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Summary

Carrero C, Yenddy N. PATTERNS OF LEUKOCYTE INFILTRATION AND TISSUE
EXPRESSION OF CHEMOKINES, VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH
FACTOR AND MEDIATORS OF OXIDATIVE METABOLISM IN INFLAMMATORY
AND NEOPLASTIC CERVIX. Tesis Doctoral. Universidad Alcala de Henares.2012.

Cervical intraepithelial neoplasia (CIN) is an epithelial lesion that could become an
invasive carcinoma in a sequential manner. There are several factors that may
modulate the switch from epithelial to extra epithelial neoplasia. Factors such as:
increased oxidative metabolism, inflammatory events (leukocyte infiltration,
chemokine production) and angiogenesis factor as vascular endothelial growth factor
(VEGF) could have a role in CIN progression. Several studies have performed in
order to determine the role of those factors in cervical neoplasia in relationship with
the in situ or systemic productions. This arise the need to study those factor in situ
and their relationship with the evolution of CIN. In the present study, the expressions
of leukocyte infiltration, chemokines (MCP-1, IL-8 y MIP-1), VEGF, superoxide anion
(O2) and the production of nitric oxide (NO) were analyzed in biopsies from patients
with CIN, cervix inflammation and healthy controls. Since, there is a relationship
between human papilloma virus (HPV) infection and CIN; the expression of those
factors in CIN will be studied according to the HPV status. Fifty five biopsies from
CIN patients with different CIN grades, 7 from patients with inflammatory cervix
alterations and 7 from healthy individuals were analyzed. Expressions of VEGF,
chemokines and leukocyte infiltration were analyzed by indirect inmunofluorecence
using appropriate monoclonal and polyclonal antibodies. The expression of O, was
determined by histochemical procedures and NO production by ELISA. HPV infection
and virus typification were determined by PCR and chemiluminescence, respectively.
Increased CD3 positive cells (lymphocytes) infiltration was found in CIN related to
lesion grades. Monocyte/macrophage (M®) and neutrophil infiltrations were no
significant increased. This pattern was also observed in samples from patients with
inflammatory lesions. Regarding to chemokines, increased expressions of MCP-1
and IL-8 were found in CIN, no related to lesion grades. MIP-1 remained at
inflammatory and control values. CD3/MCP-1 or CD3/IL-8 coexpressions were found
increased in CIN, but no related to lesion grades. M®/chemokine or
neutrophil/chemokine expressions in CIN remained similar to others groups. There

was no association to the grade of CIN when chemokine expressions were
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represented as number of positive cells, but, there was association when
represented as percentage of positive cells. In this regard, CD3/MCP-1 and M®
IMCP-1 expressions decreased with the CIN evolution, however, CD3/IL-8 and M®
/IL-8 expressions increased. Expressions of MCP-1, IL-8 and MIP-1 were found
increased in patients with inflammatory lesions. Epithelial and stroma VEGF
expressions were increased in CIN patients related to the CIN evolution. This factor
was also increased in patients with cervix inflammatory lesions. Coexpressions of
CD3/VEGF and M®/VEGF were found increased in CIN related to CIN evolution.
This pattern was also found when total number of positive cells/number of patient
analysis was performed. Expression of O,” was found increased in CIN related to CIN
evolution; however, NO production remained similar to other groups. Expression of
O, and NO production were found no increased in biopsies from patients with
inflammatory lesions. Low percentage of HPV infection (17.39%) was found in CIN
patients. The higher percentage was found in patients with CIN Il (60%). High risk
virus infection was found in patients with CIN Il and CIN Ill. Values from studied
parameters in epithelium or stroma were not affected by HPV infection. In conclusion,
the in situ expressions of studied factors and their relationship with CIN evolution,
suggest that lymphocyte infiltration, increased expressions of chemokines, VEGF
and oxidative stress could be important factors in the evolution of CIN with further
cervical carcinoma. Further studies are needed to determine the evolution of those

factors from CIN to cervical carcinoma.

Key words: cytokines, growth factors, intraepithelial neoplasia, uterine cervix, HPV
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Introduccion

|.1 CANCER

El cancer se define como un grupo amplio y heterogéneo de enfermedades
cuyo factor comin es un desequilibrio que se produce en la relacion
proliferacién/muerte celular a favor de la acumulacién de células, provocado por
mecanismos genéticos 0 epigenéticos. Las alteraciones genéticas pueden ser
congénitas, adquiridas o ambas, y son producidas por mutaciones de etiologia
multifactorial en cualquier célula susceptible del organismo, alterando en un inicio el
funcionamiento normal de algunos genes involucrados en la proliferacién celular,
apoptosis, envejecimiento celular y reparacion del ADN vy, posteriormente, otros
genes relacionados con los procesos de angiogenesis, invasion, motilidad, adhesion
y metastizacion, entre otros, cuya expresion cuantitativa y cualitativa confiere a dicha
célula caracteristicas fenotipicas y biologicas de malignidad que se traducen
morfolégica y evolutivamente por crecimiento y diseminacion en sus diferentes
modalidades y en grado variable segun particularidades biolégicas del tumor,
anatémicas de su localizacion y generales del huésped. Estas lesiones genéticas
producen la enfermedad cancerosa responsable de la aparicion de uno o mas
tumores con evolucién y pronostico variables que, segun las estadisticas, resulta

incontrolable y mortal en la mayoria de los casos. (Ferbeyre L y col 2005)

El cancer es una enfermedad caracterizada por la proliferacion anormal de
células neoplasicas, en donde existe un crecimiento exacerbado de células
transformadas, que proliferan de manera anormal y descontrolada dentro del
organismo como consecuencia de una serie de alteraciones somaticas del ADN, que
culmina en la proliferacion celular desmedida, en cuestion comprende cambios en la

secuencia del acido nucleico que son el resultado de errores aleatorios de replicas,
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exposicion a carcinégenos (como la radiacion), o diferencias de los procesos de

reparacion del ADN. (Kasper D, 2005, Monzon G, 2011)

Division Célula
Cancerigena

Division Célula

Normal

lera 2da 3era 4ta
ApOptOSIS Mutacién Mutacién Mutacion ~ Mutacidn Crecimiento
Descontrolado

Figura 1 Pérdida del control del crecimiento Normal de la Célula. Carrero, Y 2012

El control de las diferentes funciones celulares esta dado por los genes
codificados en el ADN, por lo tanto algunas alteraciones en genes que codifican para
las proteinas involucradas en el ciclo de proliferacion celular pueden inducir una
cascada de eventos que llevan a la produccion del fenotipo cancerigeno. La
transformacion maligna requiere que ocurran alteraciones en genes especificos que
controlan la proliferacién celular, la apoptosis y el mantenimiento de la integridad del
ADN en la misma célula. Las mutaciones tienen la posibilidad de aparecer de
manera esporadica o de heredarse, pueden ser sustituciones de bases, adiciones,

deleciones o cambios epigenéticos (Monzon G, 2011)
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Muerte celular Sistema Inmunitario

w1 / \
Lisis No Lisis
”
o~ N by
‘ Escape
Célula Normal - Angiogénesis

Células

Transformadas MEtBStaSIS

Tumor

Figura 2 El sistema inmunitario es capaz de reconocer células transformadas vy lisarlas.
Cuando la respuesta es ineficiente ocurre el escape tumoral en donde las células proliferan
de manera descontrolada produciendo un tumor primario el cual aumenta de tamafio, se
irriga y produce metastasis. Carrero Y, 2012 Ramirez, Pera y Pena. Malignizacion, Accion
antitumoral, Antigenos tumorales, Escape tumoral, Diagnostico inmune, Inmunoterapia,
Inmunologia Tumoral Capitulo 24. Disponible www.vi.cv.com

El descubrimiento en 1953 de la estructura del ADN y la transmision de
alteraciones relacionadas con la carcinogénesis, definitivamente implican cambios
en el ADN. En las ultimas cuatro décadas, se ha dado a conocer informacion
suficiente que sustenta la hipotesis, de que el cancer es causado por alteraciones en

genes especificos (Simpson AJG, 1977).

Las células de los organismos se diferencian y proliferan siguiendo un
programa genético que esta regulado por estimulos extracelulares. Alteraciones en
este sistema de regulacion constituyen la base genética del cancer, que se entiende
como una acumulacion de mutaciones que afectan a las células somaticas durante

la vida de un organismo y hacen que estas proliferen de forma incontrolada.

Estos genes han sido identificados como pertenecientes a dos clases

fundamentales: Los oncogenes,que son genes anormales o activados que proceden


http://www.vi.cv.com/
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de la mutacion o activacion de un gen normal llamado protooncogén y son los
responsables de la transformacion de una célula normal en una maligna que
desarrollar4d un determinado tipo de cancer,y los genes supresores de tumores
(Tumor Supresor Genes, TSG), los cuales son genes que reducen la probabilidad de
que una célula en un organismo multicelular se transforme en una célula
cancerigena. Los TSG se encuentran en las células normales e inhiben la
proliferacién celular excesiva. Una mutacion o una dileccion de un gen supresor
tumoral, aumentara la probabilidad de que se produzca un tumor. De tal manera que

un gen supresor tumoral alterado, es similar a un oncogeéen. (Simpson AJG, 1977).

A.- Oncogenes:
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Figura 3 Mecanismo de Accion de los Oncogenes y Genes Supresores de Tumores.

Carrero 2012.
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Actualmente es reconocido y aceptado, que el cancer surge como resultado
de una secuencia multiple de eventos genéticos, los cuales ocurren en poblaciones
de células pluripotenciales, reconocidas con el nhombre de “Stem Cells”; o células
madre. Se conoce que la replicacion del ADN, ocurre con una increible fidelidad en
la copia de sus cadenas, donde muy raramente ocurren errores (Simpson AJG,

1977).

Debido a que la replicacion del ADN conlleva pequefias tasas de error,
pueden ocurrir alteraciones en los genes relacionados con el desarrollo del cancer,
incrementandose el riesgo de que una determinada célula, pueda transformarse en

tumoral y eventualmente desarrollarse hasta formar el cancer (Simpson AJG, 1977).

Teniendo en cuenta que la replicacion del ADN no se lleva a cabo en un
100% de fidelidad y que el cancer es ocasionado por multiples alteraciones en el
ADN; esto implica que cualquier individuo o persona que viva una larga vida,
desarrollara cancer de un tipo u otro, ya que los errores en la replicacion del ADN,
ocurren constantemente y se acumulan con el tiempo. Sin embargo, estos errores
son eventos extraordinariamente raros y una posibilidad de que multiples eventos
ocurran simultaneamente en una misma célula es poco frecuente en la vida de una
persona (Simpson AJG, 1977), Sin embargo los diferentes tipos de cancer difieren
no solo por su localizacion sino por los factores de riesgo y conductas propias del

individuo que pueden condicionar o favorecer el desarrollo del cancer

.2 CANCER DE CUELLO UTERINO (CaCu)

La mujer desde su vida intrauterina presenta constantes modificaciones del

epitelio cervico-vaginal el cual estd conformado por epitelio escamoso y epitelio
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cilindrico o columnar; el sitio de union de estos epitelios es conocido como union
escamo-columnar o escamo-cilindrica. Es en esta union y en la zona de
transformacion donde presumiblemente actian los agentes con potencial
carcinogénico dando origen a la metaplasia atipica, lesiones intraepiteliales
cervicales y carcinomas invasivos (Martinez y col, 2004) ‘Esta zona de
transformacion cambia gradualmente segun la edad, avanzando cada vez mas hacia
el endocérvix y durante la edad reproductiva esta zona es distal al orificio cervical, la
metaplasia, por otra parte, es tan comin que se considera un proceso fisioldégico

normal (Lazaro J, Pardo A, 1998)

El cancer cervical se desarrolla en la union escamocolumnar, es decir, el area
del cuello uterino en donde las células escamosas del revestimiento vaginal y la
porcion externa del cuello se unen con las células columnares que tapizan el canal
endocervical (Oho S, 1999) EI CaCu puede originarse bien en el epitelio plano
estratificado (escamoso) de la exocervix, 0 bien en el epitelio glandular del
endoceérvix (Bravo J y col, 2006) Con la edad, los cambios en el pH vaginal
desencadenan un proceso de metaplasma escamoso en el que las células
escamosas comienzan a cubrir las células columnares, lo cual produce un area

denominada zona de transformacion (Melter M y col, 2000)

El cancer invasivo de cuello uterino por lo general esta precedido de una
historia de diez a veinte afilos de cambios celulares pre invasivos g varian desde la
displasia leve hasta el carcinoma in situ. (Gonzalez M y col, 1992) y corresponde al
estadio final de un espectro continuo de alteraciones epiteliales (lesiones

preinvasivas), en las que un estadio da lugar al siguiente de manera imperceptible.
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No todas las mujeres que presentan las lesiones precursoras desarrollan la forma

invasora de esta enfermedad. (Dazulrosado K y col, 2004)

Tompa
de Falopio

\ Inflamacion

K Firona /O

Cambios
Metaplasicos

L Tumor del ovario

Céncer del cuello uterino _

Carcinoma

Figura 4 Los cambios en el pH vaginal, procesos inflamatorios persistentes, infecciones y
cambios hormonales desencadenan un proceso en el que las células escamosas comienzan
a cubrir las células columnares, lo cual produce un area denominada zona de
transformacioén. Carrero Y, 2011

|.3 LESIONES PREINASIVAS DE CUELLO UTERINO

1.3.1 Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC)

La Neoplasia intraepitelial cervical (NIC), se define como un espectro de
epitelios escamosos anormales con alteraciones en las estructuraciones vy
maduracion, con buena diferenciacion (Displasia leve) o ausencia total de
diferenciacion situados en la superficie o rellenando glandulas pero sin invasion

(carcinoma in situ). (Hargundey S, 1998)

Los diferentes sistemas de clasificacién citolégica en relacién al cancer de
células escamosas cervicales; han evolucionado desde los afios cincuenta utilizando
el término de displasia en tres grupos: leve, moderada y severa; segun el grado de

afectacion de la capa epitelial por las células atipicas. Con el pasar de los afios se
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observé una correlacién directa entre progresion y el grado histolégico, que
conllevaron al término de Neoplasia Intraepitelial cervical (NIC) para 1968 y se
dividié en los grados I, Il y Ill; NIC | correspondia a la displasia leve, NIC Il a la
displasia moderada y NIC Il a la displasia grave y al Carcinoma in situ (Verdessi A

y col, 2006)

Posteriormente, se reconocieron alteraciones anatomopatolégicas como la
atipia coilocitica o condilomatosa asociada con la infeccion por virus del papiloma
humano y para 1990, se propone la terminologia histopatologica basada en dos
grados: NIC de bajo grado, que comprende las anomalias compatibles con atipia
coilocitica y las lesiones NIC I, y NIC de alto grado que comprende NIC I, NIC Il y

cancer in situ.

Richard, (1960) clasifico la Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) en tres
grados: con una buena maduracion, minimas anomalias nucleares y pocas mitosis
se identifica el NIC I, donde las células indiferenciadas se encuentran en las capas
epiteliales mas profundas (tercio inferior). Pueden verse cambios citopaticos debidos
a la infeccion por el VPH en todo el espesor del epitelio. Ahora, el NIC 11, se
caracteriza por cambios celulares displasicos restringidos sobre todo a la mitad o los
dos tercios inferiores del epitelio, con anomalias nucleares mas marcadas que en la
NIC I, y el NIC Ill, caracterizado por perdida de la diferenciaciéon y la estratificacion, o
existir solo en dos terceras partes al grosor total del epitelio, con abundantes mitosis.

Las anomalias nucleares aparecen en todo el espesor del epitelio.

Posteriormente se introduce el concepto de lesion Intraepitelial escamosa de

bajo grado (LIEBG), y lesion Intraepitelial escamosa de alto grado (LIEAG),
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basandose en datos citoldgicos, segun la clasificacion o sistema Bethesda el término
alto grado incluye el NIC Il y NIC 11l de la clasificacion de Richard, y el termino bajo
grado el NIC | y las alteraciones celulares producidas por papiloma virus (PVH).

(Verdessi Ay col, 2006)

LIE bajo grado LIE alto grado

Displasia
moderada

Tejido conjuntivo

Figura 5 Clasificacién de las lesiones preinvasivas de cuello uterino de acuerdo a las
alteraciones producidas en el epitelio cervical. Carrero Y 2012

l.4.- HISTORIA

El cancer del cuello uterino ha despertado un gran interés desde hace mucho
tiempo, en la ciudad italiana de Verona en 1842, haciendo un estudio sobre las
muertes por cancer, el profesor Doménico Rigoni-Stern detectdé una curiosa
diferencia entre las monjas y las mujeres casadas de la localidad. Mientras las
primeras tenian mayores tasas de cancer de mama, las veronesas desposadas
sufrian con mas frecuencia el de cuello uterino. A finales del siglo XIX se
describieron canceres superficiales y asintomaticos durante largo tiempo. A
comienzos del siglo XX se comunico la presencia de areas de carcinoma superficial
carcinomatoso, sin embargo el término mas aceptado fue el de carcinoma in situ

propuesto por Rubia y descrito en 1910, aunque errGneamente se atribuye a
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Broders. De ahi se pensaba que el cancer no aparece espontaneamente si no que
por el contrario tiene una historia natural por lo cual habia que estudiarlo
detalladamente, es cuando a Hinselmann se le encarga dicho estudio. Se necesitd
para ello un aparato de aumento y es la razon del invento del colposcopio en el afio
de 1925. Para entonces se pudieron distinguir dos tipos de lesiones pre malignas
denominadas: atipica simple y atipica elevada, posteriormente las lesiones pre
malignas han recibido muchas denominaciones como epitelio con atipica simple,
elevada atipica no cancerosa, epitelio anormal, hiperplasia de células basales y
anaplastia, hiperplasia de células espinosas y anaplastia. En 1930, otro curioso
hecho llamo la atencion del doctor Richard Shope, de la Universidad de Rockefeller
(EEUU) en una visita al campo con un amigo cazador, Shope oyo hablar por primera
vez de las liebres con cuernos (jackalope, en inglés), una rareza que le puso sobre
la pista de la relacion de este cancer con un virus. Las astas que adornaban la
cabeza de algunas liebres eran en realidad enormes verrugas causadas por un
virus, tal y como pudo comprobar Shope después de molerlas, filtrarlas en una vajilla
de porcelana y obtener minusculas particulas con las que infectd a otros ejemplares
sanos. Estas liebres sanas también desarrollaron la protuberancia en su cabeza tras
el contagio y el experimento apuntal6 la teoria virica. Una idea que no se volvié a
retomar sino hasta la década de los setenta cuando el Dr. Harold Zur Hausen inicio
su investigacion a partir de los estudios con liebres, logrando aislar dos cepas del
papiloma virus humano, de las que hoy se sabe que estan implicadas en el 70% de

los tumores de cuello del utero.

