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RESUMEN

Antecedentes: El CaCU sigue siendo la primera causa de morbilidad y mortalidad de
los canceres femeninos en México. La inflamacion créonica se ha relacionado con la
génesis y progresiéon de CaCU, varios autores han reportado a la ciclooxigenasa-2
(COX-2) asociada a la carcinogénesis cervical, por accion directa y por medio de la
produccion de prostaglandinas(PGs), PGE2 esta relacionada principalmente con la
proliferacion celular e inhibicion de la apoptosis, promocién de angiogénesis por
estimulacién del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), y con la
metastasis a través de la degradacion de la membrana basal por induccion de
metaloproteinasa-9 (MMP-9). Por otro lado, la infeccion por el virus del papiloma
humano de alto riesgo oncogénico (VPH-AR) esta relacionado con la expresion de
COX-2, MMP-9 y VEGF.

Objetivo: Evaluar la expresion de COX-2, MMP-9 y VEGF y su asociacion con la
presencia de VPH-AR y el grado de las lesiones escamosas intraepiteliales de bajo y
alto grado.

Material y métodos: La expresion de COX-2, MMP-9 y VEGF se determiné por medio
de inmunohistoquimica; la presencia del ADN del VPH se evidencid mediante
hibridacién in situ con amplificacion con tiramida en los tejidos de cérvix uterino, en
biopsias y conos de 120 pacientes procedentes del Hospital Vicente Guerrero de
Instituto Mexicano del Seguro Social de la Cd. de Acapulco. Para el analisis
estadistico se utilizé la prueba exacta de Fisher, correlacion de contingencia, y
regresion logistica mdltiple y lineal.

Resultados: Se encontré asociacion significativa con la intensidad de expresion de
COX-2, MMP-9 y VEG entre LEIBG (OR=12.4, 8.4y 8.1) y LEIAG (OR=6.8,5.7y
25.8); se encontrd asociacion entre la infecciéon por VPH-AR vy la intensidad de la
expresion de COX-2, MMP-9 y VEGF (OR=1.6, 3.1y 4.9).

Conclusiones: COX-2 se sobreexpresa en LEIBG; MMP-9 y VEGF son potenciales
biomarcadores de progresiéon de lesidbn escamosa intraepitelial y ademas estan
asociados con la infeccion del virus del papiloma humano de alto riesgo oncogénico.



ABSTRACT

Background: Low-grade (LSIL) and high-grade (HSIL) squamous intraepithelial
lesions represent premalignant stages of cervical cancer. Cervical cancer represents
the first cause of cancer-associated deaths among Mexican women. Chronic
inflammation has been associated with the genesis and progression of cervical
cancer. Cyclooxygenase-2 (COX2) expression is associated with cervical cancer
progression, due to its direct role on the production of prostaglandins (PGs).
Production of prostaglandin E2 (PGE2) by tumor cells has been associated with an
increase in cell proliferation, inhibition of apoptosis, increase angiogenesis mediated
by vascular endothelial growth factor (VEGF) production, induction of
metalloproteinase-9 (MMP9) and basal membrane degradation, and metastasis.

Objective: To determine the association of COX2, MMP-9 and VEGF expression, the
presence of LSIL and HSIL, and the presence of high-risk HPV. Evaluate if these
proteins as potential markers for cervical cancer progression.

Methods: The expression of COX-2, MMP-9 and VEGF was evaluated using
Inmunohistochemistry. The detection of HR-HPV DNA was done by thyramide
amplification-based in situ hybridization. We included 120 cervical biopsies from
woman who attended the “Vicente Guerrero” Hospital (IMSS) in Acapulco, during
August 2008 and April 2009. The statistical analyses used were Fisher’s exact test,
contingence correlation’s, and logistic regression.

Results: we found a significant association between the expression of COX-2, MMP-9
and VEGF (OR= 6.8, 5.7 and 25.8, respectively) and the presence of HSIL. We also
found an association between the presence of HR-HPV and the expression of COX-2,
MMP-9 and VEGF (OR= 1.6, 3.1 and 4.9, respectively).

Conclusions: COX-2 is express in LSIL, MMP-9 and VEGF are potential biomarkers
of evolution of Scamous intraepitelial lesions and are to raise for the papillomavirus
high risk infections.



l. INTRODUCCION

La inflamacion es un mecanismo de defensa que participa en la resolucion fisiolégica
de procesos patoldgicos, por medio de una red multifactorial de sefales quimicas
que activan y reclutan a los leucocitos. Un grupo de leucocitos, los neutrdfilos,
coordinan la migracién de células inflamatorias al sitio de la lesion, produciendo la
remodelacion de la matriz extracelular y la fijacion de éstas a la superficie endotelial,
inducen la activacion de metaloproteinasas (MMPs) que facilitan la transmigracion de
células inflamatorias al sitio de la lesién ®. Los macréfagos tisulares producen
factores de crecimiento, citocinas, inducen la sintesis y liberacion de histamina,
complejos de proteasas, proteoglicanos sulfatados, mediadores lipidicos por
mastocitos, COX-1y 2, PGE2 y factores proangiogénicos. La produccion y liberacion
de estos factores es autolimitada, y cuando esta regulacién falla, ocasiona
persistencia de la respuesta inflamatoria en el microambiente®?, dando como
resultado un proceso inflamatorio crénico °. El proceso de inflamacién crénica, se ha
observado en enfermedades como la artritis reumatoide, enfermedad de Bowen,
colitis ulcerativa, enfermedad de Crohn y esofago de Barrett, las cuales han
correlacionado ampliamente con el desarrollo de diversos canceres humanos?®. La
infeccién por el virus del papiloma humano esta relacionado con la cervicitis y con el

cancer cérvicouterino (CaCuU) >°.

Desde el punto de vista molecular, se ha sugerido que algunos de los factores
producidos y secretados durante un proceso inflamatorio, estdn asociados con el
desarrollo de neoplasias. La enzima ciclooxigenasa (COX) induce la produccién de
prostaglandinas (PGs) a partir del acido araquidonico de la membrana lipidica en el
sistema fagocitico mononuclear. Tiene dos isoformas, COX-1 y COX-2, la segunda
aumenta su expresion ante situaciones fisiopatolégicas como estimulos inflamatorios,
factores de crecimiento, oncogenes y promotores de tumor "°. La sobreexpresién de
COX-2 es considerada como un factor que influye en la génesis y progresion de
diferentes tipos de tumores cancerosos humanos como el colorectal, mama, ovario, y

de cérvix uterino (CaCuU), entre otros %2,



Uno de los mecanismos mediante los cuales COX-2 participa en la oncogénesis es
la produccién de PGE2. PGE2 induce inmunosupresion, inhibicion de la apoptosis
por la activacion de la via IPK 3/Akt, sobrerregulacién de moléculas antiapoptoticas

1 #13 inhibe a la proteina p27 ', sobrerregula al factor de

como Bcl-2 y Mcl-
crecimiento endotelial (VEGF) ’, un potente mitégeno endotelial que ademas
promueve la proliferacion, migracion, diferenciacion y supervivencia de células

15 es considerado por si mismo como un factor de mal pronéstico®®,

endoteliales
estimula la degradacion de la matriz extracelular a través de las metaloproteinasas
de matriz (MMPs) y produce la pérdida de E-caderina *°. Por otro lado, la gelatinasa
B o MMP-9 esta implicada en la angiogénesis durante la carcinogénesis del
pancreas, aumentando la asociacion de VEGF con su receptor VEGFR2, "8
ademas confiere inmunosupresion al hacer corte en el receptor IL2-Ra
disminuyendo la regulacién y capacidad proliferativa de los linfocitos T citotoxicos™.
La actividad de MMP-9 estd correlacionada con la invasion linfovascular y
enfermedad recurrente, mal prondstico en carcinoma hepatocelular, pancreatico,

renal y de ovario®.

