG (NIC 11/11) p CCE p

B (IC 95%) B (IC 95%)
LUMICAN -6.9 (-14.2, 0.2) 0.056 15.4 (7.3, 23.4) <0.001
a-SMA -0.1(-8.4, 8.2) 0.979 19.2 (9.8, 28.4) <0.001
E6 2.7 (-5.1,10.3) 0.482 25.5 (16.6, 34.3) <0.001

LEIBG: LEI de bajo grado. LEIAG: LEI de alto grado. CCE: carcinoma de células escamosas. NIC:
neoplasia intraepitelial cervical. B: Coeficiente de regresion por modelo de regresion lineal ajustado por
edad. El valor de p fue significativo al comparar los grupos de LEIAG y CCE con respecto a LEIBG.
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Asociacion de la expresion de CD1, lumican, a-SMA y E6 con el estado fisico del

genoma del virus en la carcinogénesis cervical

La integracion del genoma de los VPH-AR modifican la expresion de las proteinas

de la célula huésped, por esta razon se evalud el estado fisico del genoma viral por

hibridacidon in situ en las biopsias cervicales, sin embargo, no se observd una

diferencia significativa entre la expresion de CD1, lumican, a-SMA y E6 con el

estado fisico del genoma viral en los tres grupos de estudio (Tabla 6).

TABLA 6. ASOSIACI()N ENTRE LA EXPRESION DE CD1, LUMICAN, a-SMA, E6 CON EL
DIAGNOSTICO HISTOLOGICO Y EL ESTADO FISICO DEL VPH-AR

DIAGNOSTICO CD1 LUMICAN a-SMA E6
HISTOLOGICO
LEIBG
MIXTO 106.1 (+2.4) 115.4 (+3.5) 96.8 (+3.9) 103.5 (+4.0)
INTEGRADO 107.9 (+4.6) 113.3 (£6.0) 97.7 (+5.6) 102.5 (+2.9)
*n 0.71 0.76 0.92 0.90
LEIAG
MIXTO 109.2 (+3.5) 119.4 (£3.9) 112.4 (£3.7) 105.7 (£2.3)
INTEGRADO 112.9 (+4.2) 118.4 (+4.3) 107.63 (£3.0) 108.9 (+3.9)
*n 0.50 0.86 0.33 0.51
CCE
MIXTO 134.2 (+6.9) 134.4 (+5.5) 139.2 (+5.7) 133.4 (+7.2)
INTEGRADO 133.6 (+7.1) 135.7 (+4.4) 124.7 (+4.9) 134.4 (+5.5)
*n 0.96 0.87 0.11 0.91

LEIBG: lesién escamosa intraepitelial de bajo grado. LEIAG: lesidon escamosa intraepitelial de alto grado.
CCE: cancer de células escamosas. El valor de p fue calculado con la prueba de t-student p<0.05 (t-

test).
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Asociacion de E6 de los VPH-AR con la expresion de lumican, a-SMA 'y CDL1.

Para evaluar la asociacion de la expresion de la oncoproteina E6 de los VPH-AR
con lumican, a-SMA y CD1, se realiz6 la prueba de correlacion de Pearson,
encontrandose una correlacion positiva entre la expresion de E6 y lumican (r=0.56,
p< 0.001), a-SMA (r=0.65 y p< 0.001), CD1 (r= 0.78 y p< 0.001), lo que establece
un aumento directamente proporcional entre la expresion de E6 y la expresion de

las proteinas, con una correlacién mayor entre la expresion de E6 y CD1 (Figura 6).
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Figura 6. Correlacion entre la expresion de la oncoproteina E6 de los VPH-AR y la expresion de lumican, a-SMA,
CD1 en LEI'y CCE. A) Correlacion de E6 y lumican. B) Correlacion de E6 y a-SMA C) Correlacion de E6 y CD1. Los
valores de r y p se calcularon con la prueba de correlacion de Pearson. Cada punto indica una paciente y la pendiente
establece la correlacion de Pearson. U.A: Unidades arbitrarias de intensidad neta.
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VI. DISCUSION