En 1961, en el primer congreso internacional sobre citologia exfoliativa
celebrado en Viena, un grupo de expertos propuso el empleo de los términos

displasia y carcinoma in situ, que pronto desplazaron a los demas. El cancer del
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cérvix tiene una historia natural que inicia con la lesion intraepitelial escamosa de
bajo grado, pasa por las de alto grado, posteriormente llega al cAncer micro invasor
y al invasor propiamente dicho y por ultimo la muerte (Villiers EML,1981, Zur

Hausen H, 1982, Zur Hausen H, 1996, Zur Hausen H, 1999).

.5 EPIDEMIOLOGIA

El cancer de cuello uterino representa una causa frecuente de
morbimortalidad en mujeres en edad reproductiva, es el segundo en frecuencia en la
mujer en todo el mundo con una incidencia global estimada de 480.000 nuevos
casos cada aflo y una mortalidad aproximada de 280.000 muertes anuales, la
mayoria de los casos (alrededor del 80%) ocurre actualmente en los paises en
desarrollo, las tasas de este tipo de cancer, antes de la introduccion del cribado, en
la mayor parte de Europa, América del Norte y Japon, eran muy similares a las que
se ven actualmente en los paises en vias de desarrollo. Sin embargo, todavia, el
cancer de cuello uterino es el segundo en frecuencia en las mujeres entre 15 y 49
afios en Europa, después del cancer de mama, siendo el mas frecuente en mujeres
de 15 a 29 afos y apareciendo en el 34% de los nuevos casos en mujeres menores
de 45 afos. En el continente americano se estim6 una incidencia y mortalidad de
92.136 y 37.640 casos, de los cuales el 83,9% y 81,2% corresponderian a América

Latina y el Caribe respectivamente (Parkin D, Bray F 2006; Merle L 2004)

Al analizar las tasas de mortalidad por Cancer de Cuello Uterino en diferentes
paises, se observo que la variacion de la mortalidad es notable con tasas que llegan
a ser ocho veces mas altas en los paises de “alto riesgo” en Latinoamérica, el
sudeste Asiatico y Africa, respecto con algunas naciones de Europa, Japon y

Australia. Asi mismo, cuando se comparan las tasas de mortalidad ajustadas de
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Canada y Estados Unidos de Ameérica (EUA), con las de los paises de América
Latina (Colombia, Venezuela, Brasil, México, Peri Costa Rica), es evidente que
dichas tasas de muerte son mas altas en estos ultimos afios. En Venezuela, el
Cancer de Cérvix se considera la primera causa de muerte por patologia
oncoldgica, detectandose 3.000 casos nuevos de cancer de cuello uterino en
mujeres en edades comprendidas entre 25 y 64 afos. Las estadisticas oficiales
reportan que para el afio 2007, murieron 1571 mujeres por Cancer de Cuello
Uterino. La incidencia de la enfermedad es de 3720 mujeres/afio. Los estados que
presentaron una mayor tasa de mortalidad para ese mismo afo son: Apure (31,03),

Delta Amacuro (22,66), Cojedes (22,19) y Amazonas (21,18) (MPPS, 2009)

Tras una importante mejoria en la supervivencia en la primera mitad del siglo
XX, no se ha apreciado un progreso importante en este sentido en los ultimos afios.
Las tasas de supervivencia por este tipo de cancer no han mostrado variacion
cuando los datos se comparan por estadios lo que evidencia que se dispone de
tratamientos adecuados y equivalentes. Parece pues paraddjico que, si se han
establecido poblaciones, esto no redunde en una mejoria de la supervivencia. Esto
se debe fundamentalmente a que se mantiene una proporcion de mujeres a las que
se les diagnostica el tumor en estadios tardios debido a que, o bien son mujeres a
las que es dificil llegar en los programas de cribado, o bien porque han sido
sometidas a un screening inadecuado o no se han sometido a screening en
absoluto. A pesar de que, hasta el momento actual, la principal estrategia en la
prevencion del cancer de cérvix ha sido la implementacién de los programas de
cribado mediante la utilizacion de la citologia exfoliativa (test de Papanicolaou), ésta

tiene una baja sensibilidad. (Falcén Vizcaino 2007)
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1.6 FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS AL CANCER DE CUELLO UTERINO

La causa de la aparicion del cancer de cuello uterino ha sido objeto de estudio
por mas de 150 afios. La etiologia es aun desconocida, aunque se asocia a varios
factores de riesgo. Se presenta con mayor frecuencia en mujeres que han
comenzado la actividad sexual precozmente, con embarazos a temprana edad
(Taylor, 2000; Gonzalez y col, 2000; Murthy y col, 2000). La vida sexual activa
incrementa la frecuencia de la enfermedad de forma importante, principalmente en
aquellas mujeres que la inician antes de los 12 afios (Sawaya y col, 2001).La
promiscuidad, sin ser sinbnimo de cancer de cérvix, parece ser el factor de riesgo de
mayor importancia. Aunque numerosos factores han sido sugeridos para explicar la
relacion entre el riesgo de padecer la enfermedad y los diversos elementos
asociados con las relaciones sexuales, la transmision de agentes infecciosos
(Papiloma Virus, Trichomonas, Gardnerella, Herpes virus tipo Il y Chlamydia)
continla como uno de los mas importantes. (Sayedel-Ahl y col, 2002; Mikamo y

col, 1999; Mori y col, 2001)

Estudios epidemioldgicos han demostrado que la mayor parte de los tipos de
cancer en los humanos se origina en forma secundaria al impacto de diversos
factores y muy particularmente el cancer cervical. En los ultimos afios y con mayor
frecuencia este cancer se comporta como una enfermedad de transmisién sexual,
teniendo como factores etiopatogénicos y predisponentes: la edad precoz en el
comienzo de relaciones sexuales, paridad elevada, infecciones vaginales y la
produccion de radicales libres, entre otros, todos ellos considerados cofactores en la

génesis del cancer cervical (Simpson AJG, 1977).
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1.6.1 Edad De La Primera Relacién Sexual. El inicio temprano de las relaciones
implica la aparicion de multiples compafieros sexuales. Se ha demostrado que en la
adolescencia los tejidos cervicouterinos son mas susceptibles a la accion de los
carcindgenos, y de hecho, si existe un agente infeccioso relacionado, el tiempo de
exposicion a este serd mucho mayor. El riesgo de lesién intraepitelial cuando el
primer coito se tiene a los 17 afios 0 menos es 2,4 veces mayor que cuando este se

tiene a los 21 afos (Bosch F X, 1995).

1.6.2 Numero De Compafieros Sexuales. Existe una relacion directamente
proporcional entre el riesgo de lesion intraepitelial y el nimero de parejas sexuales.
Esta exposicidon se ha relacionado basicamente con la probabilidad de exposicion al
VPH (Bosch FX, 2002, Apgar BS, 1999). Las mujeres solteras, viudas o separadas
tienen mas riesgo de infectarse por VPH dado que tienen mas compafieros
sexuales, sean permanentes u ocasionales (Hart KW, 2001). Torrejébn en sus
estudios ha demostrado la presencia de VPH cervical o vulvar en un 17-21% de las
mujeres con una pareja sexual y en 69-83% de las mujeres con 5 0 mas parejas

sexuales (Torrejon R, 2002).

1.6.3 Anticonceptivos orales Ha sido reportado que el uso de anticonceptivos
orales por mas de 5 afios es un cofactor que incrementa 4 veces el riesgo de
padecer cancer de cérvix en mujeres portadoras de VPH (Skegg DC, 2002). Otro
hallazgo de las investigaciones epidemiologicas expone que tras un diagndéstico de
displasia, en aquellas mujeres que consumen anticonceptivos orales, la progresiéon a
carcinoma in situ es mas rapida. (Moreno V y col, 2002) Asi mismo, al comparar el
uso de anticonceptivos contra los métodos de barreras, se ha observado que este

ultimo brinda cierta proteccién contra el cancer de cérvix por reducir la exposicién a
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agentes infecciosos, especificamente la combinacion de diafragma y crema
espermicida, esta Ultima constituida por agentes con accién antiviral. (Hilleman MR,

2002)

Existen varios mecanismos por los cuales las hormonas sexuales (estrogeno y
progesterona) pueden catalogarse como factores que favorecen los efectos
celulares de la persistente infeccion por el VPH. Uno de ellos es que en ausencia de
hormonas, el receptor para estas es inactivo y se localiza en el nucleo de la célula
blanco como un gran complejo molecular asociado a muchas proteinas de shock
térmico. Cuando la hormona se une a su receptor, se produce un cambio
conformacional que provoca la dimerizacion del receptor, adquiriendo capacidad de
unién a secuencias especificas de ADN. (Edward SP y col, 2000) Existen regiones
de regulacion de la transcripcion del ADN viral que contienen elementos de
reconocimiento a hormonas7 y que aumentan el nivel de expresion de dos genes

virales el E6 y el E7. (Von Knebel DMy col, 1997)

Otro mecanismo descrito es su accion sobre determinados genes asociados a
la regulacion del ciclo celular y al programa de muerte celular. Estas hormonas
inhiben la transactivacion transcripcional mediada por p53 de genes involucrados en

el arresto del ciclo celular y la apoptosis. (Von Knebel DMy col, 1997)

También los esteroides inhiben la efectiva respuesta inmunoldgica contra las
lesiones inducidas por VPH, particularmente a través de la inhibicion de la expresion
del MHC 1y Il, moléculas encargadas del reconocimiento y presentacion de péptidos

virales. (Von Knebel DMy col, 1997)

.6.4 Plasma seminal EIl diagnostico de neoplasia cervical no es sinbnimo de

promiscuidad femenina porque muchas mujeres que sélo han tenido una pareja
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sexual desarrollan la enfermedad, por lo que es interesante considerar la influencia
del hombre en la génesis del cancer uterino. La probabilidad de que las mujeres
sean portadoras del VPH y el riesgo de padecer de cancer de cérvix se ha
relacionado con la presencia de ADN viral en el pene o la uretra de su pareja sexual
(Bosch F X, 2002). Ademéas las mujeres tienen un riesgo tres veces superior de
padecer la enfermedad si su compafiero ha tenido previas esposas que han

desarrollado la enfermedad (Benedet JL y col, 2002).

Seguido al contacto sexual, los espermatozoides penetran rapidamente a
través del canal endocervical. Gran nimero de ellos se depositan en los pliegues
mucosales de las criptas cervicales, y es alta la concentracion de éstos cerca de la
unién escamocolumnar, donde precisamente se desarrollan el mayor niumero de
neoplasias. En este sentido, se han realizado estudios sobre la constitucion del
plasma seminal. El plasma seminal constituye el 90 % del liquido eyaculable y
contiene, dentro de sus componentes inmunosupresores que afectan las funciones
de diferentes células del sistema inmune (SI), y que incluyen linfocitos T, linfocitos B,
células asesinas naturales (NK), macréfagos, anticuerpos del sistema de
complemento. Experimentalmente se ha comprobado que existe una fraccién de alto
peso molecular responsable de la inhibicion de linfocitos T entre las que se
encuentran la proteina plasmatica asociada a la gestacion y la proteina placentaria,
ambas con propiedades inmunosupresoras, aun a bajas concentraciones. (Hilleman

MR 2002)

El plasma seminal desempefia un importante papel fisiolégico
inmunosupresor que es determinante para la fertilizacion. El tracto cérvico-uterino
normalmente produce leucocitosis en respuesta a los espermatozoides pero el

plasma seminal los protege de la destruccién poscoital por parte de las células del
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Sl. Sin embargo, solo en presencia de carcin6genos este efecto puede constituir un
cofactor que acelera o contribuye al desarrollo de neoplasias. Es por ello que se

considera importante en la génesis del cancer de cuello. (Edward SP y col 2000)

1.6.5 Condicién Socioecondémica Y Cultural. Existen datos controversiales
respecto a la asociacién entre CaCu y condicién econémica, social o educativa. Se
acepta que las mujeres de mas bajo nivel social, cultural y educativo, asi como las
inmigrantes extranjeras tienen mayor incidencia de CaCu, pero existen estudios que
muestran a las universitarias como las que mas lo padecen (Hasenyager C, 1999).
Existe la interrogante si esta condicion estéa relacionada con una mayor exposicion al
VPH o la dificultad para acceder a los servicios de deteccion oportuna (Fernandez
ME, 1998, Lorant V, 2002). Benia y Tellecha, en Uruguay, informaron que mas del
60% de las mujeres de 20 a 30 afios no acuden a los servicios de tamizaje mas por
temor y trabas administrativas que a tener que vivir en condiciones que las expone

mas al virus (Benia W, Tellecha G, 2000).

|.6.6 Tabaco EIl tabaquismo se ha asociado con la presencia de carcinomas de
células escamosas, predominante en el cancer cérvico uterino, el de pulmon y el de
laringe. Se ha propuesto la hipotesis de que los carcindégenos procedentes del
consumo del tabaco (nicotina y cotina) al ser trasportados por el sistema circulatorio
y llegar al epitelio cervical, puedan iniciar o actuar como carcindgenos en las células
ya afectadas por agentes transformantes posiblemente por transmision sexual como

el VPH y el Herpes virus tipo Il. (Edward SP y col 2000)

Otro mecanismo atribuido a este factor para explicar su efecto en el cancer de
cérvix, es la induccién indirecta de inmunosupresion y la reduccion de antioxidantes

provenientes de la dieta.
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Sin embargo, actualmente se le da una importancia moderada a este factor
pero se acepta que, junto a otros, aumenta 3 veces el riesgo de padecer la
enfermedad comparado con las mujeres no fumadoras (Aclaudious NNy col, 2002)
y se ha reportado que existe wuna fuerte relacion dosis-respuesta.

(Deacon JMy col, 2000)

1.6.7 Dieta y factores El estado nutricional puede influir en la progresion de la
infeccion por VPH. El patrén de metilacion del ADN VPH in Vitro se ha asociado con
la actividad transcripcional viral pues la RNA polimerasa, enzima encargada de la

transcripcion, se une con menos afinidad al ADN metilado.

Se conoce que los genes metilados (“imprimiting” gendmico) son inactivos,
mientras que los metilados o hipometilados pueden ser transcritos para generar un
producto proteico. La pérdida del "impriminting” en los fendmenos de carcinogénesis
podrian vincularse con factores fisioldgicos, ambientales y dietéticos, que poseen la
capacidad de metilar al ADN (Gémez DE, 1998), asi el folato, la vitamina Be, la
vitamina Bi, y la metionina pueden tener su mecanismo de accion en la prevencion
del cancer de cuello uterino a través de su papel en la mutilacion. (Sedjo RL, 2002,

Shannon J, 2002).

Se ha comprobado que durante el embarazo ocurre una cierta depresion de
los niveles de folato lo cual se ha relacionado con el aumento de riesgo de aparicion
de la enfermedad en multiparas. La ingestion de comidas ricas en vitamina Ay,
particularmente, en retinol se asocio con la reduccion del riesgo de padecer traumas
de desgarro del epitelio que pueden producirse durante el parto, y por sus

propiedades antioxidantes esta asociado con la afeccion en analisis.
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Algunos estudios cientificos consideran que una dieta baja en antioxidantes,
acido folico y vitamina C favorece la persistencia de la infeccion por VPH y la
evolucion de las lesiones de NIC | a NIC I, Ill y cancer cervicouterino pero no son

concluyentes (Ledn G, Bosques O, 2005).

1.6.8 Factor genético Aunque el VPH es el principal factor de riesgo para el
desarrollo de cancer de cérvix, sé6lo pocas mujeres infectadas desarrollan la
enfermedad. La susceptibilidad genética a la infeccion por el VPH parece ser
importante en determinar el riesgo individual de desarrollo viral del cancer.
(Magnusson PK y col, 2000) La habilidad de ciertos haplotipos de HLA es
predisponente a aumentar la susceptibilidad a la iniciacion y persistencia de la
infeccion por VPH y, por consiguiente, al desarrollo de tumores malignos en el cuello

uterino. (Van Driel WJ y col, 1999)

1.6.9 Inmunosupresion La respuesta inmune esta considerada como un potente
mecanismo de resistencia al desarrollo de tumores, desde la fase de iniciacion hasta
el crecimiento y progresion de los mismos. (Van Driel WJ y col, 1999).La infeccién
viral es comun en pacientes con supresion/defecto en el SI demostrado por
linfopenia, con la relacion linfocitos B/ linfocitos T, migracion espontanea y
guimiotaxis de neutrofilos disminuida. (Roseen K y col, 1996). Un ejemplo evidente
ha sido demostrado en pacientes infectadas con el virus de la inmunodeficiencia
humana las cuales muestran un incremento en la incidencia de lesiones
intraepiteliales escamosas, debido al deterioro de las células y de los mecanismos
de la respuesta inmune contra la progresiéon de la enfermedad. Ademas, el
comportamiento de los mecanismos efectores de la respuesta inmune en

enfermedad. (Jastreboff AM y col, 2002) Ademas, el comportamiento de los
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mecanismos efectores de la respuesta inmune en pacientes con lesiones del cuello
uterino, varian segun el estadio y el tipo de VPH que infecta. La regresion de las
lesiones inducidas por VPH estdn acompafiadas de una reaccion caracteristica de

hipersensibilidad retardada dependiente de linfocitos T auxiliares (Th).

Se ha informado la existencia de un desbalance en el patron de citocinas
producidas por las células T donde se afecta el patron Thl y se detecta disminucién
en los niveles de interferbn gamma y un aumento de la interleucina 10 (IL-10), que
se corresponde con el patron Th2. Estas alteraciones inducen trastornos en la
secuencia de eventos necesarios para que la respuesta inmune, tanto humoral como

celular, sea efectiva. (Clerici My col, 1998).

1.6.10 Infecciones de Transmision Sexual. Se ha demostrado la asociacion de
cancer de cuello uterino con enfermedades de transmision sexual. En un estudio
realizado en tres paises se encontro asociacion entre infeccién por VPH y Chlamydia
trachomatis en Colombia y Espafia, pero no en Brasil (Mufioz N, 1996); mientras
gue otros estudios han asociado la infeccion del serotipo G de esta bacteria con el
virus (Anttila T, 2001). Adicionalmente, la coinfeccion con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) facilita el desarrollo de la neoplasia, con un
aumento del riesgo de cancer entre las infectadas por el VIH de hasta 3,2 veces el

riesgo de las mujeres sin VIH (Mandelblatt JS, 1999).

