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l. RESUMEN

Introduccion: EI carcinoma de células escamosas (CCE) se relaciona
causalmente con las oncoproteinas E6 y E7 del virus del papiloma humano de alto
riesgo (VPH-AR), varios estudios han sugerido el papel del estrés oxidativo en la
progresion de una lesién escamosa intraepitelial (LEI) a CCE, al inducir dafio al
ADN vy la integracion del VPH-AR, que esta asociado a la sobreexpresion de
proteinas especificas. Objetivo: Evaluar la expresion de Prx Il y MCM2/TO2a en
muestras cito-histolégicas de la misma paciente y conocer si existe una relaciéon
entre la expresion de las proteinas con el estado fisico del VPH-AR. Materiales y
métodos: Se analizaron muestras cito-histoldégicas de 100 mujeres; 20 citologias
en base liquida con células sin LEl/sin VPH, 20 sin LEl/con VPH, 20 citologias y
20 biopsias con LEI de bajo grado (LEIBG), 20 citologias y 20 biopsias de LEI de
alto grado (LEIAG) y 20 biopsias de CCE. El genotipo viral se determiné por INNO-
LiPA-HPV Genotyping Extra Il Amp. La expresion de las proteinas se evaluo
mediante inmunocito-histoquimica y se cuantificé con el Software Image Pro Plus
6.0. El estado fisico del VPH-AR por hibridaciéon In Situ con amplificacién con
tiramida. Resultados: Se identificaron 10 tipos de VPH-AR, siendo el mas
frecuente el VPH-16 con el 35.9%. La expresion de Prx Il y MCM2/TOP2a
incrementd de acuerdo al grado de lesion cito (p<0.001) e histolégica (p<0.001). El
estado fisico el VPH-AR se asocio con el grado de la lesiéon (p<0.001). No se
observaron diferencias significativas entre el estado integrado y los niveles de
expresion de Prx Il y MCM2/TOP2a. Conclusion: La expresion de Prx Il y
MCM2/TOP2q, tanto citolégica como histolégica, increment6 de acuerdo al grado
de lesibn en presencia del VPH-AR, lo que evidencia la alteracion en la
proliferacion celular y el desbalance redox mitocondrial, por lo cual, se sugiere que
estas proteinas podrian ser potenciales biomarcadores de la progresion de la
lesion, utilizando la citologia en base liquida e inmunocitoquimica y se podria en el
seguimiento de los casos, descartar una lesion mayor y de manera oportuna.

Palabras claves: Lesiones escamosas intraepiteliales, carcinoma de células

escamosas, Peroxiredoxina-lll, MCM2/TOP2a, VPH-AR, estado fisico viral.
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Il. ABSTRACT

Introduction: Squamous cell carcinoma (SCC) is causally related to the high-risk
human papilloma virus (HR-HPV) oncoproteins E6 and E7, several studies have
suggested the role of oxidative stress in the progression of a sqguamous
intraepithelial lesion (SIL) to SCC, by inducing DNA damage and the integration of
HR-HPV, which is associated with overexpression of specific proteins. Objective:
To evaluate the expression of Prx Il and MCM2/TOP2a in cyto-histological
samples of the same patient and to know if there is a relationship between the
expression of proteins with the physical state of HPV-AR. Materials and methods:
Cyto-histological samples from 100 women were analyzed; 20 liquid based
cytologies with cells without SIL/without HPV, 20 without SIL/with HPV, 20
cytologies and 20 biopsies with SIL of low grade (LSIL), 20 cytologies and 20
biopsies with high grade (HSIL) and 20 biopsies of SCC. INNO-LiPA-HPV
Genotyping Extra Il Amp determined the viral genotype. The expression of the
proteins was evaluated by immunocyto-histochemistry and quantified with the
Software Image Pro Plus 6.0. The physical state of HR-HPV by In Situ
hybridization with tyramide amplification. Results: were identified 10 types of HR-
HPV, being the most frequent HPV-16 with 35.9%. The expression of Prx Il and
MCM2/TOP2a increased according to the degree of cyto (p <0.001) and
histological (p <0.001). The physical state of the HR-HPV was associated with the
degree of the lesion (p <0.001). No significant differences observed between the
integrated state and the expression levels of Prx Il and MCM2/TOP2a.
Conclusion: The expression of Prx Ill and MCM2/TOP2a, both cytological and
histological, increased according to the degree of injury in the presence of HR-
HPV, which shows the alteration in cell proliferation and mitochondrial redox
imbalance, so it is suggested that these proteins could be potential biomarkers of
the progression of the lesion, using the liquid-based cytology and
immunocytochemistry and could be in the follow-up of the cases, rule out a major
injury and in a timely manner.

Key words: Intraepithelial squamous lesions, Squamous cell carcinoma,
Peroxiredoxin Ill, MCM2/TOP2a, HR-HPV, viral physical state.
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Il INTRODUCCION

El carcinoma de células escamosas (CCE) representa la tercera causa de muerte
en mujeres a nivel mundial con una incidencia del 15.5% y una mortalidad del
12.8%; y la segunda causa de muerte en mujeres mexicanas (Torre, et al., 2012).
El CCE se relaciona causalmente con la sobreexpresion de los oncogenes E6 y
E7 del virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR) (Saunier, et al., 2008),
el mas frecuente es el VPH-16 (Ferlay, et al., 2012), asimismo, el estrés oxidativo
(EO) generado por las infecciones bacterianas puede contribuir a la iniciacion y/o
progresion de la LEI (Mitra, et al., 2016).

Las infecciones bacterianas como Gardnerella vaginalis promueven la inflamacién
cronica, que junto con las oncoproteinas virales E6 y E2 del VPH-AR pueden
condicionar una infeccion persistente, que favorece la presencia de EO. ElI EO
puede ser cofactor en la estimulacion de la integracion viral promoviendo la
desregulacion de los oncogenes celulares y virales durante la progresion del CCE,
en consecuencia, la proliferacion celular, invasion y metastasis (Senapati et al.,
2016).

El EO afecta a las células como resultado del incremento de las especies reactivas
del oxigeno (ROS por sus siglas en inglés), por pérdida de la funcidon antioxidante
o por falla en los mecanismos de reparacion del dafio oxidativo (Gulam, et al.,
2006; Kim, et al., 2009). El EO ocasiona dafios a proteinas, lipidos y al ADN (Ding,
et al., 2007), al respecto, Chen y cols., reportaron que la isoforma de E6 del VPH-
16, la E6 estrella (E6*) es capaz de incrementar los niveles de ROS al inhibir la
gamma glutamil sintetasa (gamma GCS), enzima que cataliza el primer paso de la
sintesis del glutation, causando EO y en consecuencia, dafio al ADN, este evento
favorece la integracion del VPH-16 (Chen, et al., 2016).

La integracion del ADN viral en el genoma del huésped se postula como un evento
temprano en la carcinogénesis cervical, dado que el estado integrado del VPH-AR
se reportd en casos de lesiones escamosas intraepiteliales (LEI) de bajo grado
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(LEIBG) (Kulmala et al., 2006). El grupo de trabajo encontré la integracion del
VPH-16 en muestras de células sin LEI, asi como en LEIBG de mujeres
guerrerenses (Vega-Pefia et al.,, 2013). La integracion del ADN del VPH-AR
elimina o interrumpe el fragmento de la region E1 y E2 y la sobreexpresion de los
oncogenes E6 y E7 del genoma viral; que inactivan las funciones de los genes
supresores de tumor p53 y Rb respectivamente asi como la activacion de

oncogenes en el genoma del huésped (Adams et al., 2014).

La importancia del diagnéstico de las LEI ha llevado a la busqueda de marcadores
involucrados en la persistencia e integracion viral, relacionados con el EO. Dado
gue la integracién favorece la alteracidon de la expresion de genes involucrados en
la carcinogénesis cervical (Pinto et al, 2012); es importante analizar
biomarcadores implicados en condiciones especificas; tal es el caso de la
Peroxiredoxina-1ll, enzima antioxidante, que regula los niveles de ROS al
metabolizar el H202 en presencia de tioredoxina, ya que se encontro
sobreexpresada en NIC I-lll y en cancer cervical (Kim, et al., 2009), puesto que
permite evaluar un contexto redox mitocondrial (Cox, et al., 2010; Whitaker, et al.,
2013).