La lesion escamosa intraepitelial (LEl) de bajo grado (LEIBG) y alto (LEIAG) son
alteraciones previas del CaCU. Las LEI se caracterizan por presentar alteracion de la
arquitectura celular, en la relaciéon ndcleo citoplasma y en la maduraciéon escamosa.
En la mayoria de los casos, las LEIBG pueden revertirse a un epitelio sano, mediante
la accion del sistema inmunitario y con la influencia de diversos factores aun no
comprendidos del todo, y s6lo un porcentaje bajo progresa a LEIAG 2! Algunos
estudios han encontrado asociacion entre la persistencia del proceso inflamatorio en

muestras de citologia cervical y el desarrollo de LEIAG*"?2,

A pesar de que el CaCU es 100% prevenible por medio de la deteccion oportuna de
LEI, por diversas razones la incidencia del CaCU sigue siendo alta en los paises en
vias de desarrollo, en México sigue siendo la principal causa de muerte de entre los
canceres ginecologicos; las LEI en el afio 2007 ocuparon el vigésimo lugar como

causa de enfermedad en mujeres de 25 a 44 afos, con una tasa de incidencia de
2



172.39 por 100 000 mujeres mexicanas. El estado de Guerrero ocup6 el cuarto lugar
nacional con 3, 383 nuevos casos, y en la actualidad las investigaciones estan
centradas en la busqueda de un panel de biomarcadores moleculares como las
proteinas que participan en la regulacion del ciclo celular, la inflamacion,

angiogénesis, metastasis entre otras, que permitan predecir la evolucion de LEI.

La infeccion por el virus del papiloma humano de alto riesgo oncogénico (VPH-AR),
es uno de los factores de mayor importancia bajo la premisa de ser causa necesaria
pero no suficiente para desarrollar CaCU, ademas la infeccion por VPH tiene alta

incidencia en México 2.

COX-2 se ha sugerido como factor prondstico de comportamiento clinico agresivo,
baja respuesta al tratamiento oncolégico®, predictor potencial de metastasis y baja
supervivencia a CaCU*®, Por medio de PGE2 estimula la proliferacién de células
tumorales, promoviendo la exacerbacion del cancer, metastasis tumoral y

especialmente la angiogénesis’**

. Pero también se ha reportado su accion de
manera independiente de PGs, actuando sobre p53, p27, p21'*?*. COX-2 es
referido por varios autores en la participacion de la carcinogénesis de CaCU, al
reportarse aumento de su expresion en los diferentes grados de LEI 3%, Se ha
reportado a la proteina E5 del VPH 16 como inductora de los receptores EP4 de
PGE2 aumentando la disponibilidad del receptor incrementando los niveles de
cAMP activando la proteina cinasa A (PKA), que fosforila al elemento de respuesta al
cAMP (CRE) y la proteina de unién a CRE (CREB), que se unira al sitio promotor
del receptor de PGE (EP4); por otro lado, a través de la via de los receptores de
EGFR inducen a COX-2 y a su vez la produccién de PGE2 que favorecen la
sobreexpresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), creando
un circuito de retroalimentacion positiva entre COX-2, PGE2 y del receptor EP4
potenciando la progresion de la enfermedad ?°. También las oncoproteinas E6 y E7
de VPH-16 interaccionan con el sitio promotor del gen COX-2 favoreciendo su

sobreexpresién .



La angiogénesis es esencial para el desarrollo de los tumores solidos, VEGF es uno
de los principales factores proangiogénicos, como participante en la carcinogénesis
de diferentes canceres como CaCU, se considera como factor prondstico de

progresién tumoral, metéstasis y supervivencia®®?%3?

, algunos estudios lo refieren
como factor pronéstico de fenotipo celular maligno, ya que se ha reportado
correlacionado de manera positiva con el grado de LEIl de cérvix uterino y en
CaCU"*. La angiogénesis se ha relacionado también con el VPH, y se ha reportado
que la oncoproteina regula los sitios SP-1 de la regién promotora de los receptores
de VEGF®***® también E6 y E7 inducen por otro lado al HIF-1a promoviendo

indirectamente a VEGF *'.

MMP-9 se ha propuesto como indicador de fenotipo maligno en CaCuU **', E|
aumento de la actividad proteolitica de MMP-9, esta correlacionada con la progresion

3942 recurrencia,

de CaCU, por lo que es considerado como factor de mal prondstico
y metéstasis ***?. Se ha encontrado sobreexpresada en los diferentes grados de LEI
con correlacién significativa, ademas esta fuertemente asociado con el proceso

inflamatorio crénico .

En el presente estudio se evalud la expresion las proteinas COX-2, MMP-9 y VEGF,
en muestras de mujeres sin alteraciones neoplasicas (sanas), y otras que cursaban
con LEIBG, LEIAG, ademas se estudio la presencia de la infeccion por el VPH-AR.
Se determind la asociacion entre la sobreexpresion de COX-2, VEGF y MMP-9 con el
grado de LEI y VPH-AR, que puedan en un futuro ser biomarcadores de uso clinico
como predictores de progresion, para orientar al seguimiento y manejo de mujeres

con este padecimiento.



ll. MATERIALES Y METODOS.

Se realiz6 un estudio transversal comparativo de andlisis retrospectivo durante el
periodo agosto 2008-abril 2009. Se incluyeron 120 casos entre biopsias y conos de
tejido cervical uterino incluidas en parafina clasificadas por diagnostico
histopatologico, se utilizd la clasificacion de Richard de neoplasia intraepitelial
cervical (NIC) vy se le dio equivalencia con el sistema Bethesda: lesion escamosa
intraepitelial (LEI), obteniendo tres grupos: tejido cervical sano, LEIBG y LEIAG. Los

diagndsticos confirmados fueron proporcionados por dos patoélogas certificadas.

Tratamiento de muestras, recoleccién y conservacién. Una parte del muestreo
se realizd en el area de quir6fano del Hospital General Regional Vicente Guerrero
(de pacientes sometidas a histerectomia por causas distintas de alteraciones
neoplasicas) y fueron fijadas en formol amortiguado, para posteriormente ser
incluidas en parafina (sanos), otras muestras provenian de bloques de parafina de
biopsias y conos cervicales tomadas bajo guia colposcopica en el consultorio de
deteccién oportuna del CaCU, y fueron enviadas al departamento de patologia para
valoracion por el servicio de Patologia Quirtrgica del Hospital General Regional
(HGR) Vicente Guerrero del IMSS de la ciudad de Acapulco, Gro. La seleccién de las
muestras se llevd a cabo con base en el diagnostico histopatoldgico. A partir de las
muestras incluidas en parafina, se hicieron cortes de 3um de espesor con un
micrétomo Spencer 820 de American Optical Corporation, y fueron colocados en
portaobjetos previamente silanizados, para trasladarlas al Laboratorio de
Inmunobiologia y Diagnoéstico Molecular de la Unidad Académica de Ciencias
Quimico Biologicas en Chilpancingo Gro., donde fueron procesadas.