Con el desarrollo de técnicas en biologia molecular para detectar la presencia
de ADN del VPH en muestras citologicas durante la década de los ochenta, se pudo
establecer el papel del VPH de alto riesgo en la etiologia del CaCu. Posteriormente,
estudios epidemioldgicos multicentricos conducidos en la década de los noventa,

permitieron demostrar la asociacion causal entre infecciones con VPH y el desarrollo

20



Introduccion

de CaCu. Con la evidencia cientifica acumulada, hoy en dia, la infecciéon con VPH ha
sido propuesta como la primera causa necesaria para el desarrollo de CaCu. Sin
embargo, no todas las mujeres infectadas con VPH desarrollan cancer invasor,
existiendo esta infeccibn con frecuencia en mujeres sanas. Por lo tanto, otros
cofactores deben ser necesarios para la progresion de la carcinogénesis en el cuello

uterino. (Ciaran BJ, 2007)
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Figura 6 El cancer de Cuello Uterino se relaciona con algunos factores del medio ambiente
y estilo de vida, ademas de la asociaciébn entre las formas invasivas del cancer
cervicouterino y algunos virus especialmente el Virus del Papiloma Humano (VPH) como
uno de los principales agentes responsables de la etiologia de esta enfermedad y defectos
del sistema inmunitario del huésped. Carrero Y, 2012
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.7 VIRUS DE PAPILOMA HUMANO (VPH)

El VPH es un miembro del género A de la familia Papovaviridae, es un virus
sin cubierta que mide de 50 a 55 nandémetros (nm) de diametro, presentando
capsides icosaédricas constituidas por 72 capsomeros, su genoma es un &cido
desoxirribonucleico (ADN) circular de doble hélice, con un peso molecular
aproximado de 5x10° Daltons, correspondiente a 8.000 pares de bases. (Braunwalal

Ey col, 1999)

El genoma viral esta organizado y dispuesto en bloques separados que
consisten en regiones de lectura abierta (ORFs, open reading frame). Estas
regiones han sido designadas como tempranas (E) que codifican para proteinas
relacionadas con la replicacion (E1), transcripcion (E2) y transformacion celular
(E6 y E7), o tardios (L) que codifican proteinas de la capside (L1 y L2); ademas
poseen una region denominada region reguladora ascendente (URR) 0 region
larga de control (LCR), que contiene secuencias de control para la replicacion y
expresion genética del VPH. (Callejas D, 1997; Rivera Ry col, 2002; Crum C,

1998)
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Figura 7 Organizacion del Genoma del VPH.

l.7.1 PROTEINAS VIRALES

.7.1.1 GENES E1Y E2

Los genes E1 y E2 codifican proteinas que regulan, activando o reprimiendo, la
trascripcion virica mediante fijacion a proteinas celulares. La proteina
transmembranosa E5 se fija a la membrana plasmatica, asi como a las membranas
del aparato de Golgi y del reticulo endoplasmico, y modula la actividad del factor de

crecimiento epitelial (EGF). (Morrison F, 1994)

1.7.1.2 GEN E4

La proteina E4 interactia con los filamentos de la citoqueratina de la célula

hospedadora destructurandolos, pudiendo provocar la muerte celular. El VPH como
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virus que es no forma vida independiente requiere de la célula huésped para su
replicacion penetrando por endocitosis y ubicandose en el citoplasma,
interrumpiendo la sintesis de proteinas de la célula (Stein J, 1991; Pascale Hy col,

1999)

I.7.2 ONCOPROTEINAS VIRALES

El VPH al penetrar a la célula a través de la membrana plasmatica por
endocitosis, se ubica en el citoplasma interrumpiendo la sintesis de proteinas de las
células infectadas, siendo capaz de utilizar macromoléculas y energias del
hospedador, y en el nlcleo de las células se une a genes supresores como p53y Rb
(insercion mutacional) a través de las proteinas E6 y E7, induciendo cambios
transformacionales de tipo neoplasico en la célula infectada capaz de dar inicio a
una lesion intraepitelial y origina posteriormente un proceso neoplasico (Mufioz My
col, 1999; Burkhardt A, 1999) . A pesar de que este bien establecido que las
oncoproteinas E6 y E7 codificadas por el virus estan involucradas en la
transformacion celular, la infeccion por VPH, no es suficiente por si sola para

desarrollar un cancer. (Kuper Hy col, 2000).

l.7.2.1 ONCOPROTEINA E6

El gen E6, de aproximadamente 450 a 500 pb, codifica para una proteina de
150 aminoacidos con un peso molecular de 16 a 18 kDa. La proteina tiene un
potencial oncogénico débil en algunas lineas celulares y coopera con E7 para la
plena capacidad transformante e inmortalizante. E6 se expresa muy tempranamente

durante una infeccién por VPH. Esto le confiere varias funciones que alteran el
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ambiente celular, como el bloqueo de la apoptésis mediante la degradacion de p53,
la alteracidén de la transcripcion de genes celulares a través de la interaccién con
p300 y CBP (coactivadores de p53), e incremento de la vida celular por la sobre
activacion de la telomerasa. La accion clave de E6 de los VPH de alto riesgo es
inhibir la funcién de P53, proteina supresora de tumores, mediante su degradacion
por la via de la ubiquitina (Hengstermann A y col, 2001; Mantovani F y col, 2001)
Para ello E6 requiere a la proteina celular asociada a E6 (E6-AP). Esta proteina
reemplaza a Mdm2, que en células normales no infectadas es quien degrada a P53.
Este cambio reduce dramaticamente la vida media de P53 (desde 3 horas hasta 20
minutos) y el nivel de proteina en las células de CaCu a menos de la mitad del nivel
presente en las células normales. La mayoria de las proteinas E6 de los VPH de
bajo riesgo (E6 — BR) no se unen a P53 o lo hacen débilmente y no lo degradan. E6
también puede retener a P53 en el citoplasma bloqueando su translocacion al nucleo
y asi inhibiendo su funcién independientemente de su degradacion (Mantovani F y
col, 1999). En consecuencia E6 inhibe la capacidad de P53 para activar o reprimir la
transcripcion de sus genes blanco. E6 puede superar la apoptosis dependiente e
independiente de P53. Asi mismo se ha observado que EG6 interactia con Bak, una
proteina proapoptotica que se expresa en altos niveles en las capas superiores del
epitelio en diferenciacion. El incremento de P53, que se daria por la proliferacion
inducida por el VPH, asi como la consecuente induccién de apoptosis,
probablemente mataria a una célula infectada por VPH antes de que la replicaciéon
de este ocurriera. Por tanto la modulacion de los niveles de P53 por parte de E6 es

importante para una infeccién productiva. (Krajewski Sy col, 1996)
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1.7.2.2 ONCOPROTEINA E7

El gen E7, de aproximadamente 300 a 320 pb, codifica para una proteina de
aproximadamente 100 aminoacidos con un peso molecular de 10 kDa. E7 tiene la
mayor capacidad transformante y actia mediante la union a proteinas celulares
supresoras de tumores de la familia pRB, que a su vez interactian con factores de
transcripcion de la familia E2F. La familia pRB controla la replicacion celular (Boyer
SNy col, 1996) La union de E7 a la forma activa de pRB conduce a la liberacion de
los factores de transcripcion E2F independientemente de la presencia de factores de
crecimiento externos, lo que promueve el progreso de la fase S del ciclo celular y por
tanto la replicacion celular. E7 también se asocia con otras proteinas tales como
desacetilasas de histonas, AP1 e inhibidores de los complejos CDK, como p21 y
p27. (Inhibidores de cinasas) Como resultado de la liberacion de E2F se expresa
ciclina E, importante para el progreso de la fase S. Estas interacciones inducen
multiples respuestas celulares, incluyendo la estabilizacion de P53 que normalmente
contrarrestaria esta replicacion celular, anormalmente estimulada, mediante el
incremento de la apoptésis. Sin embargo la proteina E6 — AR degrada a P53 y por

tanto bloquea esta respuesta celular. (Munger K y col, 2001)

1.7.3 INSERSION MUTACIONAL

El VPH al penetrar a la célula a través de la membrana plasmatica por
endocitosis, se ubica en el citoplasma interrumpiendo la sintesis de proteinas de
las células infectadas, siendo capaz de utilizar macromoléculas y energia del
hospedador, y en el nacleo de las células se une a genes supresores como p53 y

Rb (inserciébn mutacional) a través de las proteinas E6 y E7, induciendo cambios
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transformacionales de tipo neoplasico en la célula infectada capaz de dar inicio a
una lesion intraepitelial y origina posteriormente un proceso neoplasico (Lizano

M, 2009 ).

En la patogénesis del cancer del cuello uterino, la infeccion por VPH de alto
riesgo condiciona la pérdida de las funciones de algunas vias de regulacion celular.
Las oncoproteinas VPH-E6 y VPH-E7 forman complejos e inactivan funcionalmente
a las proteinas p53 (encargada de la reparacion del ADN y la induccién de apoptosis
cuando fallan los mecanismos de reparacién) y Rb (proteina supresora de tumor),
respectivamente. Como consecuencia, y al igual que en otras malignidades no
asociadas a la infeccion por VPH, las sefales de transduccion reguladas por estas
proteinas son afectadas lo que contribuye a la inestabilidad genémica. (Pillai MR y

col, 1998; Padovan Py col, 2000)

Integracion
VPH
el

Figura 8 Dindmica de la infeccién por VPH en Cuello Uterino. Carrero Y 2012
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1.8 CLASIFICACION DEL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO (VPH)

El virus de papiloma humano se divide en dos grandes grupos dependiendo de
los tipos de lesiones cancerigenas que provocan: alto y bajo riesgo. Se denomina
VPH de bajo riesgo (BR) a aquellos genotipos cuyo riesgo de provocar cancer es
bajo, dentro de este grupo se encuentran: 6, 11, 40, 42, 53, 54 y 57. (Shirley E,
1999; Torrején R, 2002) Los tipos de VPH de bajo riesgo pueden causar cambios
leves en el cuello del atero de una mujer. No son perjudiciales y desaparecen con el
tiempo. Sin embargo pueden presentarse verrugas genitales conocidas como
condilomas acuminado, originadas de ciertos tipos como el VPH6 y el VPH11. Estas
verrugas pueden aparecer varias semanas después del contacto sexual con una
persona que esté infectada con VPH, o es posible que se tarden varios meses 0

afios en aparecer; o, tal vez, que nunca aparezcan.

El segundo grupo de tipos de VPH genital se conoce como de alto riesgo (AR)
son los que se encuentran con mayor frecuencia asociados en los casos de cancer
de cuello uterino e incluyen el VPH 16, 18, 31, 35, 39, 45, 51, 52, 56 y 58. De estos
tipos el VPH 16 y el 18 son, sin duda, los mas importantes dado que se encuentran
con mas frecuencia vinculados al cancer cervicouterino. Sélo la infeccion persistente
de VPH de alto riesgo (aquella que no desaparece durante afios) aumenta el riesgo

de Cancer de cuello uterino. (Stoler M, 2006; Torrejon R, 2002)

Los tipos de alto riesgo causan formaciones que son generalmente planas y
casi invisibles, comparadas con las verrugas causadas por los VPH6 y VPH11. Es
importante notar, que la mayoria de las infecciones de virus del Papiloma humano

desaparecen por si solas y no causan Cancer. (Stoler M, 2006; Correnti M y col,
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1997; Giannini SL y col, 1998) Sin embargo los tipos 16, 18, 31, 33 y 35 pueden
provocar alteraciones celulares en la vagina y el cuello uterino asociados a lesiones

premalignas y cancerosas en la mujer (Morrison F, 1994)

Observaciones clinicas han permitido establecer un importante papel del VPH
en el origen de las lesiones preinvasivas de cuello uterino (Satos Sy col, 1998). Se
ha podido demostrar que este virus es el agente desencadenante de mas del 95%
de los canceres cervicales y de las lesiones cervicales de alto grado. Estudios
internacionales sobre cancer cervical invasivo han establecido que el 92,9% de los
tumores analizados contenian ADN de VPH y que probablemente menos del 5% del
total, realmente carecian de ADN virico. Por lo tanto, la infeccion por VPH
representa el paso previo que precede al desarrollo de una neoplasia intraepitelial
cervical (NIC) (Lacruz Cy col, 2003; Holowaty Py col, 1999), Sin embargo, en un
pequefio grupo de mujeres, el virus no desaparece, y la infeccion se hace
persistente .Esto puede llevar al desarrollo de NIC y su progresion de NIC | a NIC
lll, y luego a carcinoma invasor. El tiempo de evolucion de NIC | a carcinoma invasor
es variable y depende del tipo de cepa infectante, la inmunidad del huésped y la
carga viral, generalmente es de 10 a 20 afios. (Giannini SL y col, 1998; Lopez Ay

col 2002)

Cuando la mujer es sexualmente activa, aumenta el riesgo de infeccion con
VPH-AR. En 80 % de las mujeres infectadas, la infeccién es transitoria, no se
desarrolla NIC, y el virus desaparece en 6 a 8 meses. Una respuesta de anticuerpos
neutralizadores contra el VPH-AIto Riesgo parece proteger a estas mujeres del

desarrollo de NIC. En el otro 20 % de las mujeres infectadas con VPH-AIto Riesgo,
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se desarrolla NIC; pero en la mayoria de éstas, el virus y la lesion también

desaparecen (Lopez Ay col, 2002)

VPH:1 Verruga plantar

VPH:2 Verruga vulgar o comun

VPH: 5- 8 Epidermodisplasia verruciforme
VPH:6,11,40,42,53,54,66 Bajo Riesgo

VPH: 16,18,31,33,35,39 Alto Riesgo

45,51,52,56,58,59,67,69

Tabla 1 Clasificacion del VPH de acuerdo a las manifestaciones clinicas y riesgo segun The
International Agency for Research on Cancer (IARC). 2005

1.9 DIAGNOSTICO DE LESIONES DE CUELLO UTERINO Y VPH

El diagnéstico virologico para la identificacion del VPH en lesiones de pacientes
0 en muestras biologicas durante el pesquizaje clinico rutinario se dificulta al carecer
de pruebas serolégicas, y a la dificultad de crecimiento del virus en cultivos
celulares. EIl hallazgo clinico de verrugas o lesién colposcopica visualizadas por
cambios citolégicos o histopatologicos, virtualmente son las herramientas empleadas
en el diagnodstico de la infeccion por VPH al igual que el empleo de la estudios

moleculares. (Velasquez-Cruz AD y col, 2002)
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1.9.1 METODOS DIAGNOSTICOS CONVENCIONALES

1.9.1.1 TEST PAPANICOLAOU

La prueba de Papanicolaou fue descrita desde hace mas de 50 afios, por el
Dr. Papanicolaou, teniendo éxito en la disminucion de la incidencia de céncer
cervicouterino, a pesar de tener una sensibilidad del 50 al 60%, si se obtienen tres
muestras negativas consecutivas existe una probabilidad menor del 1% de la

paciente presente una anomalia cervical (Gonzélez E , 2003).

Histéricamente la prueba de eleccion para el diagnéstico de lesiones
preinvasivas ha sido la citologia cervical, considerado un meétodo efectivo para
reducir la morbilidad y la mortalidad por este tipo de cancer. Recientemente, la
Organizacion Mundial de la Salud, ha evaluado como herramientas utiles ademas de
la citologia de Papanicolau, la citologia liquida y la deteccion del Virus del Papiloma

Humano (VPH) (Martinez F, 2004).

El diagndstico citolégico identifica la lesion (preneoplasica o neoplasica), que es lo
gue interesa fundamentalmente al médico clinico para la aplicacion terapéutica. A su
vez, este estudio citomorfolégico sigue siendo el método mas rapido y econdémico
para identificar la presencia de VPH en el tracto genital femenino, pero los falsos
negativos son relativamente frecuentes, de ahi que en los casos sospechosos, 0
incluso en los casos NIC positivos sea recomendable la aplicacion de técnicas
complementarias biomoleculares que permiten la identificacion del virus y su
genotipo. Es cierto que la mayoria de estas infecciones viricas regresan
espontaneamente, pero las ventajas de la biotecnologia esta bien contrastada, ya

que resulta un excelente complemento del examen del frotis en pacientes de
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riesgo, reduciendo drasticamente los falsos negativos, modifica el seguimiento en
casos de ASCUS y NIC | (LSIL), pues en los VPH negativos es so6lo necesario el
seguimiento, mientras en los VPH positivos, queda indicada la colposcopia; por
altimo, se presenta como un buen control de tratamientos, facilitando el diagndstico

precoz de recidivas. (Carreras R, 1997).

1.9.1.2 COLPOSCOPIA

Fue introducida en 1925 por Hinselman, consiste en la exploracion del tracto
genital inferior empleando un equipo con distintos aumentos, sin preparaciéon y
luego de la aplicacién de acido acético al 5% que permite identificar y delimitar una
posible lesion en el cuello uterino, la cual sera posteriormente estudiada

histologicamente a través de una biopsia.

El examen se puede realizar en cualquier momento del ciclo, fuera del
periodo menstrual siendo el momento éptimo durante la fase estrogénica cuando el

moco cervical es abundante y acuoso Yy facilita el examen endocervical.

Las principales indicaciones para realizar colposcopia son:
e Cuello uterino de aspecto sospechoso
e Citologia que reporte NIC 1, NIC 2 y NIC 3
e NIC 1 con mas de 12 a 18 meses en la citologia
e Calidad insatisfactoria persistente en la citologia
e Infeccion por virus de Papiloma Humano
e Acetopositividad en la inspeccion visual con acido acético
e Resultados positivos en la inspeccion visual con solucién

yodo- yodurada de lugol (Torné A, 2006).
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1.9.2 METODOS DIAGNOSTICOS ESPECIFICOS

En la actualidad se disponen de métodos con una sensibilidad y especificidad
superiores a las técnicas histologicas clasicas, técnicas inmunohistoquimicas para
deteccion del antigeno y la deteccion de las particulas viricas por microscopia
electronica (ME) que han sido utilizadas en la deteccion de la infeccion viral y que
carecen de sensibilidad en la deteccion de infecciones subclinicas y latentes.

(Martinez J, 2010).

1.9.2.1 Southern blot: Consiste en la extraccion del ADN de muestras en fresco
después de la digestion de proteinas y del ARN. EI ADN extraido se cliva con un
grupo de enzimas de restriccion apropiada y se separa con electroforesis en gel
de agarosa y posteriormente este gel se transfiere a una membrana para su

hibridacién con una sonda especifica (Tatti S, 2008).