Por otro lado, la persistencia de la lesion y el monitoreo de las pacientes es
importante, por ello un marcador que nos permita evaluar la tasa de proliferacion
en relacion al VPH-AR es de suma importancia, dentro de este contexto,
MCM2/TOP2a son proteinas implicadas en la progresion de la LEI en presencia
del VPH-AR, ya los oncogenes E6 y E7 del VPH-AR promueven la sobreexpresion
de MCM2/TOP2a. MCM2 es una enzima involucrada en la formacion de horquillas
de replicacion y en el reclutamiento de otras proteinas relacionadas con la
replicacion del ADN, mientras que TOP2a participa en procesos como la
condensacion cromosomica, la separacion de croméatidas y el alivio del estrés por
torsion que se produce durante la transcripcién y replicaciéon del ADN (Brown, et
al., 2012). Se ha sugerido que la evaluacion de MCM2/TOP2a puede evidenciar la
progresion de la LEIBG a LEIAG, por lo que es necesario detectar aquellas

lesiones que puedan progresar a una lesion mayor (Brown, et al., 2012).
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Por lo que nos parecié importante evaluar la expresion de Prx Il que denota un
contexto de EO mitocondrial y por otro lado MCM2/TOP2a nos habla de la
infeccion persistente del VPH, que juntas pueden coadyuvar para favorecer la
persistencia, integracion y progresion de las lesiones premalignas y malignas del
cérvix uterino. Por ello, en este estudio se evalué la expresion de Prx Ill y
MCM2/TOP2a y su relacion con el estado fisico del VPH-AR, en muestras cito-
histologicas de cada una de las pacientes y determinar si la integracién del VPH-
AR incrementa la expresion de dichas proteinas y de esta manera contribuir con
resultados complementarios en el diagnostico oportuno de las LEI y CCI, de esta
manera aportar informacién acerca de grupos de riesgo que puedan progresar una
lesibn mayor a través de métodos menos invasivos como la citologia en base

liquida.
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V. MATERIALES Y METODOS

Pacientes y muestras

Se estudiaron mujeres que acudieron al servicio de colposcopia para la toma de
muestra cito-histologica del servicio clinica de displasias del Hospital General “Dr.
Raymundo Abarca Alarcon” (H.G.R.A.A) de la ciudad de Chilpancingo, Gro.,
también el Instituto Estatal de Cancerologia “Arturo Beltran Ortega” de la ciudad
de Acapulco, Gro., proporciond biopsias de carcinoma de células escamosas y se
tomaron muestras citologicas de mujeres que asistieron al Servicio de
diagnéstico integral de cancer cérvico uterino y VPH de la Facultad de Ciencias
Quimico Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Guerrero. Cada participante
del proyecto firmé el formato de consentimiento informado y respondié una

encuesta con el fin de obtener la informacion clinica y sociodemografica.

De manera general, la toma de muestra cito-histolégica de cada una de las
pacientes fue dirigida por colposcopia y el ginecélogo emitid6 su diagnostico
colposcopico. La muestra citolégica se obtuvo de la lesion que se diagnostico
colposcépicamente asegurando la zona de transformacion escamocolumnar y se
realizé el extendido convencional y se obtuvo una muestra para citologia en base
liquida (liquid-PREP™) (LPT). Después se realiz6 una toma de muestra de estas
zonas para realizar el estudio molecular para la deteccion vy tipificacion del VPH.
Finalmente se realizé la biopsia del siti6 de donde se emiti6 el diagndstico
colposcopico. Las muestras citoldgicas se tifieron por la técnica de Papanicolaou y
el diagnoéstico citologico se emiti6 con base al Sistema de Bethesda, se
clasificaron cuatro grupos: 1) citologias con células sin LEl/sin VPH (n=20), 2),
citologias con células sin LEl/con VPH (n=20), 3) Citologias y biopsias de LEIBG
(n=40), 4) Citologias y biopsias de LEIAG (n=40) y 5) Biopsias de CCE (n=20). En
la muestra de citologia convencional se caracterizo el patron inflamatorio cervical,
clasificandolo en cervicitis aguda, mediante la presencia de leucocitos
polimorfonucleares (PMN) y cervicitis crénica cuanto estaban presentes los PMN

mas los histiocitos. También se realizaron las pruebas de KOH y pH vaginal para
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el diagndstico presuntivo de vaginosis bacteriana utilizando los criterios clinicos de
Amsel y Cols.

Las muestras de biopsias se almacenaron en formol neutro amortiguado en buffer
de fosfatos al 10% para su posterior procesamiento con la técnica de inclusién en
parafina obteniéndose los cortes de 3 um de grosor, los cuales se desparafinaron
en un horno a 70 °C durante 10 min y se preservaron en xilol por 15 dias para
realizar la tincion de H-E para el diagnéstico histopatoldgico. Los demas cortes se
reservaron para las inmunohistoquimicas. El diagnostico histolégico para la
clasificacion de los carcinomas fue en base a los criterios de la Federacion de
Ginecologia y Obstetricia (FIGO) y se utilizod la clasificacion de las neoplasias
intrepiteliales cervicales (NIC) para emitir la equivalencia histologica de las

lesiones premalignas del cérvix uterino.
Tipificacion viral

El tipo viral fue detectado vy tipificado por INNO-LIPA HPV Genotyping Extra I
(Innogenetics) que permite la tipificacion de 28 genotipos de VPH por PCR-SPF10
seguido de una hibridacion reversa con sondas de oligonucleotidos especificos

para la identificacion de cada tipo viral.

Inmunocitoquimica

Las muestras de citologia en base liquida se sometieron a recuperacion antigénica
en una olla de presion (PASCAL-DaKo) en buffer de Citratos (pH 6) (Santa
Barbara, CA, EE.UU.) durante 6 minutos a 120 °C para Prx Ill (Abcam, Cambridge,
UK) y 15 minutos a 120 °C para ProEx™ C (Tripath Imaging, Burkington, NC), para
detectar el complejo MCM2/TOP2a que incluye anticuerpos monoclonales
recombinantes con las clonas MCM2 26H6.19, MCM2 27C5.6, TOTP2A SWT3D1.
La actividad enddgena de peroxidasa fue bloqueada con H20:2 al 3% por 1 hora.
Se incubd el anticuerpo ProEx™ C durante 2 horas y Prx Il (1:200) durante 30
minutos a temperatura ambiente. Las muestras se visualizaron usando el Kit
HRP/DAB (Cell Marque Corporation, Hot Springs, AR, EE. UU) y contratefiidas
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con Hematoxilina de Mayer. La linea celular SiHa (VPH-16) se utilizé como control
positivo. La misma linea, pero omitiendo el anticuerpo primario, se utiliz6 como
control negativo. Como controles para evaluar la expresion de Prx lll, se indujo
estrés oxidativo a una muestra del grupo sin LEIl/sin VPH mediante el uso de Ter-
Butyl-hydroperoxide (TBHP) a una concentracion de 20 pM. Se evalu6 el
porcentaje de células positivas de acuerdo a los criterios de Cambruzzi et al.,
2005; 1-10%, 11-50% y >50%.

Inmunohistoquimica

Las biopsias se preservaron en formol al 10% amortiguado en buffer de fosfatos
durante 1 mes. Se realizaron cortes de 3 micras de espesor. Se realizd
Hematoxilina y Eosina (HE). La exposicion de los epitopes se logré en una olla de
presion (PASCAL-DaKo) en buffer de citratos (pH 6) (Santa Barbara, CA, EE.UU.)
a 120°C durante 10 minutos para Prx Il y 15 minutos para ProEx™ C. La actividad
enddgena de peroxidasa fue blogueada con H202 al 3% por 1 hora. Las muestras
se incubaron con su respectivo anticuerpo; ProEx™ C durante 2 horas, Prx Il
(1:200) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las secciones fueron
visualizadas usando el Kit HRP/DAB (Cell Marque Corporation, Hot Springs, AR,
EE. UU) y contratefiidas con Hematoxilina de Mayer. Los cortes histologicos se
evaluaron tomando en cuenta los criterios establecidos por Sanchez-Rosales et
al.,, 2004; Conesa-Zamora et al.,, 2009: 0 (La inmunotincion se encuentra
solamente en algunas células basales profundas o parabasales del cérvix), 1+
(Inmunomarcaje en 1/3 profundo del epitelio), 2+ (Inmunomarcaje en 2/3 profundo
del epitelio) y 3+ (Inmunomarcaje observado en todo el espesor del epitelio

escamoso cervical, incluyendo las células superficiales).
Andlisis densitométrico