Las pruebas cito-histolégicas muestran baja especificidad en la deteccion oportuna
del riesgo a desarrollar una lesion premaligna debido a la interpretacion variada
entre observadores. El diagnostico histolégico se basa en la observacion de los
cambios y alteraciones morfologicos en la célula, sin embargo, hay alteraciones
moleculares que esta técnica no puede evidenciar, por lo que la evaluacién in situ
de proteinas asociadas a proliferacion y TEM, ademas de la correlacién de éstos
cambios en su expresion con diferentes alteraciones en el fenotipo de la célula
podrian tener utilidad clinica para la validacion del diagndstico clinico o el prondstico
de lesiones precursoras que podrian progresar a un carcinoma cervical (Walts y
Bose, 2009; Tornesello et al., 2013).Tomando como referencia el incremento de
lumican y a-SMA reportado por Serafin-Higuera et al., 2016 mediante protedémica
en estadios tempranos IB1,IB2 y IIB de 6 muestras del carcinoma de células
escamosas con infeccion por VPH-16 en mujeres guerrerenses, en este trabajo se
evaluéd la expresion de estas proteinas en biopsias cervicales de LEIBG, LEIAG y
CCE ademas de la expresion de CD1, Ki-67 y su asociacion con la expresion de la

oncoproteina E6 de los VPH-AR y el estado fisico viral.

Nuestros resultados muestran que el 24% de LEIBG y el 28% de estos casos
presentaron la expresion de Ki-67 y CD1 respectivamente en los dos tercios
profundos del epitelio de LEIBG , lo que nos podria sugerir que estas lesiones que
histol6gicamente se encuentran confinadas en el estrato profundo del epitelio y la
presencia de coilocitos en la capa superficial, ademas dado que la expresion de
estas proteinas esta detonando alteracién en la proliferacién celular desde el primer
tercio profundo al estrato intermedio del epitelio plano escamoso, podria sugerirse
la reevaluacién del caso clinico, por lo que este grupo de mujeres potencialmente
se encuentra en un grupo de riesgo de que estas LEIBG puedan progresar a una
lesion mayor, por lo que se requiere realizar un estudio de seguimiento de estas
mujeres para comprobar ésta hipétesis de que Ki-67 es un marcador que indica la

fraccion de crecimiento de un tumor (Aslani et al., 2013).
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En cuanto a CD1, se ha asociado a la progresion de las neoplasias cervicales
(Conesa-Zamora et al., 2009). Es importante sefialar que esta proteina se sintetiza
en el citoplasma como una respuesta tardia a muchas sefiales mitogénicas y se
ensambla con su cinasa dependiente de ciclina CDK4-CDK®6, después de la
activacion del complejo CD-CDK4 por fosforilacién, ingresa al nucleo, donde se
acumula, conduciendo a la célula de la fase G1 a la fase S (Fleischmann et al.,
2011).

Los resultados de la evaluacion de CD1 en las LEIAG muestran que el 32% de los
casos se expreso CD1 en todo el espesor del epitelio, mientras que Ki-67 se expreso
en un 64% en todo el espesor del epitelio por lo que las ciclinas de tipo D pueden
no ser necesarias para la progresion de G1 en el epitelio cervical transformado por
el VPH, ya que la oncoproteina E7 se une e interfiere con la funcién de pRb, evitando
el requerimiento normal de ciclina D1-CDK en el inicio de la entrada del ciclo celular.
Como resultado, hay una pérdida del ciclo de retroalimentacién positiva y, por lo
tanto, una regulacion a la baja de CD1 a pesar del aumento concurrente en la
proliferacion celular (Portari et al.,, 2013). Los resultados que correlacionan la
expresion de E6 y CD1 (Figura 6, C) muestran un aumento directamente
proporcional, estos datos validan que el proceso de integracién del VPH induce la
expresion de E6 y E7, y estos niveles de expresién afectan positivamente a
proteinas asociadas con la proliferaciéon celular, entre las que se encuentran las

ciclinas.