Consideraciones éticas y de bioseguridad

Las muestras trabajadas fueron de manejo confidencial etiquetadas por nimero de
folio de acuerdo la recoleccidn, designado en el Servicio de Patologia del Hospital
General Vicente Guerrero del IMSS para su valoracion, manejando como Unico dato

adicional la edad de la paciente.

En este estudio se respetaron tres principios fundamentales de la Bioética
principialista: 1. Dignidad de la persona humana, 2. Beneficencia no maleficencia y

3.Justicia.

Entendiéndose como dignidad de la persona humana a la consideracion bio-psico-
social y espiritual de la persona, , beneficicencia no maleficencia a la busqueda de

un beneficio sin ocasionar dafio, Unicamente producir un mal menor.

Los materiales biolégicos fueron tratados como muestras potencialmente infecciosas
y el desecho de los RPBI se realiz6 de acuerdo a lo estipulado en la norma NOM-
087-ECOL-2002.

INMUNOHISTOQUIMICA:

Para determinar la expresion y localizacion celular de las proteinas COX-2, VEGF y
MMP-9, se utilizaron las siguientes clonas de anticuerpos: anticuerpo monoclonal de
raton anti-humano de la clona CX-294, isotipo IgG1 kappa para COX-2, anticuerpo
monoclonal anti-VEGF, clona VG1, isotipo IgG1 kappa, y un anticuerpo policlonal de
conejo anti MMP-9 de DAKO. El revelado se llevd a cabo con el sistema de deteccién
Dako LSAB+ System-HRP.

Los cortes histologicos de 3um se colocaron en el horno a 60°C durante 30 minutos,
se rehidrataron, posteriormente se realiz0 la recuperacion antigénica con solucion
recuperadora (DakoCytomation target retrieval solution, citrate pH6, code No. S2369,
Denmark A/S), (1:10) con pH de 6.0 para COX-2, y pH 9.0 para VEGF y MMP-9, se

coloco en la olla de vapor EXOTIC moulinex a 100°C por 40 minutos, se dejaron
6



enfriar para posteriormente ser lavados en agua destilada y se bloqued la
peroxidasa endogena, mediante la aplicacion de perdxido de hidrégeno al 3% en
metanol por 15 minutos, se realiz6 lavado en PBS por 5 min y se realizd bloqueo de
sitios inespecificos con aplicacion de albumina sérica bovina al 1% en PBS por 30
minutos, seguido por un lavado con agua destilada y se adicion6 el anticuerpo
primario, con diluyente de anticuerpo (DakoCytomation Antibody Diluent code
S0809), en dilucion 1:100 para COX-2 y MMP-9, y 1:50 para VEGF. Las muestras se
incubaron a 28°C en camara humeda durante 45 minutos para COX-2, 30 minutos a
22°C para MMP-9, y 1 hora a 22°C para VEFG, posteriormente se aplicé el anti-
anticuerpo acoplado a biotina por 30 minutos en cdmara hiumeda a 22°C, se agregoé
la peroxidasa de rdbano (HRP) por 15 minutos en camara humeda a 28°C para COX-
2, a 22°C para MMP-9 y VEGF y se hizo el revelado con diaminobencidina (DAB)
durante 5 minutos. Finalmente, se contratifid con hematoxilina de Meyer y se realizd
el montaje con resina sintética (HYCEL), para su posterior observacion al

microscopio.

Para la evaluacion de COX-2, MMP-9 y VEGF, se tomaron como positivas las células
que presentaron una coloracion café a nivel de citoplasma, y se clasificaron en
funcién del tercio tefiido en el espesor del epitelio escamoso estratificado, y la
intensidad de la inmunotincion. Los tercios del epitelio fueron clasificados en 4
categorias 0 (negativo), primer tercio (capa basal y parabasal), segundo tercio (capa
intermedia) y tres tercios (todo el espesor); de la misma manera la intensidad tuvo 4
categorias sefialadas con intensidad de cruces 0- (negativo), 1+ (leve), 2+

(moderada), 3+ (fuerte).

Controles de validacion:

Para estandarizar y validar los resultados en cada corrimiento del método
inmunohistoquimico, se utilizaron cortes histolégicos conocidos que sobreexpresaron
cada una de las proteinas en estudio, se usé un corte de adenocarcinoma de colon

para COX-2 y VEGF, carcinoma ductal de mama para MMP-9, y de CaCU invasor



para COX-2, VEGF y MMP-9. Como control negativo se usaron para cada marcador

cortes de tejido de cérvix de recién nacida (RN) figura 1.

Figura 1. Microfotografia de controles positivos: A, B, C. Céncer cervicouterino (CaCU) de células
escamosas de cérvix uterino A) expresion difusa en citoplasma de COX-2, B) expresion difusa en
citoplasma de VEGF, C) expresion difusa en citoplasma de MMP-9. Controles negativos cérvix de
recién nacida (RN) D, E y F, con ausencia de expresion de COX-2, VEGF y MMP-9 respectivamente.
Técnica inminohistoquimica streptavidina-biotina aumento 10X (excepto A, 40X).

Deteccion de VPH-AR mediante el Método de hibridacion in situ con
amplificacion con tiramida.

La deteccion del genoma viral por hibridacion in situ se realizdé con el sistema de
amplificacion de sefial de tiramida GenPoint de DaKo Cytomation, con algunas

modificaciones (Carpinteria, CA, USA).

Los cortes de 3um de grosor se colocaron en laminas previamente silanizadas, se
desparafinaron con calor a 60°C y luego se colocaron en xilol absoluto por 24 hrs. Se
rehidrataron con pases sucesivos en concentraciones decrecientes en alcohol, se
realizo la recuperacion antigénica en solucion de citratos con pH de 6.0 por 6 minutos
a 120°C, se realiz6 la digestion enzimatica con proteinasa K (1:5000) por 3 minutos

a 37°C. Posteriormente se lavaron con agua destilada y TBST, se deshidrataron y se
8



aplicé una gota de la solucion que contiene la sonda de ADN viral con pares de
bases homodlogos para los siguientes genotipos de VPH-AR: 16, 18, 31, 33, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59 y 68. Se colocé un cubreobjetos sobre el corte y luego se
sometieron a desnaturalizacion en el hibridizador (110v, Dako (No.cat.S245030) por
10 minutos a 95°C. Posteriormente se incubaron por 20 horas a 37°C para la
hibridacién, se colocaron en solucién astringente (1:50) a 55°C durante 20 minutos y
se retird el cubreobjetos. Se recubrieron los cortes con el anticuerpo primario
estreptavidina peroxidasa (1:50), durante 40 minutos a temperatura ambiente, luego
se agrego6 biotil-tiramida por 20 minutos y finalmente se cubri6 con anticuerpo
secundario estreptavidina por 20 minutos, se cubrié el corte con el cromdgeno
diaminobencidida (DAB), se contratifieron con Hematoxilina de Meyer (MERCK), se

deshidrataron y montaron con resina sintética.

Control de validacion: Se utilizé un extendido de la linea celular CaSki como control
positivo (cortesia del Laboratorio de Investigacion en Citopatologia Ginecoldgica), y

como control negativo un corte de cérvix uterino de recién nacida (figura 2).