Se capturaron 5 imagenes de diferentes campos mediante un microscopio optico
(Leica DM1000 LED) acoplada a una camara digital (Leica EC3). Las imagenes se
analizaron en el Software Image-Pro Plus 6.0® (IPP6) (Media Cybernetics, Silver
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Spring, MD. USA). Los datos numéricos se presentan como densidad media éptica

relativa + DE.
Hibridacioén in situ

La deteccion del genoma viral se realizé con un sistema de amplificacion de sefial
con tiramida (GenPoint Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EE.UU). Las células se
sometieron a digestion enzimética con proteinasa K (1: 1000) seguido del reactivo
(ADN viral biotilinado) que contiene sondas para los 13 genotipos del VPH-AR (16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68). Las muestras se desnaturalizaron
durante 10 minutos y se sometieron a hibridacion durante 20 horas (Hybridizer
Dako, Carpinteria, CA, EE.UU.). Después se colocan en una solucién astringente
(dilucion 1:50) a 55°C durante 20 minutos y el resultado fue visualizado usando el
Kit HRP/DAB (Cell Marque Corporation, Hot Springs, AR, EE. UU) y contratefiidas
con Hematoxilina de Mayer. La reaccién positiva se visualizé con un color marrén
en el interior del nucleo y de acuerdo con el tipo de sefial se clasific6 como difusa
(estado episomal), puntiforme (estado integrado) o mixto (episomal e integrado).
La linea celular SiHa (VPH-16) se utiliz6 como control positivo que tiene el estado

integrado; la misma linea celular sin la sonda se utiliz6 como control negativo.
Analisis estadistico

La informacion obtenida de los estudios citoldgicos, histolégicos, tipificacion y
datos de las encuestas fueron capturados en el programa STATA version 12. Se
evaluo la relacion entre las proteinas y el estado fisico del VPH-AR. Se determind
la frecuencia relativa para las diferentes variables y se utilizé la prueba ANOVA y
Chi2 para evaluar la correlacion. Para determinar la relacion entre la expresion de
Prx lll, MCM2/TOP2a con el grado de la lesién se utiliz6 un modelo de regresion
lineal obteniendo los coeficientes B con intervalos de confianza del 95%. Se

consider6 un valor significativo de p< 0.05.
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V. RESULTADOS

En el presente estudio, se incluyeron un total de 100 mujeres; 20 muestras de
citologias con células sin LEI/sin VPH, 20 muestras de citologias con células sin
LEIl/con VPH, 20 citologias y biopsias de LEIBG, 20 citologias y biopsias de LEIAG
y 20 biopsias de CCE. Las pacientes con CCE no recibieron tratamiento de
guimioterapia o radioterapia antes de la toma de muestra. La edad promedio fue
de 42.47 (x13.50) afos. En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas generales
de la poblacién, como edad (p=<0.001), I.V.S.A (p=0.003), numero de partos
(p=<0.001) y la respuesta inflamatoria que presenta cada paciente (p<0.001).

Estas variables muestran diferencias significativas de acuerdo al grado de la LEI.

Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacién de estudio

Variables Sin El/sin  Sin LEl/con LEIBG LEIAG CCE Total Valor de
VPHNn=20 VPH n=20 n=20 n=20 n=20 n=100 p
1 40.05 39.45 40.6 374 54.85 42.47
Edad (+9.68) (+10.68) (12.04) (+11.34) (+16.13) (+13.50) <0.001
*LV.S.A
<14 0(0) 0(0) 0) 0 (0) 2 (6.25) 1(1.04) 0.014
14-20 10 (50) 10 (50) 17 (85) 17 (85) 16 (81.25) 67 (69.79) '
>21 10 (50) 10 (50) 3(15) 3(15) 2 (12.50) 28 (29.17)
*N° de compafieros
sexuales
1 14 (70) 12 (60) 11 (55) 12 (60) 11 (68.75) 60 (62.50) 0.856
>2 6 (30) 8 (40) 9 (45) 8 (40) 5(31.25) 36 (37.50) '
*N° de partos
0 12 (60) 10 (50) 0(0) 5 (25) 1(5) 28 (28) <0001
>1 8 (40) 10 (50) 20 (100) 15 (75) 19 (95) 72 (72) '
*Habito de fumar
Si 2 (10) 4 (20) 0(0) 2 (10) 1(5) 9(9) 0.951
No 18 (90) 16 (80) 20 (100) 18 (90) 19 (95) 91 (91) ’
*Habito de beber
alcohol
Si 7 (35) 9 (45) 4 (20) 2 (10) 1(5) 23 (23) 0013
No 13 (65) 11 (55) 16 (80) 18 (90) 19 (95) 77 (77) ’
*Respuesta
inflamatoria
Negativa 1(5 2 (10) 0 (0) 1(5) 4 (5)
Leve 2 (10) 5 (25) 0(0) 0 (0) . 7 (8.75) <0.001
Moderada 16 (80) 13 (65) 17 (0) 12 (60) 58 (72.50) ’
Intensa 1(5) 0 (0) 3 (15) 7 (35) 11 (13.75)
Patrén microbiano
Ninguno 18 (90) 18 (90) 17 (85) 14 (70) " 68 (82.95) 0.382
Células clave 2 (10) 2 (10) 3 (15) 6 (30) 13 (16.05) '

1Edad en media (xDE), valor de p<0.05 (ANOVA). *Datos mostrados en n (%) son frecuencias de las variables
p<0.05 (Chi2). L.V.S.A: Inicio de Vida Sexual Activa. LEl: lesion escamosa intraepitelial, LEIBG: Lesion
Escamosa Intraepitelial de Bajo Grado, LEIAG: Lesién Escamosa Intraepitelial de Alto Grado, CCE: Carcinoma
de células escamosas, ** (Sin datos).

10



Evaluacion de la expresion de Peroxiredoxina-III, MCM2/TOP2a y su relacién con el estado fisico del VPH-AR en la carcinogénesis cervical.

En la muestra de citologia convencional se caracterizd6 el patron inflamatorio
cervical, clasificandolo en cervicitis aguda (presencia de leucocitos
polimorfonucleares (PMN); del grupo sin LEI/sin VPH, el 85% tuvo cervicitis aguda,
el 10% cervicitis cronica (presencia de PMN, linfocitos e histiocitos) y 10% sin
respuesta inflamatoria. Del grupo sin LEl/con VPH; 90% tuvo cervicitis aguda y
10% sin respuesta inflamatoria. Dentro de las LEIBG; el 65% tuvo cervicitis aguda
y 35% cervicitis cronica y respecto a las LEIAG; el 45% tuvo cervicitis aguda y el
55% cervicitis cronica. También se realizaron las pruebas de KOH y pH vaginal
para el diagnostico presuntivo de vaginosis bacteriana utilizando los criterios
clinicos de Amsel y Cols. Del grupo sin LEl/sin VPH y sin LEl/con VPH; sélo el
10% vy del grupo de LEIBG y LEIAG; el 25% presentaron vaginosis bacteriana
(Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas citol6gicas en los extendidos convencionales

Sin LEl/sin VPH Sin LEl/con VPH LEIBG LEIAG
n=20 (%) n=20 (%) n=20 (%) n=20 (%)

Patron microbiano
Ninguno 11 (55) 15 (75) 7 (35) 3(15)
Bacilo de Doderlein 7 (35) 3 (15) 8 (40) 12 (60)
Células clave 2 (10) 2 (10) 5 (25) 5 (25)

Patrén Inflamatorio

Ninguno 2 (10) 2 (10)

Cervicitis aguda 17 (85) 18 (90) 13 (65) 9 (45)
Cervicitis crénica 1(5) 0 (0) 7 (35) 11 (55)

LELI: lesidon escamosa intraepitelial; LEIBG: LEI de bajo grado; LEIAG: LEI de alto grado; VPH-AR:
Virus de Papiloma Humano de alto riesgo.

Frecuencia de los genotipos del VPH

La presencia y tipos de VPH-AR fueron analizadas por el método de INNO-LiPA
HPV Genotyping. El grupo de citologias sin LEl/sin VPH fueron negativos a la
presencia del VPH, mientras que el 35.9% de las muestras fueron positivas para
VPH-16, 3.85% de VPH-18, 31 y 51, 2.56% entre otros, ademas, 38.46% de las
muestras tienen infecciéon mdltiple por VPH (que incluyé VPH-AR y VPH-BR)
(Tabla 3). Estos datos demuestran que el VPH-16 sigue siendo uno de los mas

frecuentes en la carcinogénesis cervical.
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Tabla 3. Frecuencia de los VPH-AR en la poblacion de estudio

Tipos de VPH-  Sin LEl/con LEIBG LEIAG CCE Total
AR VPH n=20 n= 20 n= 20 n=20
16 4 (20) 2 (10) 3 (16.67) 19 (95) 28 (35.9)
18 1(5) 1(5) 1 (5.56) 0 (0) 3 (3.85)
31 1(5) 2 (10) 0 (0) 0 (0) 3 (3.85)
39 1(5) 1(5) 0 (0) 0 (0) 2 (2.56)
45 1(5) 0 (0) 1 (5.56) 0 (0) 2 (2.56)
51 3 (15) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 3 (3.85)
52 2 (10) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (2.56)
53 1(5) 0 (0) 1(5) 0 (0) 2 (2.56)
56 2 (10) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (2.56)
66 0 (0) 1(5) 0 (0) 0 (0) 1(1.28)
IM POR VPH 4 (20) 13 (70) 12 (66.67) 1 (5) 30 (38.46)
(AR Y BR)

Datos mostrados en n (%). LEI: lesion escamosa intraepitelial, LEIBG: Lesion Escamosa Intraepitelial
de Bajo Grado, LEIAG: Lesion Escamosa Intraepitelial de Alto Grado, CCE: Carcinoma de células
escamosas, |.V.S.A: Inicio de Vida Sexual Activa, IM: Infeccion multiple, VPH-AR: Virus del papiloma
de alto riesgo, VPH-BR: Virus del papiloma de bajo riesgo.