1.9.2.2 Hibridacion Puntual: Llamado “dot blotting” consiste en no digerir todo el
ADN extraido de la célula con enzimas de restriccion sino exponerlo por separado
sobre un gel y realizar el método de Southern blot sobre una membrana para luego
realizar hibridacién y deteccion. Este método es mas rapido se pueden evaluar
muchas muestras, no necesita enzimas de restriccion ni transferencia. Actualmente

confirma resultados de PCR. (Garcia J y col, 2003)

1.9.2.3 Hibridacion Invertida: Consiste en la transferencia a un filtro de ADN de
VPH liberado por el plasmado intermedio de una enzima de restriccibn en su
exposicibn a una sonda de 500 ng de ADN celular radiomarcado. Todas las

secuencias de VPH presentes en al ADN celular se hibridaran con el tipo de VPH
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complementario presente en la sonda. Existe también la hibridacién “sandwich” e in

situ entre otras. (Garcia J y col, 2003)

1.9.2.4 Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR): Es un método in Vitro que
permite amplificar las secuencias de ADN especificas méas de un millon de veces en
unas pocas horas por medio de una reaccién enzimatica dirigida por un cebador. La
sintesis de PCR consiste: el ADN de doble cadena buscado se desnaturaliza para
permitir que los cebadores lo hibriden. Estos se unen a las secuencias de ADN
complementarias en forma especifica. El resultado de PCR es el aumento
exponencial del ADN buscado en funcion de la cantidad de ciclos realizados (un
ciclo consiste en la desnaturalizacion del ADN; fijacion del cebador y la extension
del cebador). Si se dispone de la cantidad suficiente de ADN geondmico amplificado
el diagnostico puede observarse sobre el gel después de la electroforesis y tincion

con bromuro de etidio. (Villegas V. y col. 2009)

La mezcla de la reaccion consta de una pequefia muestra de ADN que se
utiliza como molde a partir de un tejido fresco o en parafina, en adiccion se necesitan
oligonucledtidos que son los que actuan como cebadores, ADN polimerasa
termoestable que se utiliza como sustrato para copiar las cadenas nuevas a partir

del molde y un amortiguador que se encarga de estabilizar la reaccion.

El primer ciclo de la reaccion, conocido como desnaturalizacion, consiste en
separa las cadenas de ADN a una temperatura de 94 a 96 C, aplicada durante
pocos minutos. Posteriormente se produce el anillamiento hibridacion de los

cebadores con las secuencias complementarias de ADN, los cebadores sintéticos
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delimitan el sitio que se busca amplificar y se anillan a temperaturas que oscilan

entre 50y 65 C.

El ultimo ciclo o de extensidon permite al ADN polimerasa sintetizar las nuevas
cadenas y a medida que avanza el proceso se logra amplificar el segmento unas

10" veces (Villegas V y col, 2009).

1.9.2.5 PCR Multiplex: Emplea dos o méas pares de cebadores en unico tubo con el
fin de amplificar simultaneamente multiples segmentos de ADN. Por lo tanto,
consiste en combinar en una reaccién Unica todos pares de cebadores de los
sistemas que queremos amplificar simultAaneamente, junto con el resto de los
reactivos de la reaccion en cantidades suficientes. Sus ventajas es obtener la
informacion de varios loci en una sola reaccién, menor cantidad de molde para el
analisis, menor cantidad de reactivos, rapida construccion de base de datos

(Villegas Vy col. 2009).

1.9.2.6 Sistema de Captura Hibrida Il: Se basa en el principio de hibridacién en
solucion. Utiliza sondas de ARN que se unen o hibridan al ADN buscado. Se
incluyen dos sondas: sonda B que incluye el panel delos 13tipos de VPH alto
riesgo 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59 y 68; y el panel A que abarca los tipos
de bajo riesgo 6,11,42,43 y 44. Este método es un inmunoensayo ligado a enzimas
y asociado con una reaccion de fosfatasa alcalina no radiactiva con compuestos
guimioluminiscentes colocados en microplacas. Las muestras se clasifican como
positivas si el registro de unidad de luz relativa obtenido con el luminémetro es

igual o mayor que la media de los valores de los controles positivos realizados
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para el andlisis. El fabricante recomienda un umbral positivo de 1 pg/ml (alrededor

de 5.000 copias) para la deteccion del VPH (Garcia J y col, 2003).

Estos estudios hoy en dia nos permiten identificar a las portadoras de los
tipos de VPH de alto riesgo u oncogénicos para decidir sila paciente mantiene un
tratamiento conservador, ya que este no siempre erradica el virus y de acuerdo a
los conocimientos actuales las pacientes mayores de 30 afios con infeccién
persistente podrian correr mayor riesgo de cancer de cuello uterino en comparacion

con pacientes que presentan infeccion fluctuante o involutiva.

.10 VIRUS DE PAPILOMA HUMANO Y CANCER CERVICAL

El VPH penetra a la capa basal del epitelio exocervical e inicia la replicacion
viral en las células espinosas y el ensamble de los viriones se lleva a cabo en los
estratos superiores, cuando las células se han diferenciado. Finalmente en las
células escamosas, los viriones son expulsados y pueden iniciar un nuevo ciclo de

infeccion, una vez dentro de la célula el genoma del VPH puede tomar tres vias:

1. EI ADN viral es mantenido intranuclearmente pero extracromosomico con lo cual

la replicacion se lleva a cabo de manera sincrénica con la duplicacion celular, dando

lugar a una infeccién latente.

2. Conversién de una forma latente en una infectante por replicaciéon de virus

completos desarrollando lesiones intraepiteliales de bajo grado y acuminadas.
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3. Integracion con el genoma celular e inicio del proceso oncolégico (cancer). (Erazo

J, 2007)

Los dos productos genéticos necesarios para transformar e inmortalizar las
células epiteliales humanas son los originados de los genes E6 y E7 del VPH. Las
evidencias que soportan el papel causal de estos oncogenes en el desarrollo de
tumores son las siguientes: los oncogenes E6/E7 se expresan en forma constante
en células cancerosas; los mecanismos que regulan la expresion de E6/E7 estan
ausentes en las células cancerosas; E6/E7 son capaces de inmortalizar células y
promover la inestabilidad del genoma de la célula huésped; el bloqueo de la funcion
de los genes EG6-E7 lleva a la re-version del fenotipo maligno de las células
cancerosas. Estas oncoproteinas se unen e interactuan respectivamente con las
proteinas celulares p53 y pRb que son proteinas reguladoras del ciclo celular. (Shah

KVy col, 1989)

[.10.1 Interaccion entre la oncoproteinas E6 y la proteina p53: p53 es un factor
de transcripcion celular, es decir, un factor que controla la expresion de genes
especificos. Actia como un guardian del ciclo celular preservando la fidelidad de la
replicacion del ADN. Las mutaciones de p51 son la anomalia genética mas
comunmente encontrada, en los tumores humanos. Si el ADN celular es dafiado, los
niveles de p53 aumentan y se produce una detencion del ciclo celular en Gl,
permitiendo su reparacion. Ademas, p53 induce apoptosis en células con dafio
irreparable del ADN. La oncoproteina E6 del VPH de alto riesgo se une a p53 a
través de una proteina llamada E6-AP, necesaria para la formacién del complejo E6-
p53. La formacion de este complejo, a través de la activacibn del mecanismo

proteolitico de la ubiquitina, produce la degradaciéon de p53. (lluibregtse JM y col,
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1995) La oncoproteina E6 del VPH de bajo riesgo, no inactiva a p53 porque sélo se
une a su extremo C-terminal y esta interaccion no produce la degradacién de p53.
(Majewski Sy col, 1997) La de-gradacién de p53 impide una adecuada reparacion
del ADN, lo cual lleva a inestabilidad del genoma, mutaciones, alteraciones
cromosomicas y formacién de tumores. (Androphy EJ y col, 1994; Perry ME y col,

1993; Zur Hausen H, 1994; Schcffner My col, 1994; Zur Hausen H, 1996).

1.10.2 Interaccion entre E7 y pRb: La proteina del retinoblastoma (pRb) es una
fosfoproteina cuya funcion es regular la entrada de la célula al ciclo de division
celular. Durante el ciclo celular la pRb experimenta ciclos de fosforilacion y
defosforilacion. La forma no fosforilada es la forma activa que suprime la division
celular. Durante la fase tardia de la mitosis, la PRb es desfosforilada, se une al factor
de transcripcion E2F, lo secuestra e impide que este factor transcriba los genes
necesarios para que la célula entre a la fase S del ciclo celular, de modo que la
célula se detiene en la fase G1 del ciclo celular (fase de reposo). Durante la fase S,
G2 y la mitosis temprana, la pRB es fosforilada por enzimas quinasas ciclino-
dependientes y pasa a su forma inactiva, permitiendo la labor del factor de

transcripcion

La oncoproteina E7 se une a pRb en el mismo sitio de unién que el factor de
transcripcion E2F desplazando a este ultimo de modo que queda libre para activar la
replicacion y transcripcion del ADN. La inactivacion funcional de, pRB, permite la
progresion de la célula a la fase S del ciclo celular (fase de replicacion del ADN). La
oncoproteina E7 de los VPH de bajo riesgo interactda con la pRb con menor afinidad
y eficacia. (Androphy EJ, 1994; Zur Hausen H, 1994; Hollingsworth RE y col,

1994; Huibregtse JM y col, 1994)
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1.10.3 Cooperacion entre E6 y E7 en la transformacién maligna: Los estudios
experimentales demuestran que es necesaria la accion cooperadora y la expresion
contintia de los genes E6 y E7 para la inmortalizacion celular. Se ha especulado que
E7 produciria las mutaciones y E6 impediria la reparacién de estas mutaciones

mediante la degradacion de p53. (Zur Hausen H, 1994)

En los VPH de alto riesgo, la expresion de E6 y E7 es controlada por factores
celulares del huésped (genes), capaces de restringir la transcripcion de VPH en
células normales. Estos genes reguladores podrian ser el blanco principal de
eventos mutagénicos. Los VPH de bajo riesgo, aunque estimulan la proliferacion
celular, son aparentemente incapaces de inducir mutaciones y la progresion tumoral
dependeria mas de factores externos no bien conocidos. La conversion maligna con
estos tipos de VPH es rara y cuando ocurre se producen carcinomas verrugosos,

localmente invasivos, pero sin potencial metastasico. (Zur Hausen H, 1994)

1.10.4 Rol de la integracion viral en la transformacion maligna: El ADN integrado
se define como la unién covalente del ADN viral al ADN cromosomal. En contraste,
el ADN episomal es un ADN circular libre en el nlacleo capaz de replicarse y producir
viriones. La integracién del ADN del VPH, se observa principalmente en carcinomas
invasivo. Las lesiones premalignas por lo general presentan ADN episomal. En
infeccion por VPH 16 y 18 ocurre integracién del ADN, no asi en infecciones por
VPH de bajo riesgo 6 y 11. (Zur Hausen H, 1994; Schcffner My col, 1994). El sitio
de integracion del VPH en el genoma del huésped parece ser un fenédmeno
aleatorio. En algunos casos, la integracion del genoma del VPH ocurre en la

vecindad de oncogenes conocidos tales como el c-myc (situado en el cromosoma 8).
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Una hipétesis atractiva es que la integracion del genoma viral en la vecindad de un
oncogeén, proporcionaria un ambiente propicio para la proliferacion celular y
progresién de una lesion preneoplasica a cancer. Existe especificidad sobre el sitio
en el cual se rompe el genoma viral para integrarse al genoma celular. La
integracion por lo general ocurre en la region El - E2 del genoma. Las proteinas El y
E2 actuan primordialmente reprimiendo la actividad del promotor que permite la
transcripcion de los oncogenes E6 y E7. En los canceres cervicales VPH positivo
con integracion del ADN, El y E2 dejan de expresarse y sOlo E6 y E7 se siguen

expresando. (Schcffner My col, 1994)
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Figura 9 Mecanismo Oncogénico del Virus del Papiloma Humano (VPH) Carrero Y, 2012.
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.11 RESPUESTA INMUNITARIA EN CUELLO UTERINO

La respuesta inmunitaria esta considerada como un mecanismo efector en la
resistencia a los tumores y esta relacionada desde la fase de iniciacion hasta el
crecimiento y progresion de éstos. (Janeway CH y col, 2001) Importantes
evidencias sugieren que el sistema participa en la eliminaciéon de las células
malignas que aparecen en el huésped, probablemente, como resultado de
mutaciones espontaneas, exposicion a carcindgenos del medio ambiente y
activacion viral. Ademas, tiene una crucial implicacién en la progresion de tumores
ya establecidos, son mas agresivos, generalmente, en aquellos pacientes que sufren
inmunodepresion. Numerosos reportes establecen que en la respuesta del huésped
a la infeccion intervienen tanto los componentes celulares como humorales del

sistema inmune (Brostoff J y col, 1993)

[.11.1 RESPUESTA INMUNITARIA CELULAR

La respuesta inmunitaria celular local detectada en estas lesiones se
caracteriza por un moderado infiltrado y una invertida y disminuida relacion Th/Tc
(CD4/CD8), con capacidad de proliferacion disminuida. (Ghim SJ y col, 2001; Satin
AD y col, 2001) Actualmente se ha detectado un desbalance en el patron de
interleuquinas Th1/Th2, dado por un aumento en las interleuquinas (IL) tipo Il (IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10, supresoras de la respuesta inmune celular) y una concomitante
reduccion en las interleuquinas tipo | (IL-2, INF-g) en muestras VPH+26. Diversos
estudios muestran un incremento en la concentracion de IL-10 y una disminucién del
IFN-g, tanto al nivel transcripcional como proteico. (Tartour E y col, 1998) Estas

alteraciones traen como consecuencia una pérdida del control sobre determinados
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genes del VPH 16 y VPH 18 y una desregulacion en los mecanismos de
presentacion antigénica, la expresion de los antigenos leucocitarios humanos (HLA)
se muestra reducida o ausente. (Clerici M, 1998; Wang SS, 2002) En esta entidad
existe una ausencia parcial o total de células de Langerhans, consideradas como las
presentadoras de antigenos fundamentales en la respuesta inmune contra el tumor.

(Hachisuga Ty col, 2002)

El infiltrado inflamatorio tumoral relacionado con el carcinoma cervical esta
formado por linfocitos, macréfagos y eosindfilos, estos ultimos ocupan el 40 % del
infiltrado. Ciertas interleuquinas como la IL5, e indirectamente la IL4, tienen efecto
en la quimiotaxis de los eosinéfilos. Ademas de la produccion de interleuquinas por
las células tumorales, los linfocitos T y los macrofagos producen estas interleuquinas
lo que induce a pensar que el infiltrado de eosinodfilos refleja una respuesta Th2.
(Fridman WH y col, 1998; Willimien J y col 1999) El IFN-g y la IL-2, propios del
patron Thl, son esenciales en la respuesta antitumoral. La IL-2 es el elemento
fundamental en la cascada de interleuquinas liberadas durante la respuesta inmune.
Aunque muchos linfocitos la producen, son los Th las células productoras por
excelencia, en este sentido, la reduccion de las células CD4 es significativo, de lo

cual resulta una disminucién de la respuesta citotoxica. (Hildesheim Ay col, 1997)

El reconocimiento antigénico de las células con capacidad citotéxica esta
mediado por receptores. En los linfocitos T este receptor recibe el nombre de "TCR",
el cual estéa formado por un heterodimero de cadenas ab/dg y por 4 cadenas (e, d, g,
€), que en su conjunto son reconocidos como "CD3". Estos receptores se
encuentran asociados, a su vez, con 2 cadenas "zetas ", que son las responsables

de la transmision de las sefiales de activacion al interior de la célula. Estas cadenas
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zetas también se encuentran presentes en el receptor para antigenos de las células
asesinas naturales (NK). (Janeway CH y col, 2001) Recientes estudios moleculares
han evidenciado una disminuida expresién del dimero formado por la cadena zeta,
tanto de linfocitos T como células NK, lo que contribuye a la ineficiencia de los
mecanismos efectores del infiltrado linfocitario presente en las lesiones de esta
localizaciéon. Estos procesos son regulados por factores locales derivados de las
células tumorales. Al existir un desbalance de interleuquinas en el microambiente de
estas lesiones, pueden detectarse ciertas afectaciones al nivel transcripcional. (De
Gruijl TD y col, 1999) El infiltrado linfocitario presente en las lesiones de cuello
uterino refleja una respuesta inmune ineficiente. Aunque se acepta generalmente
gue los linfocitos T desempefian una funcion principal en la inmunidad especifica
contra el tumor, existen evidencias que las células asesinas naturales (NK)
proporcionan una resistencia temprana contra las infecciones virales, el crecimiento
de tumores y de metastasis. (Whiteside TL y col, 1994) Los estudios en pacientes
con cancer de cérvix muestran que las funciones NK estan deterioradas en todos los
estadios y que, una vez infectadas las células por el VPH, se vuelven resistentes a la

lisis por las NK. (Sheu BC y col, 1994)

1.11.2 RESPUESTA INMUNITARIA HUMORAL

En cuanto a la respuesta humoral, ha sido encontrada variabilidad en los
titulos de anticuerpos, independientemente de los altos valores de inmunocomplejos
circulantes, sobre todo en aquellas pacientes en estadios mas avanzados. En
estadios tempranos de la enfermedad, se muestran altos niveles de IgG contra las
proteinas oncogénicas E6 y E7 del VPH, como resultado de mayor estimulacion
antigénica, con una relacion 1gG1/IgG2 disminuida, reflejo del desbalance Th1/Th2.

(Matsumoto K y col, 1999) En los tumores avanzados, los titulos mas elevados son
43



Introduccion

los de IgA e IgM, que disminuyen proporcionalmente mientras avanza la
enfermedad, quizas por el deterioro del sistema inmune. (Bocha-Zavaleta L y col,

1997; Baay MF y col 1997)

.12 INFLAMACION Y CANCER

Desde el siglo XIX, se ha establecido, con base en distintas observaciones, una
relacion estrecha entre el cancer y la inflamacion esto debido a que la inflamacion,
como parte de la reaccion inmunitaria innata contra microorganismos puede dafar
el DNA, inducir proliferacion celular y modular la apoptosis, mecanismos importantes
en la aparicion y progresion del proceso tumoral, regulados por citocinas vy

guimiocinas (Pananay col., 2009).

La inflamacion es un proceso fisiolégico encaminado a la eliminacién de
patdgenos dafiinos y a la restauracion de la estructura y funciones tisulares. Es un
proceso multifactorial desencadenado por infecciones bacterianas, viricas entre

otros factores (Tracey, 2002).