Otra explicacion de la variabilidad en los diferentes niveles de expresion se deben
a que la CD1 se encuentra en el nucleo en la fase G1; a partir de entonces, CD1 se
fosforila por GSK-3[ y se trasloca al citoplasma en la fase S donde es reconocida
por diferentes ubiquitin ligasas de tipo E3 (Fbxo4, Fbxo31, Fbxw8, B-TrCP y APC/C),
después de la poliubiquitinacién, la CD1 se dirige al proteasoma para la
degradacion. El aumento en el grado de la lesion cervical se relaciona con el nimero
de células en la fase S cuando la CD1 se encuentra en el citoplasma (Qie y Diehl,
2016).
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La evaluacion de la inmunoexpresion de lumican y a-SMA en las LEI y el CCE
permitié observar el comportamiento de las proteinas en presencia de VPH-AR al
mismo tiempo se realiz6 la evaluacion de E6, analizando la expresion y su relacion
con la progresion de las lesiones. Lumican es una proteina estructural de la MEC y
debido a los procesos bioldgicos en los que participa, se le pueden atribuir funciones
importantes en la homeostasis del tejido, facilitando los procesos de proliferacion,
migracion, regulacion de la secrecién de citocinas y de factores de crecimiento
(Appunnia et al., 2019).

La inmunoexpresion de lumican en las lesiones premalignas se observo aumentada
en las LEIBG a nivel de nucleo, mientras que en las LEIAG aumenta la expresion a
nivel de citoplasma. En los diferentes estadios del CCE el 100% de los casos esta
expresando un patrén difuso localizado en la periferia de las células tumorales y en
las células que invadieron el estroma. No existen reportes en los que se evalué a
lumican como biomarcador en lesiones premalignas del cérvix uterino, sin embargo,
si hay reportes de la expresién en diferentes tipos de cancer. Naito et al., en el 2002
evaluaron la expresion de lumican en cancer cervical, observando una
inmunoreactividad positiva en 21 de 28 casos, y una expresion en el citoplasma de
las células cancerosas. Ishiwata et al., en el 2007 evaluaron la expresion de lumican
en 53 biopsias de cancer ductal pancreético, lumican se expreso en el citoplasma
de las células de cancer en 30 de 53 biopsias con cancer, también se localizé en
los tejidos del estroma adyacente a las células cancerosas, en 36 de los 53

pacientes.

Un estudio més reciente realizado por Chen et al., en el 2017, evaltuan la expresion
de lumican en biopsias de cancer gastrico, el cual se expresé en 66.4% de los casos
de céancer asociandose con metastasis a Organos, ganglios linfaticos y una
supervivencia baja. De acuerdo con nuestros hallazgos lumican podria ser un
biomarcador de progresion ya que se observo un aumento de la expresion de 3.2
enlas LEIAG y 16.8 en CCE respecto alas LEIBG. Por lo anterior descrito se sugiere
gue la desregulacién y la sobreexpresion de esta proteina puede estar asociada a

una progresion de un fenotipo maligno en la célula (Brézillon et al., 2013).
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Dependiendo del tejido y los contextos de sefalizacion, las células epiteliales
pueden perder algunas caracteristicas o mostrar propiedades epiteliales vy
mesenquimales; esto se considerar como una transicion epitelio-mesénquima
(EMT) parcial. De acuerdo con los resultados obtenidos a-SMA se esta expresando
en un 52% en todo el espesor del epitelio a nivel de nucleo y citoplasma en las
LEIBG, en las LEIAG en un 80% en las células displasicas. Un estudio realizado en
el 2009 por Li et al., donde evaluan la expresion de a-SMA en biopsias de cérvix
normal comparandolas con NIC 1, NIC 2/3 y CCE, reportaron que a medida que
aumentaba el grado de la lesidn histolégica aumentaba la expresion de a-SMA en
los miofibroblastos del estroma de manera que, todos los casos de CCE tenian

miofibroblastos estromales positivos a a-SMA.