Expresion de Prx Il y MCM2/TOP2a en citologias en los grupos de estudio

El nivel de expresion de Prx Il se encontré leve en el 80% de los casos sin LEI/
sin VPH, al igual que en el grupo sin LEl/con VPH. En los casos de las LEIBG, el
75% de las muestras presentaron expresion moderada, el 65% de los casos de
LEIAG, present6 expresion intensa. La expresion de Prx Il increment6 de acuerdo
al grado de la lesién (p<0.001) (Tabla 5 y Figura 2). Respecto a la expresion de
MCM2/TOP2a, el 30% de las células sin LEl/con VPH present6 una expresion leve
de éstas proteinas, mientras el 95% de los casos de LEBG tuvieron expresion
moderada de MCM2/TOP2a, pero el 35% de los casos de LEIAG, presentd una
expresion intensa (Tabla 5 y Figura 2). Estos resultados muestran el incremento

de la expresion respecto al grado de la lesion citolégica (p<0.001).
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Tabla 5. La expresion de Prx Il y MCM2/TOP2a incrementan de acuerdo al grado de
la lesion premaligna en muestras citolégicas

DIAGNOSTICO CITOLOGICO
sin LEl/sin VPH  sin LEl/con VPH LEIBG LEIAG

Nivel de expresion n=20 n=20 n=20 n=20 p
Prx 1

Negativo 0 (0) 2 (10) 0 (0) 0 (0)

Leve (1-10%) 16 (80) 16 (80) 0 (0) 0 (0) <0.001
Moderado (11-50) 4 (20) 2 (10) 15 (75) 7 (35)

Intenso (Méas del 50%) 0(0) 0 (0) 5 (25) 13 (65)
MCM2/TOP2a

Negativo 20 (100) 14 (70) 0 (0) 0 (0)

Leve (1-10%) 0 (0) 6 (30) 0 (0) 0 (0) <0.001
Moderado (11-50) 0 (0) 0 (0) 19 (95) 13 (65) '
Intenso (Mas del 50%) 0 (0) 0 (0) 1(5) 7 (35)

LEI: lesidon escamosa intraepitelial. LEIBG: LEI de bajo grado. LEIAG: LEI de Alto Grado. VPH-AR: Virus del
Papiloma Humano de Alto Riesgo. Datos mostrados en n (%). Diagndstico mediante los criterios de Cambruzzi
et al., 2005, *p=<0.05 (chi2)
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Figura 2. Prx lll y MCM2/TOP2a incrementan de acuerdo al grado de la LEI en presencia del VPH-AR.
Citologia en base liquida tefiida con la tincion de Papanicolaou, representa las caracteristicas de la lesion.
Expresion citoplasmética de Prx Il en muestras sin LEIl/sin VPH, sin LEl/con VPH, LEIBG y LEIAG. Expresion
nuclear de MCM2/TOP2a en muestras sin LEl/con VPH, LEIBG y LEIAG. Control: Células HelLa; expresion
citoplasmatica de PRX Il y nuclear de MCM2/TOP2A. Técnicas: Estreptavidina biotina-Peroxidasa; Citologia en
base liquida. 50um.
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Expresion de Prx Il y MCM2/TOP2a en muestras histologicas de NIC y CCE

Previo al analisis inmunohistoquimico, la tincibn de Hematoxilina-Eosina mostro
que el 20% de los cortes que tuvieron el diagnostico colposcépico de LEIBG y el
15% de LEIAG, soOlo presentaron epitelio cilindrico, por lo que no fueron
representativos de la lesion colposcopica que se diagnostico, en estos casos, la
expresion de las proteinas sélo se evalud en las células cilindricas de epitelio y
glandulas endocervicales presentes en las biopsias dirigidas por colposcopia. Sélo

MCM2/TOP2a se expreso en las células cilindricas (Figura 3).

La evaluacion de la expresion de las proteinas en las lesiones premalignas
muestra que la expresién de Prx Il se encontré en un 62.5% en el primer tercio
profundo del epitelio de las LEIBG (NIC I), mientras que MCM2/TOP2a se observo
solo en el 25% en el mismo estrato epitelial de estos casos (Tabla 6 y Figura 3),
pero en el 62.5% de las lesiones tempranas, la expresion se encontré en los

tercios profundo e intermedio.

En los casos de LEIAG (NIC lI-11I), Prx Il y MCM2/TOP2a mostraron expresion en
los dos tercios profundos del epitelio en un 35.29% y 82.35 respectivamente,
mientras que el 58.82% y 17.65% respectivamente, la expresion de estas

proteinas se encontrd en todo el espesor del epitelio (Tabla 6 y Figura 3).

El 100% de los casos de CCE presentaron expresion de Prx Il y MCM2/TOP2a en
nacleos pleomoérficos de nidos tumorales en el estroma cervical (Tabla 6), tanto
Prx 1l como MCM2/TOP2a mostraron un incremento de la expresion de acuerdo al
grado de la lesion (p<0.001). Respecto al estroma cervical, también se observé

expresion de Prx Il en todos los casos de las lesiones premalignas.
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Tabla 6. La expresion de Prx Il y MCM2/TOP2a incrementan de acuerdo al grado
de lalesion premaligna en muestras histolégicas

DIAGNOSTICO HISTOLOGICO

LEIBG (NIC I) LEIAG (NIC II-111) CCE *n
n=16 n=17 n=20
Prx Il
1/3 del epitelio 10 (62.5) 1(5.88) 0 (0)
2/3 del epitelio 5(31.25) 6 (35.29) 0 (0)
Todo el espesor del epitelio 1(6.25) 10 (58.82) 0 (0) <0.001
Nidos tumorales en el
estroma 0 (0) (0) 20 (100)
MCM2/TOP2a
1/3 del epitelio 4 (25) 0 (0) 0 (0)
2/3 del epitelio 10 (62.5) 14 (82.35) 0 (0)
Todo el espesor del epitelio 2 (12.5) 3 (17.65) 0 (0) <0.001
Nidos tumorales en el ©) ©) 20 (100)

estroma

LELl: lesién escamosa intraepitelial. LEIBG: LEI de bajo grado. LEIAG: LEI de Alto Grado. CCE: carcinoma de
células escamosas. NIC: neoplasia intraepitelial cervical. VPH-AR: Virus del Papiloma Humano de Alto
Riesgo. Datos mostrados en n (%). Diagnéstico mediante los criterios de Sanchez-Rosales et al., 2004;

Conesa-Zamora et al., 2009, *p=<0.05 (chi2).
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Figura 3. Expresiéon de Prx lll y MCM2/TOP2a incrementan de acuerdo a la NIC y CCI. Expresion de
Prx Il y MCM2/TOP2A en 2/3 del epitelio en una LEIBG (NIC I). Expresion de Prx Il y MCM2/TOP2a en
todo el epitelio en una LEIAG (NIC IIl) y células pleomorficas en el estroma en CCI. Método: Estreptavidina

biotina peroxidasa, 50pum.
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Cuantificacion de la expresion de Prx Il y MCM2/TOP2a en los grupos de estudio

Se cuantificé la expresion de Prx Il y MCM2/TOP2a a nivel cito-histologico y se
observo que la expresion de ambas proteinas respecto al grupo sin LEI y entre los
grupos es estadisticamente significativo (p<0.001) a nivel citolégico (Figura 4A-B),
sin embargo, en los casos de histologia, la densidad media de la expresion de Prx
[l sélo es estadisticamente significativo entre los casos de LEIBG y CCE, LEIAG y
CCE (Figura 4C). Respecto a MCM2/TOP2q, la densidad media de la expresion
sOlo es estadisticamente significativo entre los casos de LEIBG y CCE (Figura
4D).
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Figura 4. Prx Il y MCM2/TOP2a incrementan de acuerdo al grado de la lesion en presencia del VPH-
AR. Expresion a nivel citolégico: A) Densidad media de la expresion de Prx Ill, incremento de la expresion de
acuerdo al grado de la lesion (*p=0.006 **p<0.001). B) Densidad media de la expresién de MCM2/TOP2aq,
incremento de la expresién de acuerdo al grado de la lesion (*p=0.02 **p<0.001). Expresiéon a nivel
histologico: C) Densidad media de la expresion de Prx I, incremento de la expresion de acuerdo al grado de
la lesion (*p=0.006 **p<0.003). D) Densidad media de la expresion de MCM2/TOP2q, incremento de la
expresion de acuerdo al grado de la lesion (*p=0.001).Los bordes inferior y superior de las cajas son los
percentiles 25 y 75, respectivamente. Los valores de la media se muestran mediante la linea dentro de la
caja. La anchura de la caja es proporcional al nimero de la muestra. Media +DE obtenida mediante Image
Pro Plus 6 (IPP6.0®. p<0.05 (ANOVA-Bonferroni).
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Modelo de regresion lineal de la expresion de Prx [l y MCM2/TOP2a