C. POSITIVO C. NEGATIVO

Figura 2. Microfotografias A) extendido de linea celular CaSki positiva a VPH-AR, B) Cérvix de recién
nacida que no presenta expresion de sefial de sonda biotinilada de VPH-AR aumento 40X y 10X.



Andlisis estadistico: La captura de datos se realizd con el software SPSS version
12.0. Para la descripcion de los datos se utilizaron medidas de tendencia central,
frecuencias absolutas y relativas, asi como prueba exacta de Fisher para determinar
las diferencias estadisticas entre las categorias de las variables evaluadas. Se
realiz6 andlisis de correlacion de contingencia para evaluar la relacion lineal entre los
niveles de expresion de cada proteina con el grado de LEI y la infeccion por VPH-AR.
Para medir la fuerza de asociacion entre las variables, se realiz6 un modelo de
regresion logistica multiple y simple, dicho modelo fue ajustado por edad. El analisis

se llevo a cabo con el paquete estadistico STATA version 9.2.
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. RESULTADOS

Se analizaron muestras de biopsias y conos cervicales incluidas en parafina,
clasificadas por diagnéstico histopatolégico en epitelio sano, LEIBG y LEIAG, las
muestras fueron proporcionadas por el departamento de patologia del HGR “Vicente
Guerrero” del IMSS, de la Cd. de Acapulco Gro., las muestras fueron recolectada en
el periodo de agosto 2008-abril 2009. La edad media de las pacientes fue de 38 afios
con desviacion estandar de 11 afios. La distribucion de grupos para cada marcador
fue la siguiente: para COX-2, se analizaron un total de 116 muestras de cérvix, de
las cuales 16 fueron de tejidos sanos, 50 LEIBG y 50 LEIAG, para VEGF se
analizaron 120 muestras, 16 tejidos sanos, 56 con LEIBG y 48 de LEIAG, y para
MMP-9 se analizaron 114 muestras, 17 tejidos sanos, 57 muestras de LEIBG, 49
muestras de LEIAG. (Cuadro 1).

EXPRESION DE COX-2, MMP-9 Y VEGF EN TEJIDOS SANOS Y LEI:

TEJIDOS CERVICALES SANOS

El 81.25% (Figura 3) de los tejidos no presentd expresion citoplasmica de COX-2,
los tres casos positivos (17.75%) presentaron intensidad leve, dos ocuparon el
primer tercio, y uno todo el espesor, y fueron negativos para VEGF, MMP-9 y VPH-
AR. El 75% de las muestras fueron negativas a la expresion citoplasmica de VEGF,
cuatro casos fueron positivos (25%) a expresion citoplasmica y, presentaron
intensidad leve, tres ocuparon todo el espesor (entre estos un caso expresé también
MMP-9 en el citoplasma de todo el espesor con intensidad moderada), el cuarto caso
se localizd hasta el segundo tercio, el cual también presentd expresion citoplasmica
para MMP-9 hasta dos tercios con intensidad moderada. En el analisis de la
expresion de MMP-9 el 70.59% fueron negativos, cinco casos (29.41%) fueron
positivos, de los cuales dos se localizaron en el primer tercio y tuvieron intensidad
leve, un caso expresO hasta el segundo tercio con intensidad moderada, el cual

coincide con positividad de VEGF, los dos restantes expresaron en todo el espesor
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uno con intensidad leve y el otro moderada caso que también expresé VEGF
(Cuadro 1).

LEIBG: COX-2 se expreso en el 28% de los casos con intensidad moderada y en el
30% se ocupo el primer tercio, para VEGF el 33.93% mostraron intensidad leve y el
30.36% se localizaron en el primer tercio, MMP-9 mostr6 expresion en 50.88% con
intensidad leve, y el 35.9% localizado en todo el espesor (Cuadro 1, figura 3).
LEIAG: COX-2 se expreso con intensidad leve en el 34% de los casos y se presento
en todo el espesor en el 32% de los casos. VEGF fue expresado en el 43.75%
ocupando todo el espesor, y en el 45.83% tuvo intensidad leve. MMP-9 tuvo tincion
leve en el 40.82%, se localizé en todo el espesor en el 51.02% de los casos (cuadro
1, Figura 3).

Asociacién entre COX-2, VEGF y MMP-9 con LEI

Al analizar la asociacién entre la expresion de las proteinas y LEIBG encontramos
gue COX-2 se asocia con LEIBG cuando la expresion se presenta hasta el segundo
tercio (OR=7.5), y cuando la intensidad de expresion es moderada (OR=12.4). Para
el caso de VEGF, se asoci6 cuando la expresion ocupa hasta el segundo tercio
(OR=10.13) y cuando la intensidad es fuerte (OR=8.4). MMP-9 también tuvo fuerte
asociaciéon cuando se expresa hasta el segundo tercio (OR=10.9), y cuando la
intensidad es leve (OR=8.1).

Para la asociacion con LEIAG, COX-2 se asocia cuando se expresa en todo el
epitelio (OR=3.7) y cuando la intensidad es moderada (OR=6.8), VEFG se asoci6 de
manera importante cuando la expresion ocupa todo el epitelio (32.7) y cuando la
intensidad es fuerte (25.8). MMP-9 se asocio cuando la expresion esta en todo el
epitelio (OR=9.3) y cuando la intensidad es moderada (OR=5.7). No todos los

valores fueron significativos a un nivel de confianza de 95%. (Cuadro 1).

Se evalud la correlacion entre la expresion de COX-2, VEFG y MMP-9 con el grado

de LEI, encontrando en todos los casos correlacion positiva entre ellos, es decir, hay
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aumento proporcional entre el grado de LEl y la expresion de las proteinas,
analizados con la prueba exacta de Fisher donde también encontramos diferencias
significativas (p<0.05) entre los diferentes grupos de localizacién de la expresion
proteica y la intensidad de COX-2, VEGF y MMP-9 (Cuadrol).

TEJIDO CERVICAL SANO

COX-2

VEGF

MMP-9

Figura 3. A, D y G Tejidos sanos, muestran la ausencia de expresion para COX-2, VEGF y MMP-9.
B, C con expresion de COX-2, B. la expresion ocupa hasta el segundo tercio del espesor del epitelio,
con intensidad fuerte (3+), C. presenta expresion en todo el espesor con intensidad moderada (2+), E
y F con expresiéon de VEGF E. observamos expresion que ocupa entre el segundo y tercer tercio con
intensidad de tincién fuerte (3+), F. presenta expresion de todo el espesor con intensidad fuerte (3+),
H e I. con expresién para MMP-9, H. presenta expresion de primer tercio con intensidad fuerte (3+), I.
con expresion en todo el espesor con intensidad moderada (2+). Técnica inminohistoquimica
streptavidina-biotina aumento 10X.
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Cuadro 1. Asociacion de la expresion de COX-2, VEGF, MMP-9 con el grado de LEI.