Las infecciones no solamente causan necrosis y muerte celular sino que
inducen directamente a las células hospederas a una division apresurada. En
muchas circunstancias esta influencia directa de los agentes infecciosos en la
proliferacion celular, depende de las deficiencias del sistema inmune en el
hospedero. Varias investigaciones han demostrado que los huéspedes
inmunocomprometidos, quienes sufren una mayor incidencia de cancer (Penn |,
1988). Varias infecciones también han demostrado que la pérdida de la habilidad del

sistema inmunoldgico por reconocer antigenos superficiales de tipo humoral
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expresados en las células transformadas, es un factor permisivo y favorable a la
carcinogénesis. Se sabe también que varios agentes virales y también varios
agentes quimicos causan inmunosupresion. La destruccion del sistema de vigilancia
inmunoldgica es al parecer el mecanismo mas efectivo para explicar, la forma como

estos agentes son capaces de inducir malignidad. (Schwartz RN, 1975)

La respuesta inmunitaria en el cuello uterino es de marcada relevancia no solo
por su significado como mecanismo de defensa anti-infeccioso sino por su
implicacion en la reproduccion por su impacto en la fisiologia del epitelio cervical y
en la tolerancia a los espermatozoides. Se ha planteado que las anomalias en la
regulacion del compartimento linfocitario T con especial énfasis en el equilibrio entre
las subpoblaciones Thl, Th2 y Thl7 puedan participar en la patogenia del paso de
Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) a cancer extraepitelial. La produccion in situ
de citocinas reviste mayor importancia que la sistémica y puede determinar
diferentes efectos. Asi encontramos que de acuerdo al perfil de citocinas es posible
obtener efectos proinflamatorios, inflamatorios y quimiotacticos. (Giannini SL y col,

1998)
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Figura 10 Las alteraciones en los patrones de expresion y produccion de citoquinas Thl y
Th2 se implican en la progresion de la displasia y en el desarrollo del tumor. El sistema
inmunitario posee la capacidad de reconocer a las células que expresan antigenos
relacionados con agentes infecciosos 0 implicados en el proceso de transformacion
neoplasica

.13 INFLAMACION E INFILTRACION LEUCOCITARIA:

La relacion funcional entre inflamacion y cancer no es nueva. En 1863,
Virchow planteo que el cancer tiene su origen en los sitios de inflamacién cronica,
basado en la hipétesis de que algunas clases de moléculas irritantes en el sitio de
lesidn son causa de inflamacion aumentando la proliferacion celular. Aunque no esta
claro que solo la proliferacion de células sea causa de cancer, al mantenerse dicha
proliferacién en un ambiente rico en células inflamatorias, factores de crecimiento,
actividad estromal, y agentes que promueven dafios en el ADN, se puede potenciar
el riesgo neoplasico. (Devorak H, 1986)
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Hoy en dia esta claramente establecido que la proliferacion celular por si sola no
constituye la causa principal para la aparicion del céancer. Sin embargo, la
proliferacion celular sostenida en un ambiente rico en células inflamatorias, factores
de crecimiento, activacién del estroma y de los agentes que promueven el dafio al

ADN, ciertamente potencian o elevan el riesgo de originar la aparicion de las

neoplasias.
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Figura 11 EIl proceso inflamatorio se inicia tras una infeccién o injuria en el tejido, se

produce migracién de leucoitos, activacion de células y expresion de mediadores quimicos.
Carrero Y, 2012.

El proceso inflamatorio puede cursar como una reaccion aguda o como una
condicion cronica, y esto estd determinado por la persistencia o eliminacion del
factor desencadenante. Si este factor deja de actuar la inflamacion puede resolverse
con la remocion del exudado y de los detritos celulares que son fagocitados por

macrofagos, restituyéndose la normalidad en la zona afectada’ (Espinosa J, 2006)

La migracion de leucocitos desde el torrente circulatorio hasta un tejido

determinado es un proceso muy regulado en el que participan de forma orquestada
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muchas proteinas: selectinas, integrinas, moléculas de adhesién, quimiocinas,

citoquinas, metaloproteasas, entre otras (Pello y col., 2006).

Durante la lesion del tejido asociado a una herida, la célula se esfuerza en
proliferar mientras que el tejido se regenera; la proliferacion e inflamacion
disminuyen una vez que el agente que lo provocé es controlado o la reparacion del
dafio se completa. Por el contrario, las células en proliferacién que tienen un dafio
sostenido del ADN que genera mutaciones o cambios genéticos (células iniciadas)
contintan proliferando en el microambiente rico en células inflamatorias, factores de
crecimiento, aparicion de oncogenes e inhibicion de factores supresores del tumor
gue estimulan su proliferacién aberrante y desarrollan un tumor en estas células

(Croce, 2008).

Si persiste el estimulo agresor, se transforma el proceso en una condicion
cronica. Los focos de inflamacion crénica contienen mayor numero de macrofagos
ml y 2 y linfocitos y menos leucocitos neutréfilos que los de inflamacién aguda y
generalmente se comprueba activacion y proliferacion de fibroblastos que sintetizan
colageno, sino se resuelve la inflamacién crénica pueden producirse lesiones que

van desde NIC | a NIC Ill y posteriormente generar un carcinoma invasivo.
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Figura 12 Ante un dafio tisular se inicia el proceso de infiltracion leucociaria y la expresién
de citocinas, las cuales modularan o instalaran un proceso inflamatorio persistente En el
predominio de uno u otro efecto de esta accion ambivalente del sistema inmunitario
inflamatorio existen diversos factores hasta la actualidad no bien caracterizados. Pero es
claro que la produccion de citoquinas, factores de crecimiento y la induccion de
angiogénesis por las células inmunitarias pueden favorecer la progresion tumoral. Carrero Y,
2012

En una descripcion general, la inflamacion resulta de la interaccion de
componentes plasmaticos y celulares que originan cambios del flujo sanguineo local,
movilizacion de leucocitos, activacion de células del tejido conectivo y formacién de
una serie de sustancias de diverso origen y estructura molecular que actian como
mensajeros moduladores (mediadores quimicos de la inflamacion). (Cohen SM y

col, 1991)
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En cuanto a las manifestaciones vasculares, dos son los principales cambios
observables: cambios del calibre de los vasos y del flujo sanguineo y cambios de la
permeabilidad de los vasos. Puede observarse una vasoconstriccion transitoria
breve, seguida de dilatacion mantenida de las arteriolas que producen marcado
aumento del flujo sanguineo (hiperemia). Al aumentar la presion de perfusion,
aumenta la cantidad de liquido que sale de los capilares, produciendo un edema

localizado. (Cohen SMy col, 1991)

Normalmente la pared endotelial de los capilares y vénulas forma una barrera
semipermeable que permite el libre movimiento de agua y de moléculas pequefias
disueltas en ellas, pero restringe el paso de macromoléculas como las proteinas
plasmaticas (ultrafiltracion), cuando a la vasodilatacion e hiperemia se agrega este
cambio a la permeabilidad se esta frente a las transicion desde una respuesta
fisioloégica a una patologica, y el liquido rico en proteinas que filtra no se reconoce

como trasudado sino que se denomina exudado. (Cohen SMy col, 1991)

Se produce ultrafiltracion a través de las zonas de unién intercelulares, la
permeabilidad puede aumentar cuando el agente agresor produce lesion directa de
la pared vascular. En tal caso la lesion puede afectar indiscriminadamente a todo
tipo de vasos (arteriolas, capilares, vénulas), esta es una respuesta activa al efecto
de mensajeros quimicos especificos que actian sobre estas células. (Cohen SM y

col, 1991)

En la circulacibn normal los leucocitos, como los eritrocitos, circulan
suspendidos en el plasma sanguineo en un flujo laminar central, sin contacto directo

con la superficie endotelial de los vasos, la dilatacion local de las vénulas
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postcapilares y el aumento de la filtracion capilar disminuyen la velocidad de la
circulacion y producen un flujo turbulento. Esto induce la marginacion de los
leucocitos que se desplazan arrastrados por la circulacion “rodando” sobre el
endotelio, este proceso suele denominarse “rolling” favorecido por la presencia en la
superficie de la membrana citoplasmatica de los leucocitos y de las células
endoteliales de proteinas llamadas selectinas que producen una débil adhesion

frenando la velocidad del rolling de los leucocitos. (Cohen SM y col, 1991)

Si en este rodar a lo largo de la pared vascular, los receptores de los
leucocitos captan la sefial de una sustancia quimiotactica, se activan induciendo un
aumento de la afinidad de otro tipo de proteinas de adhesion de los leucocitos
llamadas integrinas, que se fijan firmemente a los ligandos del endotelio deteniendo
el desplazamiento de los leucocitos, en este momento los vasos dan una imagen
de estar tapizados por una capa de leucocitos adheridos lo que se ha designado

“pavimentacion leucocitaria” de los vasos. (Cohen SMy col, 1991)

Los factores quimiotacticos son moléculas solubles que, difundiendo
pasivamente desde su sitio de produccion, activan la adhesividad de las integrinas,
estimulan la motricidad de los leucocitos e inducen su migracion, orientada en el
sentido de la gradiente creciente de concentracion de las moléculas quimiotacticas.

(Cohen SMy col, 1991)

Una vez adosados a la superficie endotelial, siguiendo las sefales
direccionales proporcionadas por los factores quimiotacticos y usando las integrinas
para su fijacion y traccién, los leucocitos se desplazan y atraviesan la pared de los

capilares y vénulas postcapilares, extendiendo seuddpodos a través de las uniones
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intercelulares del endotelio vascular (diapédesis). Finalmente cruzan la membrana
basal ingresando al intersticio y concentrdndose en esa zona (infiltracién

leucocitaria). (Cohen SMy col, 1991)

La infiltracién del linfocito esta a menudo presente en las lesiones cervicales,
reflejando posiblemente una inmunorespuesta en curso (pero ineficaz) al tumor, los
linfocitos B son los linfocitos predominantes que infiltran en las lesiones cervicales
pre-malignas, se encargan de la inmunorespuesta del anfitrion a la infeccion activa
del papilomavirus (VPH). Aunque las células B se detectan con menor frecuencia en
tumores cervicales, sigue habiendo un numero elevado de células terminales
identificadas en plasma que expresan la inmunoglobulina tumor-especifica (Ig). La
especificidad del antigeno y la significacion funcional de la respuesta del anticuerpo

a los tumores cervicales es desconocida. (O' Brien PM y col, 2001)

Las células tumorales producen varias citocinas y quimiocinas que atraen una
diversa poblacién de leucocitos, por ejemplo neutrofilos, células dendriticas,
macrofagos, eosindfilos, linfocitos, y otras células los cuales son capaces de
producir una variedad de citocinas, mediadores citotoxicos incluyendo especies
reactivas del oxigeno, serina y cisteina proteasas, MMPs, agentes perforantes de
membranas, mediadores solubles de células asesinas, factor de necrosis tumoral-

alfa, interleucinas e interferones

El nimero y tipo de leucocitos presentes en la infiltracion se relaciona con las
citocinas producidas por las células del tumor y por las estromales localizadas en el
sitio del tumor. En tumores de mama, cervicales, y pancreaticos, asi como

sarcomas Yy gliomas se producen citocinas que son mediadores importantes de
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macroéfagos e infiltracion de linfocitos en cancer ovérico. (Balkwill, F y col, 2001,
Bottazzi, B y col, 2983) Las citocinas son importantes para la infiltracién de las

células de T CD8+ y macrofagos (Negus RPMy col, 1997)

Los neutréfilos son las primeras células en llegar a los sitios de infeccion,
donde pueden expresar quimiocinas y proteasas que pueden alternadamente
reclutar las células inmunes no especificas y especificas. Los neutréfilos pueden
también liberar los granulos toxicos contra las células vecinas, sugiriendo también su
potencial actividad anti-tumoral. Sin embargo, se ha demostrado en varios modelos
del trasplante de neoplasia que los neutréfilos asociados al tumor pueden estimular
la angiogénesis via la produccién de factores proangiogenicos, incluyendo VEGF, IL-
8, y ciertas proteasas tales como MMPs y elastasas, asi como también pueden

facilitar la metastasis. (Halliwell B y col, 2003)

Los monocitos/macrofagos son los principales componentes de los infiltrados
inflamatorios en tumores en este entorno, suelen desplegar un fenotipo M2, con
propiedades pro-tumorales que promueven la angiogénesis, el remodelado de la
matriz y la supresion de la inmunidad adaptativa. Los macréfagos asociados a
tumores (TAM, del inglés tumor-associated macrophages) se originan a partir de
monocitos circulantes. Su reclutamiento y supervivencia in situ esta propiciada por la
produccion de citocinas y quimiocinas que interactian con sus receptores (Balkwill

y Mantovani, 2001).

Los linfocitos también pertenecen a la poblacion de leucocitos que se
encuentran en el cancer. Los linfocitos T activados pueden contribuir a la patogenia
de la enfermedad neoplasica por liberacién de proteasas, factores angiogénicos, y
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quimiocinas de la clase CC y CXC. La infiltracion de linfocitos a menudo esta
presente en las lesiones cervicales, reflejando posiblemente una respuesta activa

pero ineficaz contra el tumor (Balkwill, 2011).

La infiltracion leucocitaria como consecuencia de la produccién de estas
citocinas, puede modular la diseminacién del cancer, bien sea promoviéndolo (dafio
oxidativo del ADN) o bien sea inhibiéndolo (Natural Killer, Linfocitos T Citotoxicos).
Estas células infiltrantes y las células intrinsecas del cuello pueden ser el origen de
un metabolismo oxidativo aumentado, que puede modular el crecimiento tumoral.

(Negus RPM Yy col, 1997)

El infiltrado inflamatorio tumoral relacionado con el carcinoma cervical esta
formado por linfocitos, macréfagos y eosinofilos, estos ultimos ocupan el 40 % del
infiltrado. Ciertas interleuquinas como la IL5, e indirectamente la IL4, tienen efecto
en la quimiotaxis de los eosinofilos. Ademas de la produccion de interleuquinas por
las células tumorales, los linfocitos T y los macrofagos producen estas interleuquinas
lo que induce a pensar que el infiltrado de eosindfilos refleja una respuesta Th2:

(Negus RPMy col, 1997)

Es evidente que las células inflamatorias tienen potencial efecto en el
desarrollo del tumor. En los procesos neoplasicos tempranos, estas células son
promotores de tumores produciendo un aumento del crecimiento tumoral, facilitando

la inestabilidad genémica y promoviendo la angiogénesis
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1.14 CITOCINAS Y SU PARTICIPACION EN LA RESPUESTA INMUNITARIA E

INFLAMATORIA EN CUELLO UTERINO

La respuesta inmunitaria e inflamatoria o el crecimiento y diferenciacion de
diversos tipos celulares, estan mediados por sustancias proteicas producidas por
diversos tipos de células que constituyen el grupo de las citoquinas, las cuales se
caracterizan por actuar sobre diversos tejidos y producir multiples efectos biol6gicos

(Abbas A, 2000, Aguzzi , 2005, Gosain, 2005).

Las Citoquinas son moléculas de bajo peso molecular, normalmente entre 15-
30 KDa, constituidas por 120-180 aminoacidos con funciones muy variadas pero que
predominan aquellas orientadas a regular los distintos componentes celulares de la
respuesta inmunitaria. Aunque en general estan producidas por leucocitos,
determinadas citoquinas pueden también ser secretadas por otros muchos tipos

celulares.

La expresion de la mayoria de las citoquinas esta estrictamente regulada. En
general, no se detecta una produccion constitutiva significativa de estas moléculas,
siendo necesaria la activacion celular para que se produzcan citoquinas en
cantidades suficientes para ejercer sus efectos biologicos. La mayoria de las
citoquinas son secretadas al espacio extracelular, muchas de ellas en forma
glicosilada que incrementa su estabilidad y solubilidad (Abbas A, 2000). Las
guimiocinas se producen tanto por las células estromales (fibroblastos, células
endoteliales y leucocitos infiltrantes) y por el propio tumor. En el microambiente
tumoral las quimiocinas son reguladores esenciales de los niveles de tumor e

infiltracion de leucocitos. La expresion de las quimiocinas, por lo tanto, es una
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ventaja potencial de las células tumorales y puede dotarlos de mayor capacidad para

proliferar y diseminarse (Allavenay col, 2005).

El equilibrio en la produccion de citocinas en cualquier tumor es critico y se
relaciona con el tipo y grado inflamatorio; la produccion abundante de citocinas pro-
inflamatorias puede conducir a un nivel de inflamacién que estimule la angiogénesis
favoreciendo el crecimiento neoplésico. Asi mismo, los altos niveles de monocitos
y/o la infiltracion del neutréfilos, en respuesta a un equilibrio alterado de las citocinas
anti-inflamatorias se pueden asociar con la regresion de la citotoxicidad y la

angiogenesis del tumor. (Coussen L, 2002)

Las citocinas producidas por las células tumorales son generalmente
angiogénicas. La angiogénesis promueve el crecimiento y la supervivencia del
tumor e influencia la migracién de la célula y la metastasis del cancer. La infiltracion
de leucocitos circulantes al tumor es facilitada obviamente por actividad angiogénica,
pero puede ocurrir también la extravasacion y la migracion en el tejido fino

circundante. (Balkwill F, 2003; Balkwill F, 2004)

Las citoquinas ejercen un efecto autocrino cuando se unen a receptores
presentes en la propia célula productora. También pueden tener un efecto paracrino,
actuando sobre diferentes tipos celulares que se encuentran en su vecindad. En
algunos casos pueden liberarse a la circulacion sanguinea o linfatica, ejerciendo su
efecto en otros oOrganos y tejidos, actuando asi como las hormonas, de forma

endocrina.

Dos importantes caracteristicas funcionales de las citoquinas son su
pleiotropismo, de tal manera que una misma citoquina es capaz de ejercer efectos
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biolégicos diferentes al actuar sobre distintos tipos celulares, y su redundancia, es
decir, que varias citocinas pueden contribuir al desarrollo de la misma funcién en un

determinado tipo celular (Aguzzi, 2005,Hunter C, 2005).

Una consecuencia de estas propiedades es que, en ausencia de una
determinada citoquina, sus funciones pueden ser reemplazadas total o parcialmente
por otras. Muchas de estas caracteristicas biolégicas de las citoquinas se pueden
explicar por la estructura y amplia distribucién celular de sus receptores (Hunter C,

2005).

Las acciones de las citoquinas se engloban dentro de un sistema o red
funcional, donde el efecto de una molécula esta estrechamente regulado, positiva o
negativamente, por otras moléculas del sistema. Asi, la secrecion de una citoquina
puede estar inducida, potenciada o inhibida por otra citoquina que, a su vez, puede

incrementar o inhibir la expresion de sus receptores (Hunter C, 2005).