El modelo de regresion lineal muestra que las mujeres sin LEl/con VPH, LEIBG y
LEIAG incrementan significativamente en promedio 2.9, 10 y 15.1 unidades la
densidad promedio de la expresion de Prx Ill en comparacion con las pacientes
que no tuvieron LEI ni infeccion por VPH (citologia). A nivel de histologia, el
modelo muestra que las pacientes con CCE incrementan significativamente en
promedio 19 unidades la densidad promedio de la expresion de Prx Il a diferencia
de aquellas con una LEIBG (Tabla 7). Mientras que las mujeres sin LEl/con VPH,
LEIBG y LEIAG incrementan significativamente en promedio 32, 50.5 y 61.3
unidades la densidad promedio de la expresién de MCM2/TOP2a en comparacion
con las pacientes que no tuvieron LEI ni infeccién por VPH (citologia). A nivel de
histologia, el modelo muestra que las pacientes con una LEIAG y CCE
incrementan significativamente en promedio 10 y 13.7 unidades respectivamente
la densidad promedio de la expresion de MCM2/TOP2a a diferencia de aquellas
con una LEIBG (Tabla 7).

Tabla 7. Cambio promedio de la expresién de Prx Il y MCM2/TOP2a de acuerdo al
grado de la LEI

DIAGNOSTICO CITOLOGICO
sin LEl/con VPH LEIBG LEIAG

Marcador B (IC 95%) B (IC 95%) P B (IC 95%) P

o

Prx Ill 2.9 (1.2, 4.6) 0.001 10 (8.4,11.7)  <0.001 15.1(13.4,16.9) <0.001

MCM2/TOP2a 32 (11.2, 52.7) 0.003  50.5(30.9,70) <0.001 61.3(41.6,81.1) <0.001

DIAGNOSTICO HISTOLOGICO
LEIAG (NIC 1-111) CCE

B (IC 95%) P B (IC 95%) P
Prx Il 14 (-84, 11.3) 0.77 19 (8.6, 29.5) 0.001
MCM2/TOP2a 10 (.8, 19.1) 0.033 13.7 (4.2, 23.1) 0.006

LEI: lesién escamosa intraepitelial. LEIBG: LEI de bajo grado. LEIAG: LEI de Alto Grado. CCE: carcinoma de
células escamosas. NIC: neoplasia intraepitelial cervical. VPH-AR: Virus del Papiloma Humano de Alto
Riesgo. B: Coeficiente de regresion por modelo de regresion lineal ajustado por edad.
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Estado fisico del VPH-AR en los grupos de estudio

Todas las muestras estudiadas presentaron el estado integrado solo o en
combinacion con el estado episomal (estado mixto). Cabe destacar que el estado
integrado se present6 en el 40% de las muestras citologicas sin LEl/con VPH y
aumentd a 65% en las LEIBG, 45% en los casos de LEIAG y en el 15% de los
casos de CCE (p<0.001) (Tabla 4 y Figura 1).

Tabla 4. Estado fisico del VPH-AR
Sin LEI- Sin LEI

. LEIBG LEIAG CCE TOTAL
Estado sin VPH con VPH - - _ _
fisico =20 (%) n=20 (%) n=20 (%) n=20 (%) n=20 (%) n=100 (%) p
Negativo 20 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 20 (20)
Integrado 0 (0) 8 (40) 13 (65) 9 (45) 3 (15) 33 (33) <0.001
Mixto 0 (0) 12 (60) 7 (35) 11 (55) 17 (85) 47 (47)

LEI: Lesiébn Escamosa Intraepitelial. LEIBG: Lesion Escamosa Intraepitelial de Bajo Grado. LEIAG: Lesion
Escamosa Intraepitelial de Alto Grado. CCE: Carcinoma de células escamosas. VPH: Virus del Papiloma
Humano. Datos mostrados en n (%).*p=<0.05 (chi2).

LEIBG CCE Hela

INTEGRADO MIXTO MIXTO NEGATIVO INTEGRADO

CCE. Sefal difusa correspondiente al estado episomal, sefial puntiforme correspondiente al estado integrado
del genoma viral. Ambas sefiales corresponden al estado mixto. Linea celular SiHa (VPH16), 1-2 copias
integradas. Técnica de hibridacion in situ con amplificacién con tiramida, 50um.

Asociacion de la expresion de Prx Il y MCM2/TOP2a con el estado fisico del VPH-

AR en la carcinogénesis cervical

En la Figura 5 se observa la expresion de las proteinas a nivel cito-histoldgico,
respecto al estado fisico del VPH-AR, sélo en el grupo de LEIAG (NIC II-11l) hubo
diferencias significativas entre el estado integrado y mixto, se observa un aumento
de expresion de Prx Il tanto el estado integrado como el mixto, dicho

comportamiento se observa tanto en las citologias como en las histologias.
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A pesar de que no hubo diferencias significativas en los demas grupos, se puede
observar que hay mayor expresion de Prx Ill con el estado mixto, y MCM2/TOP2a
incrementa respecto al estado integrado. Ademas, la expresion de ambas
proteinas incrementa ya sea el estado integrado o mixto, respecto al grado de la
LEl y de la NIC.
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Figura 5. Expresién de Prx lll, MCM2/TOP2a con el estado fisico del VPH-AR. A y B) Expresion de Prx IlI
en muestras citologicas e histologicas). C y D) Expresion de MCM2/TOP2a en muestras citolégicas e
histologicas (*p=0.007). No hubo ninglin caso con sélo estado episomal. Los bordes inferior y superior de las
cajas son los percentiles 25 y 75, respectivamente. Los valores de la media se muestran mediante la linea
dentro de la caja. La anchura de la caja es proporcional al nUmero de la muestra. Media +DE obtenida
mediante Image Pro Plus 6 (IPP6.0®). p<0.05 (t-test).
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VI. DISCUSION

El diagnoéstico e interpretacion de las LEI es importante para proporcionar un
tratamiento oportuno, sin embargo, en la actualidad ésta interpretacion es variable
entre observadores, ademas, el diagnostico definitivo es guiado por una biopsia;
método invasivo para las pacientes, por ello se han buscado métodos menos
invasivos, tal como lo es el uso de marcadores que determinen un proceso celular
especifico y que se puedan evaluar mediante la CBL, procesos que sean alterados
cuando se desarrolla una LEI, tal es el caso de las proteinas Prx Il vy
MCM2/TOP2a que se evaluaron en este estudio mediante la citologia liquida y en

cortes histoldgicos de la misma paciente.

La importancia de este estudio fue evaluar la expresion de Prx Il y MCM2/TOP2a
en lesiones premalignhas y malignas del cérvix uterino y su relacién con el estado
fisico del VPH-AR, en muestras cito-histolégicas de cada una de las pacientes y
determinar si la expresion de estos biomarcadores se puede relacionar con el
estado fisico, particularmente con la integracién y de esta manera contribuir con
resultados complementarios en el diagndéstico oportuno del CCE y aportar
informacion acerca de grupos de riesgo que puedan progresar a una lesion mayor

a través de métodos menos invasivos como la citologia en base liquida.

La infeccidén y persistencia del VPH-AR depende de diversos factores; de los
cuales se han descrito edad, el inicio temprano de las relaciones sexuales, el
namero de parejas sexuales, el comportamiento sexual de la pareja (Almonte, et
al., 2008), la inmunodeficiencia, el uso prolongado de anticonceptivos orales y la
exposicién a productos quimicos del alcohol y tabaco (Wei, et al., 2014; Mitra, et
al., 2016). En este estudio se encontrd asociacion con la edad (p=<0.001), .V.S.A
(p=0.003), numero de partos (p=<0.001) y la respuesta inflamatoria que presenta

cada paciente (p<0.001) de acuerdo al grado de la LEI.