Se sabe que los fibroblastos asociados a cancer (FAC) o miofibroblastos potencian
el desarrollo y la progresion de los canceres epiteliales. Los fibroblastos pueden
distinguirse en funcion de la etapa de desarrollo tumoral por diferencias en la
expresion de a-SMA, que se expresa mas en fibroblastos maduros que en células
de nueva transicion, de manera que en etapas tempranas del cancer podrian estar
expresando fibroblastos maduros (Scanlon et al., 2013). La expresion de a-SMA
esta controlada por factores de crecimiento y proteinas de la matriz extracelular, se
incorpora a las fibras de estrés de los fibroblastos, aumentando su capacidad
contractil (Hinz et al., 2012).

Nuestros resultados son interesantes ya que en a-SMA se expresé en células
epiteliales de LEI, lo cual nos podria indicar que la célula adquiri6 un fenotipo
mesenquimal, incluso en las células donde no hay cambios morfoldgicos aparentes
gue indiquen una alteracién hay expresion de este marcador, de manera que se
deberian evaluar otros marcadores de TEM que permitan confirmar nuestros
hallazgos. Fullar et al., en el 2015 evaluaron la expresion de a-SMA en 29 casos de
cancer con VPH 16 y 18 comparandolo con 27 biopsias de cérvix normal,
encontrando un aumento de la expresién de 5.2 veces en el estroma intersticial
determinado mediante densitometria, de manera que la expresion de a-SMA tiene

una funcion importante en la activacion de los FAC y en el cambio en la estructura
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de la MEC, en nuestros resultados también se observa un aumento de la expresion
a medida que progresa la lesién tanto en epitelio cervical y estroma por lo que
deducimos que la expresidon de a-SMA esta determinada por la expresion

constitutiva de las oncoproteinas E6/E7 de los VPH-AR.

Por otro lado, diversos estudios reportan el importante papel de E6 en la
carcinogénesis cervical, debido a la interaccion con diversas proteinas modificando
el microambiente celular induciendo desdiferenciacién celular y evitando que la
célula infectada con el virus sea degradada. De acuerdo con los resultados
obtenidos E6 se expreso en las LEIBG y en todo el estrato epitelial, lo que nos indica
gue esas células estan propensas a alteraciones en su funcion y que hay un riesgo
a que la lesion progrese. Un estudio del grupo de trabajo realizado por Jiménez-
Tagle et al., en el 2015 evaluaron la expresion de la proteina viral E6 en citologias
cervicales sin LEIl y LEIBG todas con VPH 16, encontrando una mayor expresion de
E6 en LEIBG que en el grupo sin LEI, proponiendo que la expresion elevada de E6
puede ser un marcador temprano de progresién del carcinoma cervical. Estos

resultados concuerdan con nuestros hallazgos a nivel histolégico.

Las células displasicas que expresaron a-SMA en nuestro grupo de LEI de bajo y
alto grado expresaron en el mismo estrato del epitelio a E6, si bien no hay evidencia
experimental de que E6 promueva la expresion de a-SMA, un estudio realizado en
el 2012 por Cheng et al., en una linea celular de cancer cervical negativa al VPH
(Cx) al transfectarla con E6/E7 del VPH-16 (CxWJ) y tratadas con el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF) 2/3 mostro un aumento en la expresion de a-SMA.
Estudios realizados por Vishnoi et al., en el 2016 demuestran que las oncoproteinas
E6/E7 del VPH-16 promueven la TEM induciendo la expresion de proteinas y
factores de transcripcion implicadas en el proceso. Jung et al., en el 2013 han
evidenciado que la expresion ectopica de E6/E7 del VPH-16 induce el cambio
morfologico de tipo epitelial a mesenquimal en la linea celular MDCK y un aumento
en la expresion de factores de la trascripcion implicados en la TEM (Slug, Twist,
ZEB1ly ZEB2).
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Por otro lado, Hu et al., proponen que la expresion constitutiva de E6/E7 del VPH-
16 promueven la migracion y la invasion celular mediante disminucion de la

expresion de N-cadherina y un aumento en la expresion de P-cadherina.