Factores transformadores de EGF,PDGF,FGF acido y basico,
la diferenciacion celular NGF,NT3,BDNF,CNTF,TGF alfa y beta,OSM y HGF
Interleucinas IL1,IL2,IL3,1L4,IL5,IL6,IL7,IL8,IL9,IL10,IL11,1L12-23
Factores Estimuladores de GM-CSF,G-CSF,M-CSF, SCF, EPO,LIF
colonias
Factores de Necrosis Tumoral TNF alfay beta
Interferones IFNs alfa, gamma,beta
Quimioquinas IP10,ELR,SDF1,IL8,GRO alfay beta, NAP-2,MIG,
ENA-78,GCP-2

MIP1lalfa y beta, RANTES,CPP1,2,3,4

Tabla 2 Clasificacion y nomenclatura de las citocinas
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La respuesta inmunitaria del hospedador ante la infeccion por VPH ha sido
poco estudiada. Las células Natural Killer (NK) y macréfagos estan presentes en la
mayoria de lesiones, sin embargo células de cancer cervical y lineas celulares VPH
positivas son resistentes a las NK. (Moss RB y col, 2004) El inicio de la inmunidad
especifica estd mediada por una combinacibn de mecanismos humorales y
celulares; En la respuesta celular ocurre la activacion de los linfocitos T
(colaboradores CD4+ y citotoxicos CD8+) a través de las CPA, que provocan su
diferenciacion (Torres J, 1996). Los linfocitos TCD4+, se han clasificado en dos
subtipos denominados Thl y Th2, los cuales pueden ser diferenciados a través de
un panel de expresion de mediadores solubles como son las citocinas. Asi, las
células Thl expresan IFN- , IL-2 y TNF- , mientras que las células Th2 expresan IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 responsables del control de la inmunidad humoral o
produccion de anticuerpos. Segun indica el denominado paradigma Th1l/Th2, las
citocinas participan ademas como un mecanismo de regulacion, interactuando entre
si, de manera que el IFN- inhibe la proliferacion de células Th2 y la IL-10 inhibe la
proliferacion de células Thl. La hipotesis predice que una respuesta dominante de
tipo Thl o Th2 conlleva a una adecuada respuesta del organismo a determinados
agentes externos, igualmente en ocasiones, un desequilibrio en el balance entre Thl
y Th2 favorece el desarrollo o mantenimiento de algunas enfermedades. (Torres J,

1996; Cannistra Sy col, 1996)

Las células Treg y las células Thl7 representan dos estirpes CD4+
adicionales identificadas, mientras que Th9 y Th22 son un subconjunto de células
gue han sido descritas mas recientemente. Se ha establecido que las citocinas
producidas por el perfil Treg actian como supresoras de la respuesta inmunitaria y

diversos trabajos describen las células T reguladoras como potentes inhibidores de
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la respuesta inmunitaria antitumoral y que estdn asociadas con un mal prondstico
para muchos tipos de cancer. (Josefowicz S y col, 2009; Park H y col, 2007;

Veldhoeny My col, 2008; Trifari Sy col, 2009)

Los linfocitos TCD8+ participan en la respuesta inmunitaria mediada por
células y tienen como funcidn reconocer antigenos citosolicos sintetizados
endoégenamente asociados a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) clase | en cualquier célula nucleada. La total diferenciacion de los linfocitos
TCD8+ requiere la produccion de citocinas por células TCD4+ y/o la expresiéon de

moléculas coestimuladoras. (Morrison M, 1994; Abbas A y col, 1999)

Ante la presencia viral se activan mecanismos de respuesta inmunitaria
provocando la activacion de los linfocitos T (CD4+ y CD8+) a través de las células
presentadoras de antigenos, esta activacion induce a una diferenciacion de estos
linfocitos hacia una respuesta celular tipo Thl secretando IL-2, TNF- e IFN- que
determinan una respuesta inmunitaria celular o tipo Th2 que secretan IL-4, IL-5, IL-
6, IL-10, controlando la inmunidad humoral o produccion de anticuerpos.
(Zinkernagel RM, 1996) Estas citocinas actian como sefales intercelulares,
capaces de regular la respuesta inflamatoria .Es importante sefialar que un agente
viral es capaz de provocar la generacion de un perfil individual de secrecion de
citocinas mientras que otros pueden ser insensibles al control mediado por las

mismas. (Zinkernagel RM, 1996; Alcami A y col, 2000)

Diversos estudios realizados en mujeres con VPH demostraron la expresion
de RNAmM en la mucosa cervical de citocinas involucradas en la regulacién de la

inmunidad mediada por células. Asi mismo se ha evidenciado un patron de
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secrecion tipo Thl a través de la expresion de IFN- e IL-2, lo que demuestra que la
respuesta Thl esta asociada con la presencia del VPH en tejido cervical. (Abbas A
y col, 1999) Contrariamente, los estudios del Scott demostraron que la progresion a
cancer estaba asociada a una respuesta inmunoregulatoria tipo Th2 donde el
estudio de biopsias cervicales por técnicas de inmunohistoquimica detectaron la
expresion de IL-4 e IL-6, demostrando la presencia significativamente elevada dellL-4
en lesiones premalignas (LIE) de alto grado.(Scott M y col,1999) Estudios en los
cuales se analiz6 el RNAm de células productores de IL-4 en biopsias de cuello
uterino de pacientes, que abarcaron el espectro de, citologia normal a cancer
invasor asociado a infeccion por VPH, encontraron que la proporcion de tejidos que
expresaron el RNAm de IL-4 aumento con el grado de la lesion. La probabilidad que
se detecte el RNAmM de esta citocina in situ se encontrg significativamente asociada

a la aparicion de cancer cervical (Fernandez G y col, 2000)

Varios argumentos sugieren que dentro de las citocinas tipo Th2 que juegan
un papel importante en la génesis del cancer cervical y sus lesiones precursoras, se
encuentra la IL-6. En tal sentido Moela y col, estudiaron la expresion del RNAm de
esta citocina en muestras citologicamente normales de pacientes con LIE de bajo,
LIE de alto grado y con CaCu. Se encontré6 en todas las muestras con lesion
premaligna o CaCu asociado a algun genotipo de VPH, la expresion local de IL-6
asociada al grado de lesion. (Moela E y col, 2000) Estos resultados apoyan la
hipétesis de que IL-6 puede tener un papel importante en la evolucion de una lesion
premaligna a maligna ante la infeccion por VPH. Otros estudios han asociado niveles
elevados de IL-6 con severidad de lesiones a nivel de cuello uterino, asociado a
VPH-16. Para ello Tjiong y col estudiaron el nivel de IL-6 en suero y en lavados

cervicovaginales de pacientes sin lesiones y con lesiones premalignas y malignas
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por el método de ELISA. Se encontraron niveles de IL-6 significativamente elevados
a nivel local de las pacientes con carcinoma de cuello uterino comparado con las
pacientes con NIC y controles; lo que sugiere un aumento progresivo del nivel de IL-
6 a medida que evolucionan las lesiones de cuello uterino hacia la malignidad.
(Tjiong MY y col, 2001) Estudios han demostrado que los linfocitos T especificos de
VPH en el microambiente cervical, juegan un papel importante en la historia natural
de la neoplasia intraepitelial cervical (NIC). Se demostré a través de estudios
inmunohistoquimicos que el TNF- se expresa constitutivamente en los queratinocitos
basales de cérvix normales, pero no en las muestras de NIC de bajo y alto grado, en
las cuales se sobre expresa dicha citocina, caso contrario ocurre en los pacientes
infectados por VPH. Esto parece corresponderse con una relacion entre las citocinas

estudiadas y la evolucion de las lesiones en cérvix. (Mott P, 1996).

Para obtener un mejor entendimiento del rol de las citocinas en el desarrollo
de las neoplasias cervicales Tjiong y col, en el afio 2001, analizaron la presencia de
IL-12, IL-10 y TNF- en lavados cervicovaginales de pacientes con NIC, cancer
cervical y pacientes sanas. Para ello se estudié el RNA mensajero de dichas
citocinas y factores de crecimiento en exudado de cuello uterino, encontrandose
niveles significativos elevados en pacientes con cancer cervical en comparacioén con

las que presentaron NIC y los controles. (Tjiong MY y col, 2001)

1.14.1 INTERLEUCINA 2 (IL-2)

La IL-2, es una glicoproteina que induce la proliferacién de los linfocitos T de
manera autocrina y favorece la expansion clonal de las células que han sido

impactadas por el antigeno. Conduce a las células de la fase G1 a la fase de sintesis
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(S), permitiendo la produccion de IL-2 y la expresion sobre la membrana celular del
receptor especifico. También actlia de manera paracrina, ejerciendo su accién sobre
células vecinas. Es producida por los linfocitos Thl (TCD4+) y en menor cantidad
por las células TCD8+, NK y macréfagos (Mott P, 1996). Las acciones de la IL-2 se
ejercen sobre los linfocitos T, como principal factor de crecimiento autocrino, lo cual
conduce a una expansion de la respuesta inmunitaria cuya magnitud puede ser
estimada por determinacién de sus niveles. También posee actividad para inducir la
sintesis de IFN- y linfotoxinas y es capaz de programarlos hacia la apoptosis. Actia
como factor de crecimiento y diferenciacion para las células NK, linfocitos B, puede
activar a los macrofagos y neutroéfilos. Sobre los linfocitos B estimula la sintesis y
secrecion de anticuerpos pero no induce cambios en el isotipo secretado. Las
células NK, son estimuladas cuando existen altos niveles de IL-2 capaces de unirse
a receptores de tipo, lo que induce la produccién de IFN- y potencia la accidn
citolitica de estas células generando las llamadas células LAK (lymphokine activated
killer cells) (Mott P, 1996). La accion de la IL-2 sobre las células T esta mediada por
la union a proteinas receptoras de IL-2, hay dos proteinas de superficie en las
células T que se unen a la IL-2, la primera IL-2 es un polipéptido que aparece tras la
activacion de las células T, la union de la IL-2 a las células que expresan Unicamente
IL-2 no produce ninguna respuesta biolégica detectable, la segunda proteina
ligadora de la IL-2 es la IL-2 , la afinidad de la unién de la IL-2 a este receptor es
mayor que al IL-2 . IL-2R se expresa de manera coordinada con un péptido llamado
cadena comun (c) y forma un complejo llamado IL-2Rc (Filella X y col, 1999). Ha
sido descrito que los niveles de IL-2 y su receptor, en procesos tumorales pueden
encontrarse elevados. Al aumentar la IL-2, se eleva el numero de linfocitos, células
NK, LAK y aumenta el nivel de TNF- sérico. Analisis de resultados de estudios

clinicos realizados por Ung y col, revelan que existe una asociacion positiva entre el
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receptor de IL-2 y la neoplasia cervical en paciente con lesiones preneoplasicas

(Ung Ay col, 1999).

1.14.2 INTERLEUCINA 10 (IL-10) E INTERLEUCINA12 (IL12)

La IL-10 es producida por los linfocitos Th2, los timocitos fetales activados,
macroéfagos, linfocitos B normales y los queratinocitos. La IL-10 posee acciones
pleiotropicas, tiene efecto inmunosupresor y en otros casos estimulador. Tiene
accion reguladora de la actividad de los linfocitos Thl, inhibiendo la produccion de
INF e IL-2, sin embargo en la actualidad se estima que la activacion seria un efecto
indirecto, dado que la activacion primaria se ejerceria sobre los macrofagos
previniendo la produccion de IL-12. La IL-10 puede regular la expresion de
moléculas del MHC clase Il y es un potente inmunosupresor de la actividad de los
macrofagos. Sobre estas células es capaz de suprimir la produccion de PGE2
(prostaglandina E2), citocinas proinflamatorias (TNF, IL-1, IL-6, IL-12) y de moléculas
de adhesion (ICAM-1 y B7). También favorece la expresion de CD64, hecho que
permite un aumento en la actividad de citotoxicidad dependiente de anticuerpos
(ADCC) ejercida por los macréfagos. Dado que la IL-10 favorece la proliferacion de
los linfocitos B y la secrecion de IgA, 1gG1l e 1gG3 tendria fundamental importancia
en el desarrollo de la respuesta inmunitaria humoral (Filella X y col, 1999). Estudios
realizados por Mota y col, evaluaron la deteccién de IL-10 encontrandose ausente en
el epitelio normal, pero se expreso en lesiones de bajo y alto grado. (Al-Saleh W'y
col, 1998). Los estudios de Al-saleh demostraron que la progresiéon a cancer estaba
asociada a una respuesta inmunoregulatoria tipo Th2 (Al-Saleh W y col, 1998).
Apoyando lo descrito por este autor, existen resultados de diversos estudios que

avalan la hipétesis una secrecion preferencial de citocinas de tipo Th2 que modulan
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negativamente la respuesta inmunitaria celular, y favorece asi el desarrollo del tumor

(AtillaL y col, 1996; Al-Saleh Wy col, 1998).

La IL-10 es ampliamente conocida como una citocina inmunoreguladora en
virtud de su capacidad para inhibir la presentacion antigénica dependiente de
macroéfago, proliferacion de células T y el patron de células Thl. Sin embargo hay un
estudio que ha cambiado la percepcion de la IL-10 s6lo como citocina
inmunosupresora. Como parte de una investigacion en la cual se estudié la
potenciacion de la actividad citotoxica de los linfocitos T CD8+ ante la presencia del
VPH en células tumorales, se encontré que la IL-10 era capaz de incrementar la
produccion de citocinas Thl e incrementar el potencial citotoxico de las células T
CD8+ ante la presencia del VPH (Satin P y col, 2000). Un estudio determino el perfil
de citocinas en secreciones del tracto genital de adolescentes femeninas infectadas
con el VIH, VPH y otros patdgenos trasmitidos por via sexual, y evidencié que en
pacientes VIH-positivas los niveles de IL-10 e IL-12 se encontraron elevados, en
comparacion con las VIH-negativas, mientras que la concentracion de IL-12 no vari6
significativamente. La coinfeccion de VIH y VPH llevd a un aumento de IL-10;
mientras que la coinfeccion de VIH con VPH u otros microorganismos de transmision
sexual llevé a un incremento de los niveles de IL-12. Se pudo evidenciar la influencia
gue tiene la infeccibn por VIH con otros patdégenos, ya que influyen en la
concentracion local de algunas citocinas inmunoreguladoras (Crowley-Nowic Py

col, 2000).

Para obtener un mejor entendimiento del papel de las citocinas en el
desarrollo de las neoplasias cervicales, estudios previos analizaron la presencia de

IL-12, IL-10 y TNF- en lavados cervicovaginales de pacientes con NIC, CaCu y
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pacientes sanas, encontrdndose niveles significativamente elevados de IL-10 en
pacientes con cancer cervical al compararlos con las que presentaron diferentes
grados de NIC y tejido sano (Giannini, S y col, 1998). Se ha observado que la
presencia de IL-10 se incrementa en paralelo con la severidad de la displasia con un
maximo nivel en lesiones intraepiteliales escamosa de alto grado (Giannini, Sy col,

1998).

1.14.3 INTERFERON (IFN)

La familia de los interferones agrupa una serie de citoquinas con
actividad antiviral secretadas por las células en respuesta a diferentes estimulos,
potencian la respuesta Thl vy fueron las primeras citoquinas usadas
terapéuticamente. Se agrupan en dos grandes categorias en funcidn de su
secuencia de proteinas, poblacion productora y uso de receptores: interferones tipo |
que incluye IFNB, IFNw, IFNx, IFNg , interferones tipo Il que Unicamente incluye el

IFNy y de tipo Il el IFNA con tres isoformas (Aguzzi A, 2005, Smith P L, 2005).

El IFN- producido por leucocitos tiene efecto antiproliferativo sobre células in
vitro, eleva el potencial litico de las células NK y aumenta la expresion de MHC clase
I. El IFN- activa macrofagos y células NK, regula positivamente la expresion de
moléculas MHC clase I, lo que ayudaria a estimularla inmunidad antitumoral (Alcami

Ay col, 2000).
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1.14.4 INTERLEUCINA 4 (IL4)

La IL-4 es una glicoproteina producida por los linfocitos T colaboradores
(Th2), células cebadas y las células del estroma de la médula ésea. La IL-4 se
caracteriza porque promueve la multiplicacion de linfocitos B en reposo y forma
parte, lo mismo que la IL-5 e IL-6 de las citocinas del patron Th2. La IL-4 actta sobre
actividades biolégicas de los macréfagos y pueden inhibir la produccion de TNF- .
Asi mismo antagoniza la activacion de los macrofagos por el IFN Cuando esta
citocina se afiade a cultivos de LT activados, deprime la sintesis de IL-2 y de IFN

(Motta F y col, 1999).

1.14.5 INTERLEUCINA 6 (IL6)

La IL-6 fue conocida inicialmente como el Factor que estimula la
diferenciacion de los linfocitos B para que inicien la produccion de inmunoglobulinas
(BCDF). Para que la IL-6 estimule la diferenciacion de los LB se necesita que otras
citocinas IL-2, -4 y -5 hayan estimulado previamente su multiplicacion. Esta citocina
ha sido asociada con el crecimiento de tumores y es el principal regulador de los
genes que codifican para la sintesis de las proteinas en fase aguda. De este modo la
IL-6 participa en la induccién de las reacciones inflamatorias que se necesitan para

controlar las infecciones (Motta y col, 1999).

1.14.6 FACTOR DE NECROSIS TUMORAL (TNF)

El TNF es una citocina pro-inflamatoria que comparte muchas de las

actividades bioldgicas con la IL-1 e IL-6. Esta citocina a pesar de no ser producida
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por linfocitos T (CD4+ o CD8+) sino por los macrofagos principalmente, actda como
un modulador de las respuestas de los linfocitos T y B. El TNF se ha visto vinculado
a procesos inflamatorios de tipo premalignos y malignos. Esta citocina constituye la
principal respuesta ante una agresion por endotoxinas bacterianas y es responsable
de todas las alteraciones bioquimicas y los sintomas que expresan los pacientes con
shock endotéxico, lo cual significa que tiene un espectro muy amplio de actividades
biolégicas. En lineas generales el TNF actia como modulador de las respuestas de

los linfocitos T y B. (Mottay col, 1999)

Los linfocitos TCD8+ participan en la respuesta inmunitaria mediada por
células y tienen como funcidn reconocer antigenos citosélicos sintetizados
enddgenamente asociados a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) clase | en cualquier célula nucleada. La diferenciacion total de los linfocitos
TCD8+ requiere la produccion de citocinas por células TCD4+ y/o la expresion de
moléculas coestimuladoras (Filella X y col, 1999; Abbas A y col, 1999). En la
mayoria de los casos, el control local de la infeccion por VPH se realiza por la
eficiente respuesta del sistema inmunitario. Sin embargo, en las lesiones de alto
grado, y de carcinoma in situ e invasor, tienen lugar diversas alteraciones en los
sistemas de presentacion antigénica celular, asi como falla en el sistema de
respuesta de linfocitos T CD4+ y CD8+, que impide la regresion o el control de estas

lesiones (Torres J, 1996).

1.14.7 FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE BETA 1 (TGF -B1)

Es una proteina homodimérica de aproximadamente unos 28 Kd, la cual debe

ser activada por proteasas extracelulares. Tanto las células T activadas por el
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antigeno como los fagocitos mononucleares activados por lipopolisacaridos (LPS)
secretan un TGF-1 biolégicamente activo. Esta molécula es reconocida por su
capacidad de inhibir proliferaciéon celular en la fase G1 del ciclo celular. Esta
inhibicion es realizada mediante la induccién de inhibidores de cinasa dependientes
de ciclinas como p27, que evita la formacion de las proteinas Rb a factores de
trascripcion como E2F, necesarias para la progresion a la fase de sintesis de ADN.

(Zinkernagel, R, 1996).