Respecto a la edad, se reporté que las infecciones por VPH-AR son mas altas en

mujeres entre 15 y 25 afios (Moscicki, et al., 2008), la disminucién en la tasa de
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infeccion por el VPH con el aumento de la edad probablemente se deba a alguna
combinacion de la disminucion de la exposicion al VPH, la naturaleza autolimitada
de la mayoria de las infecciones y la resistencia a la reinfeccion (Ribeiro, et al.,
2015), el mayor riesgo de infeccion por VPH entre las mujeres mas jévenes se ha
relacionado con la falta de respuesta inmune adaptativa y/o el area relativamente
mas grande del epitelio cervical sometidos a metaplasia escamosa (Dempsey, et
al., 2010). Estructuralmente, el cuello uterino adolescente es diferente al de las
mujeres adultas ya que tiene mayores areas de inmadurez, descritas como un
predominio del epitelio cilindrico y metaplasico. Un ejemplo de la fragilidad de esta
area es la presencia comun de sangre cuando se obtienen frotis cervicales en
adolescentes que tienen grandes areas de ectropiéon (Moscicki, et al., 2008;
Hwang et al., 2009).

Respecto a la respuesta inflamatoria, existe evidencia de que la inflamacién juega
un papel importante en la carcinogénesis cervical, inducida por el desequilibrio
microbiano de la microbiota normal (disbiosis) (Mitra, et al., 2016). Los estudios
clinicos han demostrado que los niveles de citocinas proinflamatorias vaginales
son mas elevados en las mujeres con disbiosis (Hedges, et al., 2006), lo que
puede provocar una inflamacion crénica; un factor conocido en la carcinogénesis
de numerosos tejidos, incluido el CCE. La disbiosis provoca la alteracion de las
proteinas clave del citoesqueleto del epitelio vaginal, con un aumento de muerte
celular, lo que implica dafio y descamacion de las células epiteliales. Este cambio
podria crear un ambiente que facilite la entrada del VPH en las células epiteliales
basales de la zona de transformacion cervical, sitio donde se promueve el ciclo de
vida viral, la persistencia de la infeccion y en Ultima instancia el desarrollo de una
NIC (Doorbar, 2005). Por ello, en este estudio se evalué la presencia de vaginosis

bacteriana y la respuesta inflamatoria.

En este estudio se encontré6 que a medida que avanza la LEI, la presencia de
células clave indicadoras de Gardnerella vaginalis aumento, de la misma manera
la cervicitis aguda a crénica en LEIBG y LEIAG, respectivamente. Diversos

estudios han relacionado el avance de la LEIl con la presencia de diversas
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bacterias vaginales y una disminucion de Lactobacillus spp (Mitra, et al., 2016), lo
cual favorece la inmunosupresién local al incrementar los niveles del ARNm de IL-
4 y TGF-1B3, de esta manera sugieren que el VPH pudiera evadir la respuesta
inmune y favorecer el desarrollo de la LEI (Audirac-Chalifour, et al., 2016). Existe
la hipotesis de que la microbiota vaginal patdégena pueden inducir EO vy
eventualmente dafio oxidativo al ADN, esto correlaciona con la presencia de 8-
hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG); un biomarcador de dafo oxidativo al ADN.
Romano, et al., (2000) reportd que la presencia del dafio oxidativo al ADN es
mayor en LEIBG en comparacion con pacientes sin LEIl, datos similares no
publicados del grupo de investigacion encontraron el aumento del 8-OHdG de
acuerdo al grado de la LEI. Estos datos sugieren la presencia de EO en las
lesiones premalignas, y anteriormente, se reportd que durante la induccion y
progresion del cancer cervicouterino, las ROS juegan un papel fundamental; en
presencia de altos niveles de ROS pueden generar dafio oxidativo en
macromoléculas y promover mutaciones al ADN, dafiar la funcion y actividad de
proteinas que eventualmente conlleven al desarrollo de un tumor. Por otro lado
algunos autores sugieren que la inestabilidad gendémica inducida por EO puede
condicionar un ambiente favorable para la integracién viral (Chen et al., 2014;
Williams et al., 2014).

La integracion viral se ha asociado con infecciones persistentes, y posiblemente,
las coinfecciones por distintos VPH puedan influir en la persistencia. Respecto a la
genotipificacion viral, las pacientes que no presentaron una LEI a nivel citoldgico,
se les realizo el estudio molecular para determinar el genotipo viral. El VPH-16 fue
mas frecuente en la poblacién de estudio, principalmente, en el grupo de CCE.
Estos resultados concuerdan con los reportados por lllades-Aguiar et al., (2007) y
sugieren la importancia de detectar del genotipo viral en las mujeres, ya que el
VPH-16, ha sido asociado con el desarrollo del CCE con mayor frecuencia, por
ello, éstas pacientes requieren tratamiento y seguimiento oportuno (Moberg, et al.,
2005; Pett, et al., 2007). Interesantemente, se encontré que el 38.46% de las
pacientes tienen infeccion multiple por virus de BR y AR. Se ha reportado en

estudios epidemiolégicos que las pacientes infectadas por un tipo viral de AR,
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tienen mayor riesgo de adquisicion de nuevos tipos de VPH, en comparacién con
aguellas que son VPH negativas, por ejemplo; el riesgo de adquirir VPH-58 es
hasta siete veces mayor en mujeres con una infeccion por VPH-16 o VPH-18 en
comparacion con las mujeres que no estan infectadas con estos tipos (Mendez, et
al., 2005). Ademas, las coinfecciones por VPH-AR y BR generan mayor cantidad
de ROS, en consecuencia EO.

El EO es particularmente importante en el contexto de la persistencia e integracion
del ADN del VPH, ya que las ROS vy las especies reactivas del nitrégeno (RNS)
tienen el potencial de crear las RDC (Syed, et al., 2007; Wei, et al., 2009; Ziech, et
al., 2011) que pueden a su vez permitir la integracion viral, entonces, las pacientes
con niveles altos de EO podrian iniciar o progresar a una LEI. Chen y cols., en
2016 reportaron que la isoforma de E6 del VPH-16, la E6 estrella (E6*) es capaz
de incrementar los niveles de ROS al inhibir la gamma GCS, enzima que cataliza
el primer paso de la sintesis del glutation, causando EO, que promueve dafio al
ADN y en consecuencia, la integracion. La integracion del VPH-AR implica la
disrupcion del gen E1/E2 y esto representa el fin del ciclo de vida del VPH (Kessis,
el al., 1996). Sin embargo, para que el VPH se integre, es necesario un conjunto
de enzimas y proteinas, se propone que lo provee la replicacion viral

extracromosomal (McKinney, et al., 2015).

A través del método de hibridacién in situ con amplificaciéon con tiramida, se logro
detectar que el 100% de las muestras sin LEl/con VPH tienen tanto el estado
integrado s6lo o combinado con el estado episomal (mixto), de los cuales, el 40%
de las muestras sin LEl/con VPH tienen sélo el estado integrado, estos resultados
confirman lo propuesto por Kumala, et al. (2006), que la integracion del genoma
viral es un evento temprano en la carcinogénesis cervical. Es posible que la
presencia de EO (debido a factores intrinsecos o extrinsecos de la paciente)
presente en las LEI puedan favorecer la persistencia e integracion viral en etapas
tempranas de la carcinogénesis cervical. A diferencia de las muestras de CCE
donde el 85% fue mixto. Estos resultados podrian sugerir que el estado mixto en

una LEIBG es necesario para que el VPH-AR siga replicandose y de esta manera
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infectar nuevas células del estrato del epitelio, se sabe que E1 y E2 no se
expresan durante el estado integrado, por ello, el estado episomal representa la
replicacion viral para proveer la integracion. Se sugiere que la integracion del
genoma del VPH en el genoma huésped pueda ser un evento mucho mas
frecuente que la iniciacion de la transformacion, y ademas, en la mayoria de los

casos este proceso es aleatorio (Chen, et al., 2016).

Se ha reportado que las oncoproteinas E2, E6, E6* Y E7 del VPH-AR son capaces
de promover dafio al ADN e inestabilidad gendémica (Duensing, et al., 2002;
Bermudez, et al., 2009). Ademas, la interaccion de las oncoproteinas virales con
las citoquinas inflamatorias pueden promover una infeccién persistente por
evasion inmune continua que promueve la progresion de la lesion y finalmente
conduce a la malignidad (Senapati, et al., 2016). La respuesta al interferon
posiblemente facilite la seleccion de integrantes y la sobreexpresion de E6/E7 a
través de la disminucién del ADN episomal. Una vez que se expresan los genes
tempranos E6/E7, TLR9 es regulado negativamente y la respuesta a IFN
deteriorada resulta en un medio propicio para la evasion inmune y la infeccién
persistente. La alteracion de la ruta del interferon conduce a una regulacion a la
baja de la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad 1 (CMH 1) en la
superficie celular. Como resultado, las células T CD8 citotoxicas no pueden
activarse y no pueden iniciar la respuesta de las células T. La sobreexpresion de
E6 y E7 en la célula confiere resistencia a la apoptosis inducida por TNF-a y el
efecto antiproliferativo. NF-kB, un modulador clave de la inflamacién crénica, se
activa por el dominio de union a PDZ de E6 del VPH (Senapati, et al., 2016). Este
proceso de evasion inmune continua puede conducir finalmente a la persistencia

de la infeccion y la carcinogénesis.