De acuerdo con nuestros resultados se encontré que la infeccion multiple por el
VPH-AR y otros de diferente riesgo oncogénico son mas frecuentes en las pacientes
con LEIBG y LEIAG. Estudios epidemiol6gicos sugieren que la adquisicion de
diferentes tipos virales ocurre con més frecuencia al azar que por los factores de
riesgo ya establecidos, las coinfecciones con mas de un VPH se han asociado con
una mayor duracion de la infeccion y un mayor riesgo de desarrollar anomalias
citolégicas y neoplasias cervical (De Brot et al., 2016). La alta prevalencia de VPH-
AR en coinfecciones puede asociarse con una mayor tasa de persistencia en

comparacioén con los VPH-BR.

La integracion del genoma del VPH-AR comienza con el dafio al DNA o ruptura de
la doble cadena por el estrés oxidativo, por las proteinas del virus o por el
mecanismo de reparacion del dafio al DNA (DDR). Los sitios de integracion se
distribuyen en todo el genoma los cuales se conocen como sitios fragiles
cromosomicos, siendo propensos a roturas facilitando asi la integracién del DNA
viral (Senapati et al., 2016). De acuerdo con nuestra evaluacion del estado fisico
del genoma de los VPH-AR, encontramos que el 100% de las biopsias presentan la
version integrada sola o combinado con el estado episomal (mixta). Un estudio
realizado en el grupo de trabajo por Vega-Pefa et al.,2013 donde evaltuan el estado
fisico del genoma viral en citologias cervicales sin LEIl y con LEIBG ambos grupos
con VPH 16 reportan que el 83% de las mujeres sin LEI presentan el estado
integrado, mientras que las mujeres con LEIBG presentan el estado integrado en un
52%, en otro estudio realizado en el 2013 por Zubillaga-Guerrero et al., evaltan el
estado fisico del genoma del VPH-AR, reportando que en mujeres sin LEIl y con
VPH-AR el 20% presento el estado mixto y el 23.3% el estado integrado, por otro
lado en el grupo de LEIBG y VPH-AR presento en un 90% el estado mixto y el 10%

la version integrada.
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La integracién es un paso caracteristico en la carcinogénesis cervical y su aparicion
se relaciona con la progresion con las LEI a un cancer invasivo, al integrarse el
genoma del VPH hay una perdida del gen E2, en consecuencia, una sobreexpresion
de E6/E7 involucrados en la transformacion celular y mantenimiento de un fenotipo
maligno (Schmitz et al., 2012). Nuestros resultados muestran que hay expresion de
E6 en el 100% de las LEI con VPH-AR y ademas todas cuentan con la version
integrada del virus, por lo que esta poblacién de mujeres es un grupo de riesgo que
tiene muchas posibilidades de que la lesion progrese a una lesion mayor o cancer,

por ello se requiere un seguimiento estricto para darles un tratamiento oportuno.

A pesar de no encontrar diferencias significativas entre la expresién de lumican, a-
SMA, CD1 y EG6 con el estado integrado de los VPH-AR, en la actualidad se sabe
que la integraciéon no solo modifica la expresion desregulada de las oncoproteinas
virales, sino que también altera la expresion de genes del huésped, un estudio
realizado por Lu et al., en el 2014 informan que algunos sitios de integracion estan
cercanos a genes supresores de tumor (miR-34a, MSH2, WWOX y TIMP3) y a
oncogenes (ROCK2, CD28, EBAG9 and ANGPT1), de manera que la integracion
del virus propicia las condiciones necesarias para la progresion de las lesiones

cervicales.