El TGF se caracteriza por su papel antagénico en muchas de las respuestas
de los linfocitos, inhibe la proliferacion de las células T frente  mitdgenos
policlonales, inhibe la maduracion de los CTL y macréfagos, actia sobre leucocitos
polimorfonucleares y células endoteliales, contrarrestando de nuevo los efectos de
las citoquinas proinflamatorias, en este sentido es una anticitoquina y puede actuar
como sefal de interrupcibn de las respuestas inmunitaria e inflamatoria
(Zinkernagel, R, 1996). EI TGF no tiene una accion completamente intrinseca, sino
sirve como un mecanismo para el acoplamiento de las células a su entorno, de tal
manera que las células tienen la capacidad para responder apropiadamente a los
cambios en su medio ambiente o cambios en su estado de diferenciacion. Esto
significa que la multifuncionalidad del TGF estd acompafiada por un aumento de su
expresion por la activacién de sus receptores, por su via de traduccién de sefales
gue induce y por la regulacién del ciclo celular, todo esto puede aumentar o inhibir
las actividades de las diferentes poblaciones celulares. Estudios demostraron en
modelos murinos tanto in vitro como in vivo, la estimulacién de la IL-10 por parte del
TGF -1, un incremento en la respuesta Th2 y una disminucion del tipo Thl, estas

evidencias apoyan la idea de que los tumores son capaces de producir TGF -1y, en
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consecuencia inducir el desarrollo de mecanismo de escape de la vigilancia

inmunitaria (Peralta-Zaragoza O y col, 2001)

1.14.8 FACTOR ESTIMULADOR DE COLONIAS GRANULOCITO MACROFAGO

(GM-CSF)

El GM-CSF es producido por linfocitos T activados y por otras células como
fibroblastos, células endoteliales y monocitos. Es un polipéptido con varios posibles
lugares de glicosilacion. Induce la proliferacién de los progenitores de granulocitos y
macrofagos, produciéndose en respuesta a estimulos especificos en situaciones que
requieren una elevada produccion de éstas células. También puede actuar sobre
granulocitos y macrofagos maduros EI GM-CSF, también promueve la proliferacion
de células madres que aun no se han diferenciado en células sanguineas (plaquetas
y progenitores de hematies), reemplazando a la IL-3. Por otro lado el GM-CSF activa
leucocitos maduros, imita algunas de las reacciones del IFN- como activador de
macrofagos aunque es menos potente. EIl GM-CSF es capaz de inducir la sintesis y
liberacién de citoquinas, como la IL-1 y TNF- por monocitos. Puede estimular la
proliferacion de un nimero de lineas de células tumorales que incluyen el sarcoma
osteogénico, carcinomas y adenocarcinoma. Su incremento ha sido reportado en
pacientes con cancer de pulmoén y en la leucemia mieloide aguda. Su mecanismo de
accion probablemente sea a nivel local, en los sitios donde es secretado, de este
modo el GM-CSF producido por las células T y macrofagos puede intervenir
principalmente en la activacidén de leucocitos maduros en los lugares donde se lleva
a cabo la respuesta inmunitaria inflamatoria. Por ser un mediador se ha asociado a
la angiogénesis inducida por macréfagos. La mayoria de los factores angiogénicos y

citoquinas son producidos por macréfagos, los cuales incluyen factores de
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crecimiento derivado de las plaquetas, y entre ellos el factor GM-CSF (Bussoolino

F, 1989, Pascale H, 1999, Pascale H, 2004).

Dentro de la extensa familia de citocinas conocidas existe un grupo de
pequefias moléculas de estructura sencilla que poseen la capacidad de inducir la
migracion selectiva de distintos tipos de células inmunitarias, por lo que se han
recibido el nombre de quimiocinas. Esta habilidad quimiotactica fue descubierta por
primera vez al identificar que ciertas citocinas eran capaces de inducir la migracioén
direccional de los leucocitos bajo la influencia de una serie de estimulos. Una vez
secretadas las quimiocinas se unen a las proteinas de la matriz extracelular del
tejido donde se han sintetizado, permaneciendo mayoritariamente inmovilizadas y
sin pasar al torrente sanguineo, acumulandose y creando un gradiente de
concentracion que indica la direccion de la migracion al lugar donde la célula es
requerida, posteriormente se comprobd que también participaban en la migracion y

reclutamiento de otros tipos celulares, incluyendo las tumorales. (Garcia J, 2006)

Se ha demostrado tanto in vivo como in vitro como las células malignas
neoplasicas expresan de forma especificas uno o mas receptores de quimiocinas
gue responde a un gradiente de concentracion de sus respectivos ligandos,
movilizando la célula tumoral hacia 6rganos especificos e iniciando la migracion
metastasica del tumor; cada vez son mas los tumores en donde se ha logrado
establecer esta relacidn entre la expresion quimiocinas/receptor y la movilizacion de

las células malignas hacia los lugares metastasicos preferidos. (Garcia J, 2006)
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.15 QUIMIOQUINAS

Las quimioquinas son un conjunto de citoquinas de bajo peso molecular (8-11
kD) con funcion quimiotactica producidas por varios tipos celulares (monocitos,
macroéfagos, linfocitos T, fibroblastos y  células endoteliales). Son potentes
guimioatrayente de los leucocitos y sus funciones proinflamatorias son

independiente de la respuesta inmune adaptativa (Barbieri y col, 2009).

El sistema de quimioquinas ha evolucionado con los vertebrados y hay cerca
de 50 genes humanos que codifican los ligandos de quimioquinas, con mas de 20
genes humanos correspondientes receptores de quimioquinas. Su accion se lleva a
cabo a través de la interaccion con sus receptores especificos, un subgrupo de
receptores de transmembrana acoplados a la proteina G, son producidas por una
gran variedad de células en respuesta a estimulos exdégenos o endégenos (Balkwil

F, 2011).

Las quimioquinas se dividen en cuatro subgrupo diferentes, CXC, CC, CX3C o
C, dependiendo de la posicion del residuo de cisteina conservado, y el receptor de la
nomenclatura sigue esencialmente el de las quimiocinas, es decir, las quimiocinas
CC se unen a los receptores de quimiocinas CC, CXC ligandos se unen a CXC

receptores (Balkwill F, 2011).

El subgrupo CC (caracterizados estructuralmente por cuatro cisteinas) cuenta
con 28 miembros, llamados CCL1-28 que se unen por lo menos a 10
receptores (CCR1-10). Las quimioguinas CC atraen monocitos, células T, células

dendriticas, eosindfilos y baséfilos. Las quimiocinas CC son representativas
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de CCL2 (también llamada proteina quimiotiactica de monocitos, MCP-1), CCL3
y CCL4 (proteina inflamatoria de macréfagos MIP-1a y MIP-1B), CCL5 (RANTES) y

CCL11 (eotaxina) (Barbieri y col., 2009).

El CXC (grupo en el que un aminoacido esta presente entre las dos primeras
cisteinas), incluye 21 ligandos (CXCL1-21)en su mayoria codificados en el
cromosoma 4 humano. Las quimiocinas CXC son capaces de vincular al menos
a 7 receptores (CXCR1-7) y mediar en la quimiotaxis de neutréfilos (Barbieri y col.,

2009).

Las quimioquinas CX3C (tres aminoacidos entre las dos primeras cisteinas)
sonhasta la fecha representadas porunsolo péptido, a  saber
CX3ClL1/fractalkine, que estad codificada en el cromosomal6é humano, se une al

receptor CX3CR1 y regula el trafico a adhesion de células T (Zlotnik A 'y col, 2000).

El grupo C de quimioquinas (que contiene solo dos cisteinas) consta de dos
moléculas (XCL) es decir, XCL1l/lymphotactin y XCL2/SCM-1 B, tanto vinculantes
como el receptor de XCR1. Linfotactina, codificadoen el cromosoma 1
humano, atrae a los linfocitos, pero no a los monocitos o neutréfilos (Barbieri y col.,

2009).

Otra clasificacion, aunque menos estricta, es la que divide las quimioquinas en
dos subgrupos funcionales; las inflamatorias y las homeostaticas (Zlotnik A y col,
2000). Segun Sallusto y colaboradores, las quimioquinas inflamatorias promueven
la infiltracion de leucocitos a los sitios de inflamacion y su expresion es inducible,

principalmente, por citocinas proinflamatorias. Mientras que las quimiocinas
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homeostaticas se expresan constitutivamente y regulan la migracion dirigida de los
leucocitos en los procesos de la hematopoyesis y desarrollo de los 6rganos linfoides.

(Sallusto Fy col, 2000)

En relacion a los tumores, se ha visto que son las quimioquinas inflamatorias las
gue se encuentran mas frecuentemente producidas por las células tumorales

(Zlotnik A y col., 2000).

Algunos estudios encontraron que las quimiocinas controlan una variedad de
actividades bioldgicas, tales como produccion y deposicion del colageno, activacion
de las enzimas que digieren la matriz, estimulacion de células en crecimiento, la
inhibicidon de la apoptosis y la promocién de la neoangiogénesis. (Allavena P y col,

2005).

Se ha encontrado que un grupo de quimioquinas como la MCP-1 actua de
forma selectiva sobre poblaciones de monocitos, macréfagos, linfocitos T y basofilos,
mediante union a receptores especificos Se piensa que la capacidad de MCP-1 de
activar la quimiotaxis sobre estos tipos celulares esta relacionada con la inflamacion
cronica, por otro lado el RANTES, IL-8 parecen desempefiar papeles importantes en
la mediacion de procesos inmunitarios e inflamatorios en distintas localizaciones.

(Balentien E y col, 1991)

1.15.1 PROTEINA-1 QUIMIOATRAYENTE DE MONOCITOS (MCP-1)

Conocida como MCAF (“monocyte chemotactic and activating factor”) o CCL2

es el miembro mejor estudiado de la subfamilia B o quimoquinas CC. Tras su
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clonacién y secuenciacion se aprecié una gran homologia con el gen JE del ratdén
que resulté ser el homologo del MCP-1 humano. Existe un solo gen que codifica
para una proteina monomeérica de 76 aa, secretada en dos formas de 9 y 13 kDa,
ambas con idéntica actividad in vitro. MCP-1 actla de forma selectiva sobre
poblaciones de monocitos, macréfagos, linfocitos T y baséfilos, mediante unién a
receptores especificos. Se piensa que la capacidad de MCP-1 de activar la
guimiotaxis sobre estos tipos celulares esta relacionada con la inflamacion cronica.

(Dominguez F, 2003)

Estudios utilizando un modelo de raton por Muller y col sugieren que el patron
de metastasis en el cancer de mama es producido en parte por las interacciones
especificas entre la quimiocina CXCR4 y su ligando SDF-1/CXCL12; la actividad
metastasis de las células de este tipo de cancer a los drganos blanco (médula 6sea,
higado, pulmén y los ganglios linfaticos) puede ser neutralizada por anticuerpos anti-
CXCRA4. La participacion de CXCR4 en las metastasis no solo se limita al cancer de
mama, ya que también se expresa en diferentes lineas celulares tumorales
(linfomas, carcinoma de prostata, leucemia mieloide cronica, entre otros). (Muller A,

2001)

De igual forma un estudio reciente se investigdé como el MCP-1 es el
mediador de la inflamacién sistémica de la hipoxia alveolar. Los experimentos
demostraron como la hipoxia alveolar (respiraciéon del O, del 10%, en 60 minuto)
produjo un aumento rapido (5min) en la concentracion del plasma MCP-1 de ratas
intactas conscientes, pero no en los alveolos de ratas macréfago-agotadas, de igual
forma la degranulacién ocurrié en ratas intactas hipoxicas, pero no en las ratas
macrofago agotadas. Pudiendo determinar que MCP-1 es un agente dominante en la

iniciacion de la inflamacién sistémica de la hipoxia alveolar. (Abroun S, 2008)
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La presencia de la proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1 o CCL2)
ha sido demostrada en diversas patologias tanto de naturaleza no maligna
(arteriosesclerosis, artritis reumatoide, nefropatia diabética, nefropatia Iapica,
enfermedad intersticial pulmonar, y encefalomielitis experimental autoinmune), como
malignas (eso6fago, pancreas, mama, y ovario), donde su expresion se relaciona
directamente con el grado de infiltracion de macr6fagos y con la severidad de la
enfermedad. (Tesch G, 2008; Barbado J y col, 2009; Monti Py col, 2003; Harti D

y col, 2005; Klaes Ry col, 2001)

La proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1 o CCL2) es esencial para
el reclutamiento de monocitos, tiene actividad angiogénica y causa también
proliferacion de las células musculares lisas, su receptor es conocido como CCR2.
MCP-1 también puede ser quimioatrayente para linfocitos T, basofilos, células NK, y

células progenitoras. (Tesch G, 2008; Barbado J y col, 2009)

1.15.2 INTERLEUCINA 8 (IL-8)

Su funcion principal es la atraccion de neutrdéfilos y se produce en monocitos,
linfocitos T, células endoteliales, células epiteliales, fibroblastos y neutréfilos. Su
estructura es de 72 aminoacidos y existe una variante de 77 aminoacidos
denominada IL8 endotelial debido a que se sintetiza en estas células y su funcion
especifica es atraer neutrofilos que se fijen al endotelio para el inicio de la
diapédesis. Ademas puede atraer linfocitos T, queratinocitos, basdfilos, y posee

actividad angiogénica. (Shaun L, 1999; Coussens L, 2002)
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Algunas células tumorales no solo regulan la expresion de citocinas que
contribuyen con el reclutamiento de células inflamatorias, sino que también usan
estos factores para promover el crecimiento y progresion, algunas de estas

citocinas son CXCL1, CXCL2, CXCL3 e IL-8/CXCLS8. (Coussens L, 2002)

La IL-8 inicialmente fue descubierta como un factor quimiotactico de
leucocitos, pero recientemente se descubrié que contribuye con la progresion del
cancer, posee funciones mitogénicas y angiogénicas. Ha sido detectado en varios
tejidos de cancer humano y su expresion esta regulada por varios factores del

microambiente tumoral como la hipoxia, acidosis y oxido nitrico. (Xie K, 2001)

1.15.3 PROTEINA INFLAMATORIA DE MACROFAGO 1 a (MIP1a)

La proteina inflamatoria de macréfago1a (MIP-1a) (CCL3), es una proteina
inflamatoria que actian sobre macréfagos expresadas en tejidos inflamados por
células residentes e inflamatorias en respuesta a citocinas proinflamatorias o al
contacto con agentes patogénicos. Esta proteina pertenece al grupo CC, el cual se
caracteriza por su funcion proinflamatoria y por producir sus efectos a través de
combinaciones diversas de cinco receptores diferentes, localizados en las células T
activada, células dendriticas inmaduras y otro tipo de células mononucleares. Esta
familia de quimiocinas promueve la inflamacién cronica y respuesta inmune

adquirida (Lezama P, 2006).

MIP- 1a es una proteina quimiostatica para monocitos, neutrofilos y células
T CD8 (Jiménez V' y col, 2007), posee una mayor afinidad por los receptores CCR1,

CCR3 y CCR5. Se ha demostrado que se expresa en las células de Langerhans vy,
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que atrae tanto a los CD4 en reposo y activados y células CD8 in vitro, lo que
sugiere un posible papel en el reclutamiento de células inmunes (Mohamadzadeh y

col, 1996).

Es un mediador importante de reclutamiento de leucocitos y la activacion en una
variedad de estados inflamatorios, incluida la infeccién También tiene la propiedad
de ser un inhibidor de la proliferacion de células madre hematopoyéticas. Otros
blancos celulares de MIP-1a son las células dendriticas, células NK, basofilos

(débilmente), y eosindfilos (Zeng X'y col, 2003).

.16 QUIMIOQUINAS E INFLAMACION

Las quimioquinas o citocinas quimiotacticas, son pequefas proteinas ligadas a
la heparina, que direccionan el movimiento de los leucocitos circulantes hacia los
sitios de inflamacion o lesion, por lo cual son consideradas citocinas
proinflamatorias. Estas son producidas en el transcurso de la respuesta inmunitaria o
inflamatoria y sirve para movilizar las defensas del organismo, destacando las
subfamilias C, CC, CXC, y CX3C. En su mayoria pueden ser secretados por
macrofagos activados, aunque con estimulacion adecuada también por otras células
hematopoyéticas. Una infeccion o dafio tisular induce la expresion de quimiocinas y
moléculas de adhesion que causan a su vez la migracion y acumulacién de

leucocitos y monocitos en el foco inflamatorio (Lezama P, 2006).

Una vez que los leucocitos penetran a los tejidos, las quimioquinas estimulan la
migracion de las células hacia un gradiente de concentracion de quimiocinas

crecientes. Estas interacciones determinan la entrada y acumulacion de los
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leucocitos en el sitio extravascular de la infeccion para controlar y detener la
infeccion, pero en determinadas ocasiones también puede actuar como factores
patogénico ya que las quimiocinas también puede ser secretadas por las misma
células cancerigenas a nivel del foco primario y secundario en este caso actia de
forma autocrina/ paracrina participando directamente en la proliferacion tumoral
como factores de crecimientos y de forma indirecta potenciando la angiogénesis

tumoral.

| Células epitelialesy de la membrana Cell.JIaS endoteliales, Plaquetas
basal capilares de soporte
Neutrofilos @@ Linfocitos @ Mastocltos/E05|nofllos/Basoﬁlos @ % lemnnas/QU|mIDC|nas

Macrofagos/Monocitos h#’ Fibroblastos y Fibras de Colageno @) Células Epiteliales Malignas

5

Figura 13 a.- Tejido normal el cual esta altamente organizado b.-Carcinoma Invasivo, se
pierde la organizacion. En la neoplasia asociada a la angiogénesis y linfoangiogenesis se
produce un caos en la organizacién de vasos linfaticos y sanguineos, donde las células
neoplasicas interactian con otros tipos de células y modifican la matriz extracelular.

Couseens L, 2002.

.17 QUIMIOQUINAS Y CRECIMIENTO TUMORAL

Desde su descubrimiento, el campo de las quimioquinas fue fuertemente
relacionado con la biologia del cancer. Esta conexion se ilustra por la identificacion
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de proteina quimiotactica de monocitos-1 (CCL2), en sobrenadantes de cultivo de
lineas celulares tumorales (Bottazzi B, 1983). Milliken y colaboradores, en 2002,
mediante el andlisis del liquido ascitico de cancer de ovario y células ascitis
identificaron la expresion de CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL8, CCL22, en conjunto
con sus receptores (a saber, CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, y CCRS8), a nivel
de ARNm y proteina. Sin embargo, ain no se ha aclarado completamente una
correlacion definida entre este patron de expresion y los recuentos de células totales

en la ascitis o la etapa de la enfermedad. (Milliken D y col, 2002)

El papel de las quimioquinas en la biologia tumoral ha sido estudiado
fuertemente en la Ultima década y se ha analizado la regulacion en la atraccion de
leucocitos en el tumor para la promocion de la supervivencia, proliferacion y difusion

de la célula tumoral (Allavena Py col, 2005).