La importancia del diagnostico y seguimiento de las lesiones tempranas es crucial,
por ello, se analizaron biomarcadores implicados en condiciones especificas; tal
es el caso de la Peroxiredoxina-lll, enzima antioxidante que cataliza la reduccién
del perdéxido en presencia de tioredoxina para mantener la homeostasis

mitocondrial, es considerado un antioxidante principal en la mitocondria que regula
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los niveles fisioldgicos de H202 (Cox, et al., 2010; Whitaker, et al., 2013), sin
embargo, a nivel de citologias, este es el primer estudio donde se evalta la Prx Il
a este nivel. La expresion de Prx Il se ha encontrado sobreexpresada en NIC |-l
y en cancer cervical (Kim, et al., 2009), Jing y cols reportaron que la Prx Il se
encuentra sobreexpresada en cancer cervical y que el patrén de expresion fue
consistente con el biomarcador de proliferacion Ki67, sugiriendo una participacion
activa en la proliferacién inducida por EO en céncer cervical. Algunos autores
sugieren a la Prx lll como un potencial biomarcador de progresion (Basu et al,
2011).

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la expresion de Prx llI
incrementd de acuerdo al grado de la lesion cito-histolégica, la regresion lineal
concuerda con estos resultados, al observar que la expresion de Prx Il incrementa
de acuerdo al grado de la LEI. Es importante resaltar que la expresion de Prx Il se
observé en pacientes sin LEI, sin y con VPH, posiblemente, la expresion de Prx Ili
se relaciona con la presencia de vaginosis bacteriana, ya que se observé que a
medida que avanza la LEI, la presencia de vaginosis bacteriana se present6 en
algunas pacientes, asi como el incremento de inflamacion aguda a crénica y una
disminucion de la presencia de bacilos de Ddderlein. Actualmente no es claro si el
desequilibrio de la microbiota vaginal actia sinérgicamente con el VPH para
desregular las proteinas blanco como p53 o pRb, o si es de forma independiente,
sin embargo, hay evidencia que apunta hacia la probabilidad de que determinadas
especies bacterianas tienen un papel patolégico en la adquisicién y persistencia
del VPH, tal es el caso de Gardnerella vaginalis, que se presenta a menudo en
mujeres adolescentes. Se sabe que el cuello uterino adolescente inmaduro es mas
susceptible a la infeccion por VPH en comparacion con las mujeres mayores, y
esto se correlaciona positivamente con la tasa de metaplasia escamosa. Es
plausible que los niveles mas altos de Gardnerella vaginalis puedan desempeiiar
un papel durante este periodo de mayor susceptibilidad y generar mayor EO
(Mitra, et al., 2016). Esto posiblemente paso6 en algunas de las pacientes que se
evaluaron y por ello, ademas de los factores de riesgo, al adquirir la infeccion del

VPH, este persistio, se integro el VPH y progresé la LEI.
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Por otro lado, se ha reportado la integracion cerca del gen c-Myc, c-Myc coopera
con E6/E7 del VPH-AR para la transformacion maligna del epitelio cervical
(Riethdorf et al., 2001). Como un gen blanco de c-Myc, Prx Ill juega un papel
importante en la transformacién maligna (Wonsey, et al., 2006). Su contribucion a
la progresion del cancer y las metastasis se debe principalmente a su capacidad
para afectar el crecimiento celular independiente del anclaje, la transicién epitelio
mesenquimal (TEM), la angiogénesis de novo y la apoptosis a través de la
modulacion de la ruta fosfatidil inositol 3-quinasa (P13-quinasa)/Akt (Nicolussi, et
al., 2016).

Debido al crecimiento rapido y al suministro relativamente bajo de oxigeno en las
células cancerosas, la produccion de ROS en la mitocondria es exagerada hasta
el punto que abruma las defensas antioxidantes, como el glutation (Mayor, et al.,
2010), que dan lugar al EO. En respuesta al EO, Prx Il es regulada en las células
cancerosas para eliminar las ROS e inhibir la apoptosis, que proporciona un
microambiente favorable para la proliferacién celular maligna (Pei, et al., 2010). Un
resultado interesante fue la expresion de la Prx Il en el estroma de todos los
casos de LEI y CCE, la expresiéon de Prx lll puede estar relacionada con la
proliferacion de las células estromales, puede desempefiar un papel en la
vigilancia constante, eliminando las ROS endodgenas y exdégenas, formando un

microambiente favorable para el desarrollo del tumor o la invasion.

Whitaker et al., (2013) indicé que el gen PRDX-3 puede tener una funcion
antiapoptotica en las células cancerosas y promover su supervivencia, debido a
que la regulacién positiva ocurre a nivel de proteina, pero no al nivel de ARNm, lo
gue sugiere que la regulacion de PRDX-3 se produce en la traduccion o nivel de

proteina y esto es consistente con un aumento en la forma oxidada de PRDX-3.

Las células cancerosas secretan H202, las cuales se pueden enmascarar como
células del sistema inmune (neutréfilos y macréfagos), que son los principales
productores de H202, lo que potencia aun mas la inflamacién y el dafio del ADN. El

EO en los fibroblastos asociados al cancer impulsa la evolucion del tumor y el

26



Evaluacion de la expresion de Peroxiredoxina-III, MCM2/TOP2a y su relacién con el estado fisico del VPH-AR en la carcinogénesis cervical.

estroma, el H202 secretado por células cancerosas y la produccion de ROS, desde
células cancerosas hasta fibroblastos, crea un "campo mutagénico” creciente de la
producciéon de ROS, debido al dafio resultante en el ADN. Las células cancerosas
secretan inicialmente H202, transfiriendo la produccion de ROS de las células

cancerosas a los fibroblastos estromales adyacentes (Martinez, et al., 2011).

Por otro lado, en el sistema inmune, los neutrofilos y macréfagos producen la
mayor cantidad de H202, proporcionando otro vinculo entre como la inflamacion
puede proporcionar "suelo fértil", induciendo dafio al ADN y cambios metabdlicos
en el microambiente tumoral a través del EO (Martinez, et al., 2011). Se ha
comprobado que la mayor parte de la produccion de ROS ocurre en fibroblastos
estromales adyacentes, por lo tanto, podria haber un extenso dafio al ADN en el
estroma tumoral. En apoyo a estas predicciones, Fukino y cols han documentado
claramente que el dafio al ADN y la inestabilidad gendémica ocurren en el estroma
tumoral, y que este fenotipo de dafio del ADN estromal es predictivo de metastasis
(Fukino, et al., 2007). Posiblemente, la Prx Ill esté modulando los niveles de ROS
en el estroma cervical, por ello, en este estudio se encontré en todas las muestras

histoldgicas.

También se evalud la expresion de proteinas del ciclo celular, relacionadas con la
presencia del VPH-AR. La integracion del VPH-AR promueve la desregulacion de
la expresion de proteinas del ciclo celular, tales como de p16'Nk4a ki-67, ciclina D1
y MCM2/TOP2a, entre otros, que pueden indicar la progresion de la LEI
relacionada con el VPH-AR (Lin, et al., 2014; Brown, et al., 2012). En este estudio
se evalu6 la expresion de MCM2/TOP2a, proteinas implicadas en procesos de
replicacion, necesarias para la transicion de la fase G1-S del ciclo celular. MCM2
es una enzima que esta involucrada en la formacién de horquillas de replicaciéon y
en el reclutamiento de otras proteinas relacionadas con la replicacion del ADN.
Esta proteina forma un complejo con MCM4, 6 y 7, y se ha demostrado que regula
la actividad helicasa del complejo, mientras que TOP2a participa en procesos
como la condensacién cromosdmica, la separacion de cromatidas y el alivio del

estrés por torsion que se produce durante la transcripcion y replicaciéon del ADN,
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cataliza la rotura transitoria y la union de dos cadenas de ADN duplex que permite
que las cadenas pasen unas a traves de las otras, alterando asi la topologia del
ADN (Brown, et al., 2012).

Se observo la expresion de MCM2/TOP2a a partir de muestras sin LEI con VPH e
incrementd de acuerdo al grado de la lesion, tanto citolégica como histoldgica, es
importante resaltar que la expresion de MCM2/TOP2a en muestras sin LEI con
VPH coincide con lo reportado anteriormente, que a pesar de que no se observan
cambios atipicos celulares, el virus esta presente, y en algunos casos con la forma
integrada, posiblemente esto de inicio con la desregulacion de la expresion de
MCM2/TOP2a.