. TEJ. CERVICAL LEIBG LEIAG LEIBG LEIAG
PROTEINA T sanon (%)  n (%) n(%) OR (p)* Ic OR (p)* Ic
COX-2
Intensidad p=<0.040?
Nula 13 (81.25) 18 (36) 20 (40) 1.0 1.0
Leve 3 (18.75) 13 (26) 17 (34) 2.4 (0.25) (0.52-11.28) 3.0 (0.14) (0.68-13.11)
Moderada 0.10 0 (0) 14 (28) 9 (18) 12.4 (0.03) (1.2-121.78) 6.8 (0.10) (0.71-65.78)
Alta 0 (0) 5 (10) 4 (8) 2.8 (0.39) (0.26-31.54) 2.1 (0.53) (0.19-23.56)
total 16 (100) 50 (100) 50 (100)
Localizacién p=<0.006°
Negativo 13 (81.25) 18 (36) 20 (40) 1.0 1.0
1 tercio 2 (12.50) 6 (12) 15 (30) 1.5 (0.65) (0.24-9.69) 3.7 (0.13) (0.68-20.20)
2 tercio 0.38 0 (0) 10 (20) 4 (8) 7.5 (0.09) (0.73-76.60) 2.7 (0.42) (0.24-28.95)
todo 1(6.25) 16 (32) 11 (22) 6.0 (0.04) (1.05-34.90) 3.7 (0.14) (0.66-20.87)
total 16 (100) 50 (100) 50 (100)
VEGF
Intensidad p=<0.002°
Nula 12 (75.0) 10 (18.2) 12 (24.5) 1.0 1.0
Leve 4 (25) 15 (27.3) 6 (12.2) 4.5(0.04)  (1.03-19.54) 15.1(0.00) (3.09-74.10)
Moderada 038  0(0) 10 (18.2) 6 (12.2) 5.5(0.15)  (0.55-54.76) 17.2(0.01) (1.60-185.95)
Alta 0 (0) 20(36.4) 25 (51.1) 8.4(0.07)  (0.86-81.50) 25.8(0.00) (2.45-270.93)
total 16(100) 56 (100) 48 (100)
Localizacién p=<0.002°
Negativo 12 (75.0) 16 (28.57) 5 (10.42) 1.0 1.0
1 tercio 0 (0) 17 (30.36)  9(18.75) 45(0.00)  (0.78-25.97)  7.5(0.04)  (1.09-51.28)
2 tercio 045 1(6:25) 9 13(27.08) 10.1 (0.04) (1.02-100.20)  32.7 (0.00) (3.04-352.17)
' (16.0725)
todo 3 (18.75) 12 (21.43) 21 (43.75) 4.1(0.10)  (0.77-21.79) 22.6(0.00)  (3.9-130.31)
total 16 (100) 56 (100) 48 (100)
MMP-9
Intensidad p=0.002?%
Nula 12 (70.59) 11 (19.30) 12 (24.49) 1.0 1.0
Leve 3 (17.65) 29 (50.88) 20 (40.82) 8.1(0.00)  (1.77-37.27)  5.3(0.03)  (1.18-24.27)
Moderada 037  2(11.76) 15(26.32) 13 (26.53) 7.0(0.03)  (1.17-41.46) 5.7(0.05)  (0.98-32.97)
Alta 0 (0) 1(3.51) 4 (8.16) 1.1(0.93)  (0.08-16.46) 2.2(0.52)  (0.19-16.39)
total 17(100) 27 (100) 59 (100)
Localizacién p=0.008"
Negativo 12 (70.59) 11 (19.30) 12 (24.49) 1.0 1.0
1 tercio 2 (11.76) 15(26.32) 6 (12.24) 4.4(0.07)  (0.90-21.95) 1.7(0.53)  (0.32-9.03)
2 tercio 040 1 (5.88) 11 (19.30) 5 (12.24) 10.9 (0.04)  (1.09-110.60)  5.6(0.14)  (0.54-57.46)
todo 2 (11.76) 20 (35.09) 25 (51.02) 7.6(0.02)  (1.35-43.45) 9.3(0.01) (1.70-50.79)
total 17 (100) 57 (100) 49(100)

n=numero de casos

r=coeficiente de correlacidon de contingencia

a Valor de p asociado a la prueba exacta de Fisher
*OR= riesgo ajustado por edad

IC=intervalo de confianza
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Infeccion por VPH-AR y LEI

Para determinar la presencia de VPH-AR se realiz6 la técnica de hibridacion in situ,
en 111 muestras de cérvix uterino, 12 de tejido sano, 51 LEIBG y 48 LEIAG. En
tejidos cervical sano el 83.33% fue negativo, 16.67% positivos, se encontro
correlacion positiva entre la presencia de la infeccion por VPH-AR y el grado de
lesion con r= 0.47 (cuadro 2) con patron de sefal difuso, y fueron negativos a la
expresion de COX-2, VEGF y MMP-9. Para LEIBG el 74.51% fue positivo, de los
cuales 33.33% presentd el patron de sefal difuso, y el 23.53% patron de sefial
puntiforme. Para LEIAG el 93.75% fue positivo, de estos el 43.75% presentd patron
mixto. Se encontraron diferencias significativas (p=0.00) entre los casos que
presentan infeccién por VPH-AR y los que no la presentan, asi como diferencias
estadisticas significativas entre los diferentes patrones de sefial: puntiforme, difuso y
mixto (figura 4).

Se realizd un andlisis bivariado donde se encontr6 asociacion estadistica
significativa entre la presencia de la infeccion por VPH-AR con LEIBG (OR=12.8), y
con LEIAG (OR= 69.0), con una p=0.00 (Cuadro 2). Ademas de asociacién con los
diferentes patrones de sefial difuso, puntiforme y mixto con LEIBG (OR=5.2, 9.3 y
5.9) datos no significativos; para LEIAG obtuvimos asociacion con el patron de sefial
difuso, puntiforme y mixto (OR= 21.8, 27.7 y 64.0) valor significativo (P=0.00)
(Cuadro 3).

VPH-AR y expresiéon deCOX-2, MMP-9 y VEGF

Para COX-2 se estudiaron 97 muestras de cérvix, de las cuales 25 fueron negativos
y 72 positivos para la infeccion de VPH-AR. En la expresion de VEGF, se estudiaron
100 muestras de cérvix, de las cuales 25 fueron negativos y 75 positivos para VPH-
AR. En la expresion de MMP-9, se estudiaron 102 muestras de cérvix, 26 fueron
negativas y 76 positivas a VPH-AR. La edad media fue de 37 afios con desviacion

estandar de 10 anos.
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Para los casos negativos a VPH-AR, el 48% de los tejidos no present6 expresion de
COX-2, el 40% no expresdé VEGF vy el 42.31% no expresé MMP-9, de los casos
positivos a VPH-AR, el 26.39% tuvieron expresion de COX-2 en todo el espesory el
30.56% con intensidad leve, el 29.33% expres6 VEGF en todo el espesor, el 36%
con intensidad leve, para MMP-9 el 43.42% expresaron en todo el espesor y el

50.0% con intensidad leve.

Se encontro relacion entre la localizacion de la expresion proteica y la intensidad con
la infeccion por VPH-AR ademéas de diferencias significativas. Se determiné la
asociacion entre COX-2, VEGF y MMP-9 con VPH-AR para lo que se realizdé un
analisis multivariado donde se encontré un OR de 1.2 cuando COX-2 es expresado
en todo el epitelio y 1.0 cuando la intensidad es alta, la expresion de VEGF tuvo
una asociacion de 2.1 cuando la expresion ocupa todo el espesor y de 4.9 cuando la
expresion es alta, de la misma manera MMP-9 tuvo una asociacion de 3.1 cuando se
expresa en todo el epitelio y de 3.1 cuando la expresion es alta, no todos los valores

son significativos con un nivel de confianza de 95% (Cuadro 4).