Las lesiones premalignas en el epitelio glandular no estan bien descritas debido a
gue los cambios morfolégicos son sutiles, existe poca evidencia de la historia natural
entre la infeccion del VPH y las lesiones precursoras, McCluggage et al., en el 2013
proponen que las lesiones precursoras glandulares se caracterizan por presentar
poca atipia nuclear, disminucion de la mucina, nucleos hipercrométicos con figuras
mitéticas y cuerpos apoptoticos ocasionales, sin embargo se debe tener experiencia
para poder diferenciar este tipo de lesiones, el uso de biomarcadores como la
expresion difusa de p16'Nk4a apoya al diagnéstico. En nuestro estudio identificamos
la expresion de lumican, a-SMA, CD1y E6 en las LEIBG y LEIAG las cuales pueden
ser biomarcadores que apoyen al diagndstico o seguimiento de las lesiones

endocervicales.
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De manera interesante encontramos expresion de lumican a-SMA, CD1y E6 en la
ZT en 4 casos de LEIAG, estos hallazgos muestran evidencia de que existe
alteracion en las células de metaplasia originadas por las oncoproteinas E6/E7 de
los VPH-AR. En la actualidad se sugiere que la infeccién productiva del VPH-AR es
favorecida en el ectocérvix y que la formacion de lesiones comienza a partir de la
infeccion de una célula madre epitelial de reserva o célula madre cuboidal en la ZT
(Schiffman et al., 2016). Por otro lado, Herfs et al., en el 2012 describen la presencia
de un grupo de células epiteliales cubicas dentro de la ZT con un perfil de expresién
génico unico, diferente del epitelio ecto-endocervical en presencia de los VPH-AR,
proponiendo que la infeccién por los VPH-AR modifican el patron de expresion de
las proteinas en esta poblacién de células promoviendo el inicio de las lesiones

cervicales en la ZT.

Si bien no se muestra el resultado de la evaluacion citologica de las pacientes, es
importante mencionar que se caracterizé el patron inflamatorio cervical,
clasificandolo en cervicitis aguda (presencia de leucocitos polimorfonucleares
(PMN) y cervicitis cronica (presencia de PMN, linfocitos e histiocitos). De acuerdo a
los resultados el 52% de las pacientes con LEIBG presentaron cervicitis cronica y
un 48% cervicitis aguda, mientras que el 68% de las pacientes con LEIAG
presentaron cervicitis cronica y el 32% cervicitis aguda, estos hallazgos son muy
importantes ya que recientemente se ha descrito que las células estromales
promueven este ambiente como cofactores para la carcinogénesis asociada al VPH
debido a la intensa comunicacion cruzada entre ellas y las células epiteliales,

tumorales o inmunitarias en el microambiente del tumor (Rego Barros et al., 2018).

Debido a que lumican se une a receptores tipo Toll (TLR) y tiene la capacidad de
reclutar células del sistema inmunoldgico (neutroéfilos y macréfagos) (Karamanou et
al.,2018) se infiere que su presencia en el epitelio cervical estd promoviendo un
ambiente inflamatorio ya que se observo en nuestra evaluacion una tincion positiva
en los casos de LEI y CCE, no existen reportes de esta asociacion en muestras
cervicales, pero si hay estudios que demuestran que lumican propicia un ambiente

inflamatorio en respuesta a una lesion y cicatrizacion de la herida, Hayashi et al.,
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evaluaron la infiltracibn de neutrofilos en la cérnea de ratones knock-out para
lumican y ratones que expresaban lumican en el estroma de la cornea, sus
resultados mostraron que los PMN no invadieron la cérnea lesionada en los ratones
knock-out, contario a esto, se demostro una infiltracion de PMN en el estroma de la
cOrnea de los ratones transgénicos positivos a lumican. También se ha detectado a
lumican en la superficie de los PMN extraidos del peritoneo de ratones y ausencia
de lumican en los PMN de la medula 6sea y sangre periférica, esto sugiere que los
PMN deben unirse a lumican durante o después de cruzar la barrera endotelial a
medida que salen de la circulacién, especificamente lumican se une a las integrinas
MAC-1y LFA-1 de los PMN modulando su extravasacion (Lee Seakwoo et al., 2009)