El modelo de regresion lineal mostré incremento del nivel de expresion de
MCM2/TOP2a conforme avanza el grado de la lesion de manera significativa. Se
considera que la sobreexpresion de MCM2/TOP2a podria marcar sensiblemente
las LEI asociadas al VPH-AR (Brown, et al., 2012; Badr, et al., 2008). Ademas,
estudios clinicos demostraron que la expresion de este marcador ha sido
consistente en las muestras de LEIAG y negativo en muestras normales (Siddiqul,
et al., 2008; Shroyer, et al., 2006). De los casos sin epitelio plano, se evalué la
expresion de MCM2/TOP2a en el epitelio cilindrico, esto es importante porque se
conoce que el adenocarcinoma invasor se desarrolla en el epitelio cilindrico y se
caracteriza por no presentar lesiones precursoras (Tjalma, et al., 2005), por ello es
importante el diagndstico oportuno en éstas pacientes tanto a nivel citolégico como

molecular.

En tejidos, el 50% de los tejidos muestran expresion en 2/3 del epitelio en una
muestra que se diagnostic6 como una NIC |, estos datos resultan interesantes, ya
gque MCM2/TOP2a se expresa en mas de 1/3 del epitelio, lo cual podria reclasificar
a estas pacientes con una NIC Il, de acuerdo al estrato donde se observe la
expresion de MCM2/TOP2a, este marcador podria ser de gran ayuda para el

diagnéstico de las lesiones tempranas.
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Es sumamente importante cuantificar la expresion de las proteinas mediante un
software, que permita un diagndstico mas confiable, ya que se ha visto la pobre
reproducibilidad mediante el diagnéstico entre observadores. En este estudio se
observd un incremento significativo de la expresion de Prx 1l y MCM2/TOP2a de
acuerdo al grado de la lesion citoldgica, sin embargo, a nivel histolégico, a pesar
que se observd incremento de la expresion respecto a la lesion, esto no fue
significativo. Posiblemente esto se deba a que el tejido cervical se conforma por
células normales, cancerosas en conjunto con el estroma cervical y esto no se
compara con el hecho de cuantificar la expresion a nivel de células mediante la

citologia en base liquida.

A pesar de que no se encontraron diferencias significativas entre la expresion de
las proteinas con el estado integrado del VPH-AR, esto puede argumentarse de
que el estado integrado es importante para iniciar la transformacién maligna, como
lo es el estado episomal, ya que permite concentrar las proteinas y enzimas

necesarias para la integracion del VPH-AR.

Las proteinas analizadas en este estudio podrian evaluarse en una poblacién
mayor, de esta manera, el sesgo estadistico se reduciria al tener una poblacion
grande. Independiente de esto, las pacientes que resultaron con una LEI tienen
que recibir un estricto control y seguimiento, dependiendo del diagnéstico, sera el

tratamiento que se asigne.

Se propone evaluar los biomarcadores Prx Il y MCM2/TOP2a en pacientes con
lesiones premalignas dado que la sobreexpresion de dichos biomarcadores indica
situaciones especificas; por un lado, la induccion de Prx Il es en respuesta al
aumento de las ROS en LEI y cancer cervical y por otro lado, MCM2/TOP2a indica
la presencia del VPH-AR y la desregulacion de sus proteinas blanco que estan

implicadas en la progresion de la lesién.

Encontrar sobreexpresion de estos biomarcadores indica que las pacientes
podrian progresar a una lesion mayor, la informacién obtenida en este estudio

ayudara a impactar en el diagnéstico y tratamiento oportuno. En la Figura 6 se
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propone la relaciéon de la expresion de Prx Il y MCM2/TOP2a con el estado fisico

del VPH-AR en la carcinogénesis cervical.

NORMAL LEIBG LEIAG CARCINOMA
NIC | NIC II-I CERVICAL INVASOR

Episomal

| Integrado |
[ e

ESTRES OXIDATIVO
INTEGRACION VPH
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@
t
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Figura 6. Relacion de la expresién de Prx Il y MCM2/TOP2a con el estado fisico del VPH-AR
en la carcinogénesis cervical. Las oncoproteinas E6, E6* y E7 del VPH-AR contribuyen a
generar un ambiente de EO en las células cervicales y en el estroma cervical. En el epitelio
normal, hay presencia abundante de lactobacilos que mantienen un pH equilibrado, pero cuando el
pH se desequilibra, condiciona un ambiente favorable para las infecciones por hongos, bacterias y
VPH. A medida que disminuyen los lactobacilos, incrementa la diversidad bacteriana e incrementa
la produccion de ROS, el sistema antioxidante se abruma y se genera EO, también E6* del VPH-
AR inhibe la GCS y promueve incremento del ROS y por consiguiente EO, el EO promueve la
RDC del ADN del huésped y del VPH-AR y por consiguiente la integracion del VPH-AR y por otro
lado, E7 del VPH-AR promueve la sobreexpresion de MCM2/TP2a, y con ello la transicion de la
fase G1 a S. Prx lll y MCM2/TOP2a junto con el VPH-AR contribuyen a la progresion de la lesion,
ya que Prx Il mantiene un ambiente de desbalance redox mitocondrial que puede contribuir a la
progresion de las células cancerosas.
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VII.

CONCLUSIONES

La expresion de Prx Il es una respuesta antioxidante inducida por el
aumento de las ROS mitocondrial lo que sugiere EO en LEI y CCE, por lo
que la sobreexpresion de Prx 1l en lesiones tempranas denota un
desbalance redox mitocondrial que puede contribuir a la progresion de la

lesion, ademas que podria indicar grupos de riesgo en la poblacion.

La expresion de Prx lll increment6 de acuerdo al grado de lesion cito-
histologica (p<0.001) y CCE, lo que sugiere a esta proteina como un
marcador de progresién inducido por EO.

Se propone a Prx Il como un marcador para monitorear a las pacientes que
sobreexpresen esta proteina en lesiones tempranas y promover el

tratamiento con antioxidantes para reducir el EO.

La expresion de MCM2/TOP2a increment6 de acuerdo al grado de la lesion
en presencia del VPH-AR (p<0.001), tanto citolégica como histolégica, lo
que sugiere la proliferacion activa en las células en presencia del VPH-AR,
que puede contribuir a la progresién de la lesion.

La evaluacion de la expresion conjunta de estas proteinas puede ser (util
como un estudio complementario utilizando la citologia en base liquida y la
inmunocitoquimica, ademas se podria descartar en el seguimiento de los

casos, una lesion mayor y de manera oportuna.

El 100% de la poblacion tiene el estado integrado del VPH-AR, de los
cuales, el 47% tiene el estado mixto (p<0.001), lo que puede ser un factor
para la progresion de la LEI, por lo que se requiere un seguimiento estricto

de los casos.
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e Se encontr6 el estado integrado en el 40% de citologias sin LEl/con VPH-
AR y el 65% de LEIBG con diferentes tipos de VPH-AR en infeccion
multiple o con un tipo viral, estos datos muestran que la integracién es un

evento temprano en la carcinogénesis cervical.

e A pesar de que no hubo diferencias significativas entre la expresion de Prx
[y MCM2/TOP2a con el estado fisico del VPH-AR, se observé que la
expresion de ambas proteinas incrementd ya sea soélo con el estado
integrado o mixto. Esto sugiere una relacion de la sobreexpresion de las
proteinas con la presencia del VPH-AR en respuesta al EO, por ello, se
requiere que cada una de las mujeres lleven un control y seguimiento

estricto de los casos para descartar una lesion mayor.
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VIIl.  PERSPECTIVAS

e Incrementar la poblacidbn de muestras tanto cito como histologicas de
mujeres a estudiar en una sola toma de muestra para evaluar la expresion
de Prx Il y MCM2/TOP2a y determinar su papel como marcadores e

implementarlo en la clinica.

e Cuantificar la expresion de Prx Il y MCM2/TOP2a en muestras cito-
histoldgicas y sugerirlo como complemento al diagndstico de las lesiones.

e Determinar la expresion de Prx Il y MCM2/TOP2a en presencia del estado
episomal de los VPH-AR, para conocer el patrén de expresion de dichas
proteinas.

e Hacer un estudio de seguimiento de los casos para evaluar la expresion de
Prx [l y MCM2/TOP2a en pacientes que presenten la persistencia viral del
VPH-AR.

e Se sugiere realizar un control y seguimiento clinico estricto de aquellas
mujeres cuyas lesiones sobreexpresaron las proteinas en presencia del
VPH-AR vy la integracién viral y que presentaron la expresion de

MCM2/TOP2a en la regién endocervical.
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