Cuadro 2. Asociacion de la expresion de VPH-AR Y LEI

Diagnostic r TEJ. LEIBG LEIAG LEIBG IC LEIAG IC
) CERVICAL n (%) n (%) *OR (p) *OR (P)
VPH-AR SANO n (%)
0.47 p=<0.000%
NEGATIVO 10 (83.33) 13 (25.49) 3(6.25) 1.0 1.0
POSITIVO 2 (16.67) 38 (74.51) 45(93.75) 12.8(0.00) (2.26-72.7) 69.0(0.00) (9.9-481.1)
TOTAL 12 (100.00) 51(100.00) 48 (100.00)

n=ndmero de casos.

r=coeficiente de correlacién de contingencia
a =valor asociado a la prueba exacta de Fisher
*OR=riesgo ajustado por edad.

IC= intervalo de confianza
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Cuadro 3. Asociacion del patrén de sefial de VPH-AR Y LEI

Diagnéstico TEJ. CERVICAL  LEIBG LEIAG LEIBG IC LEIAG IC
VPH-AR SANO n (%) n (%) n (%) *OR (p) *OR (p)

p=<0.000%
NEGATIVO 10 (83.33) 13 (25.49) 3 (6.25) 1.0 1.0
PUNTIFORME 0 (0.00) 12 (23.53) 9 (18.75) 9.3 (0.73) (0.82-77.62) 27.7 (0.01) (2.4-322.48)
DIFUSO 2 (16.67) 17 (33.33) 15 (31.25) 5.2 (0.66)  (0.90-29.94) 21.8 (0.00) (3.02-158.39)
MIXTO 0 (0.00) 9 (17.65) 21(43.75) 5.9(0.13) (0.60-58.17)  64.0 (0.00) (5.80-706.0.0)
TOTAL 12 (100.00) 51 (100.00) 48 (100.00)

n=nlmero de casos.

a =valor asociado a la prueba exacta de Fisher
OR*=riesgo ajustado por edad.

IC=intervalo de confianza

PATRON DE SENAL DE VPH-AR

Figura 4. A) Muestra el patron de expresion puntiforme B) muestra el patron difuso C) presenta el
patron mixto (flecha roja puntiforme, flecha negra difusa). Técnica de hibridacién in situ con
amplificacion con tiramida aumento A y B 100X y C 10X.
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Cuadro 4. Asociacion de la expresion de COX-2, VEGF, MMP-9 y VPH-AR

; NEGATIVO POSITIVO OR ajustado IC
Proteina r n (%) n (%) (p)*
COX-2
Intensidad p=<0.791%
Nula 12 (48.00) 30 (41.67) 1.0
Leve 8 (32.00) 22 (30.56) 1.1(0.23) (0.33-3.91)
Moderada 0.10 3 (12.00) 15 (20.83) 1.6 (0.59) (0.29-8.81)
Alta 2 (8.00) 5 (06.94) 1.2 (0.67) (0.40-4.04)
total 25(100.00) 72 (100.00)
Localizacién p=<0.972°
Negativo 12 (48.00) 30 (41.67) 1.0
1 tercio 5 (20.00) 15 (20.83) 1.0 (0.36) (0.36-3.07)
2 tercio 0.06 2 (08.00) 8 (11.11) 2.0 (0.50) (0.50-8.75)
todo 6 (24.00) 19 (26.39) 1.2 (0.96) (0.15-5.73)
total 25(100.00) 72 (100.00)
VEGF
Intensidad p=<0.206%
Nula 10 (40.00) 18 (24.00) 1.0
Leve 10 (40.00) 27 (36.00) 1.5 (0.46) (0.51-4.33)
Moderada 0.21 3 (12.00) 11 (14.67) 1.8 (0.42) (0.41-8.38)
Alta 2 (08.00) 19 (25.33) 4.9 (0.06) (0.93-25.71)
total 25 (100.00) 75 (100.00)
Localizacién p=<0.529%
Negativo 10 (40.00) 18 (24.00) 1.0
1 tercio 4 (16.00) 18 (24.00) 2.1 (0.28) (0.54-8.33)
2 tercio 0.16 5 (20.00) 17 (22.67) 1.8(0.36) (0.51-6.44)
todo 6 (24.00) 22 (29.33) 2.1 (0.22) (0.63-7.02)
total 25 (100.00) 75 (100.00)
MMP-9
Intensidad p=0.102°
Nula 11 (42.31) 15 (19.74) 1.0
Leve 8 (30.77) 38 (50.00) 2.7 (0.15) (0.69-10.58)
Moderada 024 7(26.92 20 (26.32) 2.1(0.29) (0.53-8.40)
Alta 0 (0.00) 3(03.93) 3.1 (0.05) (0.96-9.93)
total 26(100.00) 76 (100.0)
Localizacidn p=0.157%
Negativo 11 (42.31) 15 (19.74) 1.0
1 tercio 4 (15.38) 16 (21.05) 2.7 (0.15) (0.69-10.58)
2 tercio 0.23 4 (15.38) 12 (15.79) 2.1(0.29) (0.53-8.40)
todo 7 (26.92) 33 (43.42) 3.1 (0.05) (0.96-9.93)
total 26 (100.00) 76 (100.00)

n=nUmero de casos

r=coeficiente de correlacion de contingencia

a Valor de p asociado a la prueba exacta de Fisher

*OR=riesgo ajustado por edad
IC=intervalo de confianza
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Discusion y conclusiones:
COX-2 es una enzima clave en el proceso inflamatorio con la produccién de PGs,
principalmente PGE2 que se ha reportado sobreexpresada en diferentes canceres

U 10,11

humanos como el de colon, mama, higado, y CaC , ha sido asociada al

comportamiento tumoral clinico agresivo por su importante implicacion en induccién

de moléculas antiapoptoticas como Bcl y Mc1-1%3*

, induccion de VEGF promoviendo
angiogénesis ', y por otro lado a la sintesis de MMPs '°*3, Castle et al., 2001° vy
Sheu et al., 2003%° reportaron asociacién del proceso inflamatorio crénico con el
desarrollo de LEI. Estas son algunas razones por la que en este trabajo se decidié

evaluar la expresion de COX-2, MMP-9 y VEGF en LEI.

No se expresaron COX-2, VEGF y MMP-9 en mas del 70% de las muestras con
epitelio cervical sano, en las muestras que mostraron expresion COX-2 se presentd
con intensidad leve en el primer tercio principalmente, VEGF se present6 en todo el
epitelio con intensidad leve, y MMP-9 se expreso con intensidad leve a moderada en
los tres diferentes tercios. COX-2 es una enzima inducible, secretada principalmente
por fibroblastos y mastocitos ante las agresiones del medio ambiente, participa
ademas en la etapa premenstrual, MMP-9 es influenciada por el estradiol y la
disminucién de la progesterona en la etapa premenstrual y en la primera fase del
ciclo menstrual. VEGF por su parte esta ligado a la regeneracion del endometrio en
el ciclo menstrual, influenciado por los estrogenos. Al considerar que estas
observaciones pueden explicar la presencia de la expresion en los tejidos sanos,
debido a que no se obtuvo el dato sobre la fase del ciclo menstrual que cursaban las

pacientes al momento de la toma de muestra.