El papel del estroma en la carcinogénesis cervical es un area relativamente poco
explorada, en la actualidad se reconoce que, gracias a las citocinas, factores de
crecimiento y proteinas de la matriz extracelular secretadas al epitelio plano le dan
las condiciones idéneas para establecer una infeccion persistente para el VPH-AR
y a la progresion de las lesiones premalignas (Spurgeon y Lambert 2017). Se sabe
que los factores de crecimiento secretados por los fibroblastos mantienen al genoma
viral en estado episomal, esto lo comprueban Dall et al., en el 2008, en cultivos de
queratinocitos (W12) que se aislaron a partir de una LEIBG infectada con HPV16,
el genoma del HPV estaba en forma episomal, al eliminar los fibroblastos co-
cultivados de los queratinocitos promovio la integracion del genoma viral. Por otro
lado, se ha demostrado que los VPH-AR regula la secrecion de las metaloproteasas
de matriz (MMP) siendo estas las responsables de la reorganizacion del estroma.
Un estudio realizado en el 2004 por Sato et al., utilizaron células SKG-II positivas
al VPH 18 al co-cultivadas con fibroblastos cervicales observaron un incremento en
la expresion de las MMP-1 y MMP-3 mientras que Zhu et al., en el 2013 demuestran
gue el nivel de ARNm de MT1-MMP, MMP-2 y MMP-9 fue significativamente mayor
en las células Caski (P <0.01) y SiHa (P <0.001) que en las células C33A negativas
para E6 / E7 de VPH16 y los resultados western blot confirmaron la sobre expresion
de MT1-MMP, MMP-2 y MMP-9 a nivel de proteina en las células Caski y SiHa, que
en células C33A. Otro mecanismo de comunicacion entre el epitelio y el estroma

cervical es a través de la secrecion de exosomas, proporcionando una posibilidad

39



de intercambio de material genético en forma de ARN siendo un mecanismo que
modula la expresién y funcién de los genes en las células receptoras (Kalluri 2016;
Valadi et al., 2007). Un estudio reciente por Chiantore et al., en el 2016 demostraron
la presencia de los transcritos de E6 y E7 en exosomas secretados por
queratinocitos transfectados con E6/E7 del VPH16 y VPH-39. Los resultados
demuestran que existe una comunicacion bidireccional entre el epitelio infectado
con el VPH-AR y el estroma ya que en el 100% de los casos analizados se encontr6
una tincion positiva de la oncoproteina E6 en los fibroblastos estromales
observandose un incremento de la expresion a medida que aumento la lesion
(p<0.001), también se observo una tincion positiva para lumican en los fibroblastos
a nivel de nucleo y citoplasma en todos los casos de LEI y CCE al igual que a-SMA
mostro una tincion positiva en células endoteliales y fibroblastos del estroma de las
LEI y en tejido tumoral en fibroblastos asociados a cancer.

Se determind que el 56% de las mujeres con LEI, tuvieron la IM por VPH-AR vy el
estado integrado del virus y el 60% de estas se presentd inflamacién crénica, por lo
que sugerimos que todos estos factores son determinantes para la progresion de
las LEIl y promueven la expresion de proteinas como lumican, a-SMA, CD1y ES6, lo
gue evidencia grupos de riesgo con posibilidades de progresar a una lesion mayor.
En la actualidad no existen reportes que de manera conjunta evallen este panel de
proteinas y todos estos factores y asociandolos a la biusqueda de biomarcadores,
por lo que nuestros hallazgos son de gran utilidad para seguir explorando estas y

otras proteinas que permitan el diagnéstico oportuno del carcinoma cervical.