En los casos de LEIBG se encontré asociacion con COX-2 cuando la intensidad es
moderada y se localiza hasta el segundo tercio, (OR=12.4y 7.5), para VEGF cuando
la intensidad es alta y ocupa todo el espesor (OR=8.4 y 10.1), y MMP-9 cuando la
intensidad es leve y ocupa hasta el segundo tercio (OR=8.1y 10.9). Sin embargo,
para los casos de LEIAG la asociacion fue en menor grado para COX-2 comparado

con LEIBG, no asi en el caso de MMP-9 y VEGF, pero se pudo observar que el
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grado de asociacion de VEGF con LEIBG se duplicé en el caso de LEIAG, cuando
la intensidad es fuerte y ocupa hasta el segundo tercio (OR= 25.8 y 32.7). Nuestros
resultados coinciden con Dursun et al., 2007° quien reportd en carcinoma de células
escamosas (CCS) y neoplasia intraepitelial cervical (NIC3) diferencias significativas
en la expresion de COX-2, sugiriendo su participacion en estados previos a CaCU,
aun cuando Sarian et al., 2006* no encontraron asociacién en la expresién de COX-
2 con todos los grados de NIC, CaCU y tejido normal. Por otro lado, al observar los
resultados obtenidos, se encontré principalmente mayor asociacion de VEGF con
LEIBG y LEIAG en comparacion con COX-2 y MMP-9, con este hallazgo
coincidimos con Tangjitgamol et al., 2005* quienes reportaron la mayor expresién de
VEGF en comparacion con COX-2 en carcinoma neuroendocrino de ceérvix uterino,
también Vences et al., 2007*® encontraron predominio de la expresién de VEGF en
comparacién con COX-2 “°, de manera inversa a lo que reportan Dai et al., 2005,
quienes evaluaron VEGF, COX-2 y PGE en lesiones premalignas y reportaron que
COX-2 se expresaba en los diferentes grupos y VEGF se presentd principalmente
en células cancerosas, por lo que el marcador dominante fue COX-2, lo mismo que
Hames et al., 2008*, quienes evaluaron c-fms, COX-2 y VEGF, en lesiones
premalignas, donde COX-2 fue el biomarcador que se expreso6 en la mayor cantidad
de casos de la poblacion estudiada. Por lo tanto, en este estudio la expresion de
COX-2 al estar asociado principalmente con LEIBG y en menor grado con LEIAG,

implica la participacién del proceso inflamatorio en el desarrollo de LEI.

Varios autores han evaluado la expresion de VEGF, por la induccion de la PGEZ2,
generada a partir de COX-2"111325284547 gin embargo, en el presente estudio VEGF
esta sobreexpresado de manera superior a COX-2; VEGF es promovido
principalmente por el factor inductor de hipoxia uno alfa (HIF-1a) y otras moléculas
como IL-1B, TNF-q, IL 6 y 8, el 6xido nitrico y mutaciones en oncogenes como Ras,

Src y los receptores cinasa de erB2/Her-2, EGF***

, asi como el estradiol y los
estrogenos. Tomando en cuenta estas observaciones podemos sugerir que la

sobreexpresion de VEGF en la poblacion de estudio, no es solo influida por COX-2.
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Es considerado que VEGF patrticipa en la carcinogénesis de diferentes canceres,
entre ellos el CaCU, y es sugerido como factor pronostico de progresion tumoral,
metastasis y supervivencia’®?®%’. Aunque algunos autores como Song et al., 2009 **
no encontraron diferencias significativas de la expresion de VEGF y COX-2 con el
grado de lesién, ellos sb6lo compararon grupos de NIC2 y NIC3. Sin embargo, la
poblacidn estudiada fueron mujeres asiaticas y el nUmero de casos es un poco mas
de la mitad que el que nosotros estudiamos; Hames et al., 2008*", sugieren que para
este tipo de estudios es necesario tomar en cuenta todos los grupos de LEI, ademas
de grupos de tejido sano y CaCU, para poder establecer grupos de comparacion y
asociar biomarcadores de progresion. Por lo tanto con base en los hallazgos
presentados en este trabajo sugerimos la utilidad de VEGF como biomarcador de

progresion de LEI.

Las MMPs participan en la remodelacién y degradacion de la matriz extracelular en
condiciones benignas y cancer, por su amplia capacidad de degradar varios
compuestos de la matriz extracelular y de la membrana basal, facilitan la invasion
local de células tumorales y la subsecuente invasion vascular. En este estudio se
encontré asociacion significativa en la sobreexpresion de MMP-9 y los diferentes
grados de LEI con intensidad y localizacion de la expresion, coinciendo con lo

2032383941 qiienes evaluaron la

reportado por de Sheu et al., 2003%° otros autores
expresion MMPs en LEI y CCS, observaron aumento de la expresién en relacion con
el grado de lesion, y nula expresion en tejido sano. Por lo tanto, las células que
expresan MMP-9 tienen mas posibilidades de avanzar hacia los distintos tercios del
epitelio escamoso, modificando la polaridad celular caracteristica del epitelio

escamoso estratificado.

Davidson et al., 1999°° reportaron diferencia de intensidad en la expresién de MMP-9
entre los grupos celulares que tuvieron mal comportamiento clinico y los que no,
ademas tener ausencia de expresion de MMP-9 en el grupo de tejidos sanos, con lo

gue sugieren que MMP-9 es un marcador de fenotipo celular maligno. Arguello et al.,
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2004°® encontraron diferencias significativas entre la expresiéon de MMP-9 con el tipo
histologico de CaCU, donde MMP-9 y 3 fueron predominantemente expresadas en
adenocarcinoma de cérvix uterino (AdC) en comparacion con CCS. Nosotros aunque
no evaluamos respuesta clinica, encontramos también negatividad en el 70% de
nuestro grupo de tejidos sanos, y sobreexpresion para LEIBG y LEIAG, 80% y 75%
respectivamente. Se considera que el aumento de MMPs en los casos de LEI e
incluso en CaCU etapa | (segun la clasificacion de la federacion internacional de
gineco-obstetricia, “FIGO”) con alta intensidad de expresion puede ser suficiente para
degradar la matriz extracelular de manera local, pero no para metastatizar; Davidson
et al., 1999 *° evaluaron la expresiéon y actividad enzimatica de MMP-9, y
encontraron que no en todos los casos habia actividad a pesar de presentar fuerte
intensidad, en conclusion, es posible encontrar sobreexpresion de MMP-9 en LEIBG,
sin embargo, puede no estar en forma activa por lo que no necesariamente deba
haber metastasis en esta etapa *. Con estos resultados y los antecedentes de otros
autores gue han evaluado la expresiéon de MMP-9 con otras técnicas como ELISA 'y
Zimografia, entre otras, los resultados sugieren a MMP-9 como marcador temprano
de progresion de LEI, y en las etapas del CaCU segun la clasificacion de la FIGO 2,
Sugerimos por tanto a MMP-9 como biomarcador de progresion de LEI, que puede

sugerir vigilancia estricta en las pacientes que la expresan.

La infeccion por VPH tiene alta incidencia entre las enfermedades de transmision
sexual en México, es un factor necesario pero no suficiente para desarrollar CaCU,
estos virus estan clasificados por su efecto oncogénico como de bajo, indeterminado,
alto y probable alto riesgo oncogénico, de estos ultimos los de mayor importancia son
los tipos 16 y 18 por su capacidad para integrarse al genoma celular, en este
aspecto radica la importancia de identificar el genotipo viral cuando la infeccion esta
presente, aun cuando no se aprecien alteraciones morfologicas y como ampliamente
se ha documentado se encontr6 también alta asociacion entre el VPH-AR con
LEIAG (OR=69, p=0.00).

El VPH se ha relacionado ampliamente con el proceso inflamatorio®*, de manera

gue algunos autores han estudiado las formas en que el virus puede influir sobre
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este, asi Subbaramaiah et al., 2007 ?’ reportaron la actuacién de las oncoproteinas
E6 y E7 del VPH-16 en el sitio promotor de COX-2 favoreciendo su sobreexpresion, a
estas observaciones se suma Young et al,. 2008, quienes agregan que dicha
participacion es por via del receptor EGF-R, sumados a la asociacion significativa
entre VPH16 y COX-2 que reportd Sarian et al,. 2006**. En el presente estudio se
encontré asociacion con VPH-AR cuando COX-2 presenta expresion hasta el
segundo tercio y cuando la intensidad es moderada (OR= 2.0 y 1.6) datos no
significativos, ademas de correlacion positiva entre la expresion y los casos positivos
de VPH-AR.

Para la expresion de VEGF también hay reportes de la influencia de las
oncoproteinas E6 de VPH-16 y 183354849 |3 actuacion de estas en el sitio SP-1 de
la regién promotora de VEGF producen sobreexpresion de este, por otro lado evitan
la degradacion del IHF-1a por inhibicion de la via de ubiquitinas, estimulando
indirectamente a VEGF®"*°, ademas la proteina E5 de VPH-16 induce a VEGF a
través de la via MEK/ERK y PIK3/AKT>!. Nosotros encontramos correlacién positiva
y asociacion entre la infeccion de VPH-AR y expresion de VEGF cuando la
intensidad de expresién es alta (OR=4.9) datos no significativo, coincidiendo con los
hallazgos de Shi et al., 2007 quienes encontraron asociacién entre las lineas
celulares de Hela y la expresién de VEGF, asi también Song et al., 2007%

encontraron asociacion entre la carga viral de VPH-AR 'y VEGF.

Sobre la relacion entre el VPH con MMP-9 se ha reportado poca informacion, en
este estudio se encontrd asociacion significativa entre la expresion de MMP-9 y VPH-
AR. Asi también Katori et al., 2006 reportaron asociacién entre VPH y MMP-9 y 2,

con lesiones premalignas de carcinoma nasal®?

, sugiriendo participacion de estas
MMPs en la carcinogénesis de mucosa nasal, por otro lado Cardeal et al., 2006
encontraron la sobreexpresion de MMP-9 en lineas celulares Hela, SiHa y Caski,
donde la expresion mayor fue en células CaskKi.

La técnica de HIS de amplificacion con tiramida nos permite detectar la presencia del

genoma del VPH mostrandonos su localizacion fisica en el epitelio cervical uterino y
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sitio especifico dentro de la célula, Cooper et al.,1991°* implementaron la técnica de
hibridacién in situ e hicieron un analisis comparativo acerca del patron de sefial
observado en las laminillas tratadas, donde comentan sobre la forma de expresion
puntiforme (puntos observados en el nucleo), con la infeccién por el VPH en su
forma integrada, al patron difuso (todo el nucleo tefiido) donde se considera
representa la presencia de la infeccion por VPH en estado episomal, y la forma mixta
donde se presentan ambos patrones y se considera es una transicion del estado

episomal al integrado.

En el presente estudio se observo la localizacion de expresion principalmente en
células basales, coincidiendo con el ciclo del VPH, debido a su tropismo por las
células con capacidad de replicarse, en cuanto a la relacion entre el patron de sefial
y el grado de LEI, el patron de sefial difuso (33.33%) predominé en los casos de
LEIBG, pero también se present6 el patron puntiforme (23.53%) y en menor medida
el mixto (17.65%), en el caso de LEIAG predominé el patrén mixto (43.75%) seguido
del difuso (31.25%) y puntiforme (18.75%) respectivamente. Esto nos habla de los
casos con LEIBG que mostraron patron de sefial puntiforme y difuso tienen mayor
predisposicién a progresar a LEIAG en comparacién con las que presentaron patron
difuso. Omori et al., 2007>° reportaron al patrén puntiforme a partir de NIC2 y este
fue mayor en NIC3, a diferencia de nuestros resultados donde el patron puntiforme,
se expres6 desde los casos de LEIBG, por su parte Guo et al.,2008 *° encontraron
que el patrén puntiforme de HIS fue mas frecuente conforme aumentaba el grado de
lesion, ademas reportaron células positivas a VPH-16 en el 50% de las lesiones, y
estas fueron localizadas en las capas superficiales de NIC1, la expresion entre el
segundo tercio y todo el espesor fue para NIC 2, 3 y CaCU. Por lo que en los casos
de LEIBG que mostraron patron de sefial puntiforme y el patron mixto en LEIAG

tienen mayores posibilidades de progresar a carcinogénesis.

Las muestras con LEIBG y LEIAG que no presentaron sefial, fueron consideradas
negativas, ya que no se detecta ninguno de los tipos virales de la sonda que

aplicamos, sin embargo, esto no excluye la posibilidad de la presencia de otro
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genotipo viral de los otros subgrupos, por lo que se sugieren otros estudios con
sondas que incluyan los demés genotipos virales.

Con base en los resultados presentados podemos sugerir la importancia de MMP-9 y
VEGF como biomarcadores predictores de progresion en LEI, y la participacion de
COX-2 en el desarrollo de LEIBG, ademéas de que su interrelacion con el proceso
inflamatorio los convierte en blancos terapéuticos factibles para el uso de tratamiento
profilactico en LEIl, ahora que se cuenta una gama de productos como los
antiinflamatorios no esteroideos, con costos accesibles, de entre los cuales estan los
inhibidores selectivos de COX, asi como drogas antiangiogénicas, que se encuentran
en estudios preclinicos, con resultados prometedores, sea cualquiera de los tres
marcadores pueden ser inhibidos directa o indirectamente, permitiéndonos actuar en
los casos de LEI, cuando presenten sobreexpresion de COX-2, VEGF y MMP-9, y
en el tratamiento de CaCU como terapéutica adyuvante. El tipo de técnicas
utiizadas en este trabajo tienen la factibilidad de montarse en un laboratorio
prescindiendo de equipos demasiado costosos, los reactivos se pueden adquirir
comercialmente, y se pueden aplicar de manera retrospectiva, utilizando material de
archivo, que se obtiene dentro de la cadena de estudios implicados en el programa
de deteccion oportuna de CaCU, por lo que resulta una herramienta accesible y de
complementacion clinica, agregado a esto no se requiere someter a las pacientes a

procedimientos invasivos adicionales.

En conclusién COX-2 se sobreexpresa en LEIBG; sugerimos VEGF y MMP-9 como
biomarcadores que al estar relacionados con la respuesta inflamatoria participan de
forma clave en la carcinogénesis de CaCU, y puedan ser usados con valor
pronéstico en el manejo y vigilancia de las mujeres que cursan con algun grado de
LEI.

El VPH-AR esta asociado a la expresion de COX-2, VEFG y MMP-9, de manera que

ejerce influencia sobre la expresion de estas tres proteinas.
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