Finalmente es importante resaltar que de los 25 casos de CCE analizados se
encontré mediante inmunohistoquimica sobreexpresién de lumican y a-SMA, en 17
casos de CCE en estadio (IB, IIB) con VPH 16, 18, 52 ,45. Al igual que en 8 casos
de CCE en estadio avanzados (IllA, IIB y IVB) con VPH 16, 18, 39 y 58 (datos no
mostrados), estos resultados concuerdan con los hallazgos reportados por Serafin-
Higuera et al., en estadios tempranos de CCE (IB1,IB2 y IIB) con VPH 16, sin
embargo se requiere homogenizar los grupos de CCE en nuestro estudio para poder

analizar el comportamiento de la expresion de las proteinas por estadio clinico.
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VII.

CONCLUSIONES

La expresiéon de lumican, a-SMA y CD1 se incrementé de acuerdo con el
grado de lesion cervical y en los casos de CCE y estéa relacionada con la
expresion de E6 de los VPH-AR (p<0.001).

El 100% de la poblacién presenta la version integrada de los VPH-AR, de los
cuales, el 51% tiene el estado mixto (p=0.003), siendo este un factor para la
progresion de la LEI, por lo que se requiere un seguimiento estricto de los
casos.

La expresion de lumican, a-SMA, CD1 y E6 en las células cilindricas de los
casos de LEI, sugieren alteraciones inducidas por la infeccion por los VPH-
AR en la porcion endocervical de la zona de transformacién, por lo que se
sugiere un control y seguimiento colposcopico estricto de estas mujeres.

Se encontré un incremento en la expresion de la oncoproteina E6 de los
VPH-AR, lumican y a-SMA en el estroma a medida que progresa la LEI
(p<0.001), lo que nos sugiere alteraciones en el estroma que promueven un
ambiente idéneo en la progresion del carcinoma cervical.

Se comprueba por inmunohistoquimica, la sobreexpresion de lumican y a-
SMA en 17 tejidos incluidos en parafina de carcinoma de células escamosas
en estadios tempranos (IB y IIB) con infeccion por VPH-AR incluyendo el
VPH-16 en estado fisico mixto e integrado.

Se demuestra la sobreexpresién de lumican y a-SMA en los 8 casos en
etapas avanzadas de CCE (llIA, lIB y IVB) con infeccién por VPH-16 Gnico
0 en coinfeccién con otro tipo de VPH-AR con estado integrado y mixto de

estos virus.
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VIIl.  PERSPECTIVAS.

e Analizar la expresion de lumican, a-SMA y CD1 en células normales sin LEI
con infeccién del VPH-AR o con VPH de bajo riesgo, para comprobar que
efectivamente la oncoproteina E6 de los VPH-AR causa un efecto en la

expresion de estas proteinas.

e Evaluar la expresion de otras proteinas implicadas en el proceso de
transicion epitelio mesénquima como E-cadherina, N-cadherina, B-catenina,
Vimentina y Hic-5 en el grupo LEI positivas a a-SMA con la finalidad de
evaluar las probabilidades de progresion de las lesiones.

e Realizar la evaluacién de Ki-67, lumican, a-SMA, CD1 y la oncoproteina E6
de los VPH-AR en conos cervicales y aportar informacion de la expresion de
estas proteinas en la zona de transformacion escamocolumnar del cérvix
uterino y la persistencia de la lesién residual en las piezas de histerectomia

cervical.

¢ Realizar una evaluacion comparativa entre la expresion de lumican, a-SMA
y Ki-67 en LEI con VPH-AR en muestras de citologia liquida, lo que nos
permitird evidenciar la alteracion de la proliferacion celular temprana y
contribuir con técnicas menos invasivas y complementarias como la
inmunocitoquimica en la deteccion oportuna de las lesiones tempanas del

cérvix uterino.

e Se sugiere realizar un control y seguimiento clinico estricto de aquellas
mujeres cuyas lesiones se encontrd la sobreexpresion de lumican, a-SMA,
CDl1 y E6 de los VPH-AR en la regién endocervical de la zona de

transformacién escamo cilindrica del cérvix uterino.
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