Las principales funciones biolégicas derivadas de la interaccion ligando-receptor

durante el desarrollo tumoral que han sido descritas son:

e Control de la migracion selectiva de células tumorales
e Control del crecimiento y proliferacién tumoral

e Control de la infiltracion leucocitaria tumoral

e Regulacion de la angiogénesis

e Estimulacion de la adhesion e invasion tumoral

e Manipulacién de la respuesta inmune tumoral. (Balkwill F, 2003).

79



Introduccion

.18. QUIMIOQUINAS E INFILTRACION LEUCOCITARIA

En el microambiente tumoral las quimioquinas son reguladores esenciales de los
niveles de infiltracién de leucocitos en el tumor. La capacidad de las quimiocinas
para mejorar la motilidad de los leucocitos, células endoteliales, y células tumorales
es un factor clave para determinar el establecimiento y progresion del cancer
(Zlotnik A, 2006). La expresion de las quimiocinas, por lo tanto, es una ventaja
potencial de las células tumorales y puede dotarlos de mayor capacidad para

proliferar y diseminarse (Allavena P y col, 2005).

Esta habilidad quimiostéatica fue descubierta por primera vez al identificar que
ciertas quimioquinas eran capaces de inducir la migracion direccional de los
leucocitos bajo la influencia de una serie de estimulos proinflamatorios (Butcher,
2000). Son varios los estudios que han logrado relacionar la presencia de una
extensa red de quimioquinas en el microambiente tumoral producida por la células
neoplasicas y estromales con la atraccion de linfocitos T que poseen receptores de

guimioquinas (Levinson y col, 2004).

Algunos estudios evidenciaron que la presencia de macrofagos y linfocitos en
tumores sélidos esta relacionada a la produccion de quimioquinas por el tumor y su
microambiente, como las quimioquinas CC en el cancer de mama y cérvix (Negus R

y col, 1997).

Las quimioquinas CXC atraen neutréfilos y linfocitos, mientras que las
guimioquinas pertenecientes a la familia CC atraen principalmente monocitos, pero

también pueden atraer a los linfocitos, basofilos y eosindfilos y las familias CX3Cy C
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actian sobre monocitos / linfocitos y linfocitos, respectivamente (Allavena P y col,

2005).

Quimioquinas como CCL2, CCL3, CCL4 y CCL5 se han observado aumentadas
en diversos tumores epiteliales y su expresién se correlaciona con mayor infiltracion
de células inflamatorias, que dependiendo de su tipo e intensidad de produccion
atraen linfocitos 0 macrofagos de manera diferente (Fushimi T y col, 2000). Varios
estudios han indicado que CCL2 de la subfamilia CC, es el principal responsable

para el reclutamiento de monocitos en el sitio del tumor (Gazzaniga Sy col, 2006).

Koizumi y colaboradores indicaron que las quimioquinas CCL9, CCL2, CCL3, y
CCL5 inducen la invasion de células cancerosas a traves de metaloproteinasas de la
matriz producidos por la infiltracion de IMC y TAM en el tejido canceroso. (Koizumi

Ky col, 2007)

.19 CARCINOGENESIS Y DANO CELULAR:

Se ha demostrado que los errores en la replicacion ocurren por una variedad de
mecanismos, diferentes a los propios procesos enddgenos que ocurren en las
células. Dentro de los tipos y mecanismos bioquimicos de la carcinogénesis

implicados en el dafio del ADN tenemos:

1.- Dafio oxidativo
2.- Depuracioén y depiriminacion
3.- Alquilacién inapropiada

4 - Interaccion del 6xido nitrico con el ADN
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5.- Formacién exociclica aductiva

6.- Defectos en la reparacidn de las bases mal apareadas (Cohen SM, 1977)

1.19.1 RADICALES LIBRES Y DANO CELULAR

Se ha descrito que una lesion celular puede iniciarse durante la reoxigenacion
debido al aumento de radicales libres del oxigeno por parte de las células
parenquimatosas, las células endoteliales y los leucocitos infiltrantes (Kuper Hy col,
2000). Se pueden producir aniones superoxido en el tejido reperfundido como
resultado de una reducciéon incompleta del oxigeno por las mitocondrias lesionadas o
bien debido a la accion de oxidasas procedentes de los leucocitos, células
endoteliales o células parenquimatosas Los mecanismos de defensa antioxidantes
también pueden estar comprometidos por la isquemia, favoreciendo la acumulacion
de radicales libres. El papel de estos aniones en algunas patologias del aparato
reproductor femenino esta siendo estudiado. Se conoce que pueden afectar una
gran variedad de funciones del aparato reproductor femenino y en grandes
concentraciones, pueden desencadenar procesos patolégicos. Una lesién celular
puede iniciarse durante la reoxigenacion debido al aumento de radicales libres del
oxigeno por parte de las células parenquimatosas, las células endoteliales y los

leucocitos infiltrantes (Larsen WJ, 1993).

Las especies de radicales libres son inestables y altamente reactivas, llegan a
ser estables adquiriendo electrones de los acidos nucleicos, lipidos, proteinas,
carbohidratos o cualquier molécula proxima causando una serie de reacciones en

cadena dando por resultado el dafio celular (Amaya H y col, 1997).Se conocen dos
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tipos importantes de especies de radicales libres: especies reactivas del oxigeno
(ROS) vy especies del nitrogeno (RNOS.).

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) causan un extenso dafio oxidativo a
las bases y al azucar (desoxirribosa) del ADN. De la accion de estas sustancias se

obtienen modificaciones del ADN.

Desde el punto de vista genotoxico especies reactivas del nitrégeno revisten gran
importancia, ya que su genotoxicidad ha sido plenamente demostrada. Las
sustancias RNOS, tienen por lo general la propiedad de deaminar las bases del

ADN, que contiene grupos aminoexociclicos (Zimmermann FK, 1977; Victorin K,

1994)

Superoéxido (02.-) Causa transiciones de citosina a timina

Peréxido de hidrogeno (H202.-) Causa transiciones dobles CC (citosina) a
TT (timina)

Radical oxidrilo (OH.-) Causa transiciones dobles CC (citosina) a
TT (timina)

Acido hipocloroso (HOCI) Causa transversion G - T guanina timina

Oxigeno simple Causa transversién G - T guanina timina

Tabla 3 Principales oxidantes y mecanismo de accion de genotoxicidad

Los radicales libres de oxigeno mas importantes son el anion Superoxido
(02), el agua oxigenada (H202), el oxidrilo (OH) y las especies del nitrogeno (NO).
El méas frecuente es el anion superoxido que es extremadamente peligroso porque
destruye el oxido nitrico provocando la hipertensién. ElI primero que hablo de

radicales libres fue el doctor Hartman, premio Novel en 1995, la biologia de los
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radicales libres es una rama relativamente nueva que se ocupa de las interacciones
entre materias vivientes y radicales libres, el efecto de los radicales libres es similar
al de las radiaciones, porque el efecto de estas se debe a un 80% a los radicales

libres. (Valdez J y col, 1994)

Se pueden producir aniones superoxido (O2-) en el tejido reperfundido como
resultado de una reduccion incompleta del oxigeno por las mitocondrias lesionadas o
bien debido a la accibn de oxidasas procedentes de los leucocitos, células
endoteliales o células parenquimatosas (Rak J y col, 1996) Los mecanismos de
defensa antioxidantes también pueden estar comprometidos por la isquemia,
favoreciendo la acumulacion de radicales libres. Las moléculas de O2.-, formadas
durante el proceso respiratorio y liberadas dentro de los fagolisosomas o liberadas al
medio extracelular, pueden reaccionar con el H2 para formar peroxido; H202,
sustancia mucho mas oxidante que el O2- y a su vez capaz de reaccionar con el
oxido nitrico (NO.). Estas sustancias fuertemente oxidantes, pueden reaccionar con
metales de transicion, tales como, el hierro férrico (Fe3+++) y el cobre bivalente
cuproso (Cu2++), los cuales pueden estar ligados al ADN. Si estos metales son
oxidados se forman radicales ferrilos y perferrilos, los cuales son capaces de

producir dafios extensos al ADN de las células de mamiferos. (Simic MG, 1994)

Las especies reactivas del oxigeno pueden incrementar todavia mas la
transicion de permeabilidad mitocondrial, que impide la generacion de energia por
parte de la mitocondria y la recuperaciéon del ATP celular, causando muerte celular.
(Day Y. y col, 2005; Hanahan, 1996) La lesion isquémica se acompafia de la
produccion de citocinas y el aumento en la expresion de moléculas de adhesion por
parte de las células parenquimatosas y endoteliales hipéxicas. Estos agentes dan

lugar al reclutamiento de leucocitos polimorfonucleares circulantes hacia el tejido
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reperfundido; la inflamacién subsiguiente produce una lesion adicional. (Valdez J y
col, 2000)

Un importante mecanismo de lesion a la membrana es la lesion inducida por
radicales libres, en particular por especies de oxigeno activado. Contribuye a
procesos tan variados como la lesién quimica y por radiacion, la toxicidad por
oxigeno y otros gases, el envejecimiento celular, la muerte microbiana por células
fagociticas, la lesion inflamatoria, la destruccion tumoral por macrofagos y otros.

(Giatroman Ay col, 1998; Campbell SCy col, 1998)

Los radicales libres son especies quimicas que tienen un anico electron no
apareado en una Orbita externa. En ese estado, el radical es extremadamente
reactivo e inestable y reacciona con sustancias quimicas inorganicas u organicas
(lipidos, carbohidratos, proteinas) en especial con moléculas claves de la membrana
y con acidos nucleicos. Ademas los radicales libres inician reacciones
autocataliticas, por lo que las moléculas con las que reaccionan se convierten ellas

mismas en radicales libres para propagar la cadena de lesion.

Las células han desarrollado multiples mecanismos para eliminar los radicales
libres y de esta manera minimizar la lesion. Los radicales libres son inestables de
manera inherente y habitualmente desaparecen de forma espontanea. Por ejemplo
el superoxido es inestable y desaparece espontaneamente en oxigeno y peroxido
de hidrogeno en presencia de agua. No obstante, existen diversos sistemas
enzimaticos y no enzimaticos que contribuyen a la inactivacion de las reacciones de
radicales libres, entre ellos se encuentran: antioxidantes y enzimas como la catalasa

y glutation peroxidasa. (Amaya Hy col, 1997)
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Los tres tipos principales de ROS son: anidén superoxido, peroxido de
hidrogeno y oxidrilo. El superoxido se forma cuando los electrones se escapan de la
cadena de transporte del electron. La dismutacion del superoxido da lugar a la
formacion del peréxido de hidrégeno. El ion del oxidrilo es altamente reactivo y
puede modificar las purinas y pirimidinas dando como resultado el dafio del ADN.

(Johson DAy col, 1998)

ROS ha estado implicado en mas de 100 enfermedades. Tienen un papel
fisiolégico y patologico en la zona reproductiva femenina. Numerosos estudios en
humanos y animales han demostrado la presencia del ROS en la zona reproductiva
femenina: ovario, trompas de Falopio y embriones, ademas esta implicado en la
modulaciéon de numerosas funciones reproductivas y fisiolégicas tales como
maduracion del oocito, esteroidogénesis y luteolisis. (Tanaka H y col, 2005; Lefer

AM, 1993)

Los radicales libres tienen una semivida muy breve ya que es bloqueado por la
supéroxido dismutasa o SOD que acelera 10 mil veces la velocidad con la que el O2

se transforma en H202.

Existen dos formas de SOD: la celular a base de cobre y zinc y la nuclear a base
de manganeso, y el oxido nitrico (NO) un gas incoloro escasamente soluble en agua
con un electron no apareado en su capa de valencia externa, lo que lo convierte en
una molécula paramagnética con naturaleza de radical libre que participa en

procesos fisioldgicos y patolégicos. (Muller WA, 2002)
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En la sintesis del NO una molécula de L-arginina es transportada al interior de la
célula endotelial por un transportador especifico, generandose una molécula de L-
citrulina y una molécula de NO, todo esto es catalizado por la enzima sintasa del

NO. (Coleman JW, 2001)
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Figura 14 Sintesis de Oxido Nitrico. Carrero Y, 2012

Para la sintesis del NO ademas del sustrato L-arginina, se requiere de la
presencia de carmodulina y cuatro cofactores: mononucleotido de flavina (FMN),
dinucleotido de Flavina adenina (FAD), tetrahidrobiopterina (THB) y dinucleotido
fosfato de nicotinamida adenina (NADPH), esta reaccion puede ser inhibida por
derivados estructurales de la L-arginina, como la N-monometil-L-arginina (L-NMMA)

y metilester de N-nitro-L-arginina (L-NAME) entre otros. (Lamontagne D y col, 1992)

El 6xido nitrico es producido en las células por tres isoformas de la éxido nitrico

sintasa’
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1. Dos isoformas constitutivas (cNOS) ambas dependientes de calcio: la isoforma
endotelial (eNOS), también conocida como tipo Il (NOS3) y la isoforma neuronal
(nNOS), también denominada tipo | (NOS1). Dichas isoformas median la produccion

de NO en cantidades bajas y fisiol6gicas, para actuar como sefializador molecular.

2. Una forma inducible (iNOS), independiente de calcio, también denominada de
tipo 1l (NOS2), cuya expresion puede ser inducida en diferentes tipos de células,
tales como macréfagos, hepatocitos, neutréfilos, misculo liso y endotelio; dicha
induccién se produce como respuesta a diferentes estimulos inmunolégicos tales
como: el interferon gamma (IFN-8), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el
lipopolisacarido bacteriano (LPS). Esta isoforma cataliza la produccién de gran
cantidad de NO, que puede ser tOxico en ciertas circunstancias o para ciertos grupos

celulares.

Las tres isoformas de la NOS contienen un dominio carboxi-terminal homdlogo
al citocromo P450, con una flavina como grupo prostético, y un dominio amino
terminal con un grupo heme como grupo prostético. Estos dominios terminales estan
conectados por un tercer dominio, que es a fin a calmodulina. (Lamontagne Dy col,

1992)

La unién de la calmodulina a la NOS parece ser el "interruptor molecular" que
permite el flujo de electrones desde el dominio reductasa hacia el grupo heme,
permitiendo la transformacion del O2 y L-arginina en NO y L-citrulina. Las isoformas
constitutivas NOS1 (nNOS) y en la NOS3 (eNOS) se encuentran inactivas hasta que
aumenta el calcio intracelular. Por ejemplo, en las células endoteliales, la ACh, la

bradiquinina, el ADP o el estrés de roce son capaces de iniciar la sefal que
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incrementa el calcio celular, el cual regula la unién de calmodulina a su dominio,
iniciando la sintesis de NO. Cuando la calmodulina se une a la enzima, los
electrones donados por el NAPDH fluyen desde el dominio reductasa hacia el
dominio oxigenasa y son aceptados por el citocromo C y otros aceptores de

electrones. (Lamontagne Dy col, 1992)

En contraste, en la isoforma inducible (NOS2, o independiente de calcio), la
calmodulina permanece fuertemente unida, aun a bajas concentraciones de calcio,
actuando esencialmente como una subunidad mas. En este caso, los electrones
donados por el NADPH son transportados por el FAD y por FMN hacia el grupo
heme. En estas condiciones, la iINOS cataliza la produccién de una mezcla de
aniones superoxido (02-) y de NO en altas cantidades, produciendo peroxinitritos
(ONOO-), con capacidad para producir citotoxicidad. En ausencia de THB, la NOS

genera H202, O2- y NO. (Lamontagne D y col, 1992)

Debido a su naturaleza gaseosa el NO tiene propiedades diferentes a
cualquier otro neurotransmisor, esta entidad quimica no puede ser almacenada en el
interior de vesiculas para ser posteriormente exocitadas, en consecuencia cuando
una célula produce NO, este escapa a través de una membrana celular difundiendo
a las proximidades. Esa misma propiedad al atravesar las membranas permite al NO
afectar a otras celular sin necesidad de receptores de otras superficies.
(Lamontagne D y col, 1992). EIl NO debido a que tiene una vida media de
segundos, es capaz de combinarse con rapidez a otros radicales libres una vez
liberado y ejerce sus efectos, se descompone para producir dos metabolitos
estables, los radicales de nitrato y nitrito en una reaccion catalizada con metales de

transicion, incluyendo al hierro. (Lamontagne D y col, 1992)
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La reaccion con los radicales libres tienden a perpetuarse hasta el infinito, en
ausencia de antioxidantes, hoy en dia los radicales libres no se consideran
solamente los responsables del enranciamiento de las grasas sino que se
consideran origen de la inflamacion y la cardiopatia isquémica. Es til recordar que
una dieta hipercaldrica aumenta la produccion de radicales libres, mientras que una

dieta hipocaldrica la reduce. (Muller WA, 2002)

El desequilibrio entre la produccion de radicales libres y la defensa
antioxidante conducen al estrés oxidativo que se acompafia de una gran variedad de
cambios bioquimicos y fisiologicos que pueden llevar a insuficiencia funcional y

muerte celular (apoptosis). (Pérez R, 2004)

Entre estos cambios bioquimicos y fisiologicos se encuentran: el aumento de
la produccién de enzimas que cataliza la biotransformacion de radicales libres, el
aumento de citocinas especialmente el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), todos considerados factores angiogénicos, ya que tienen la capacidad de

estimular la angiogénesis intratumoral. (Pérez R, 2004)
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Figura 15 La inflamacién crénica persistente, Aumento del Stress oxidativo y la hipoxia
estimulan la expresion de factores angiogénicos que permiten la irrigacion y crecimiento del
tumor. Carrero Y, 2006.
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.20 ANGIOGENESIS Y DESARROLLO TUMORAL

La angiogénesis es un proceso importante y esencial para la inflamacion
cronica y la fibrosis, para el crecimiento tumoral y para la formacion de una
circulacion colateral, se han realizado muchos trabajos dirigidos a descubrir los
mecanismos que regulan la formacién de nuevos vasos sanguineos. (Folkman J

y col, 1996)

El término angiogénesis, significa literalmente formacién de nuevos vasos
sanguineos, durante este proceso se distinguen la vasculogénesis que ocurre
para establecer el patron vascular del adulto y la formacion de nuevos capilares a
partir de otros ya existentes. Cuando se ha completado el crecimiento vascular, la
angiogénesis se convierte en un proceso patologico que acompafa y favorece

enfermedades neoplasicas y no neoplasicas. (Sanchez Y, 2001)

La angiogénesis ocurre como un proceso fisiolégico en el endometrio, durante

el ciclo reproductivo de la mujer fértil, en el ovario, durante el crecimiento de la red

capilar folicular y en la formacién de la placenta. Es fundamental para la actividad

reproductiva y la reparacion de los tejidos' (Larsen WJ, 1993; Barillari G y col,

1998)

La velocidad del crecimiento tumoral depende de otros factores ademas de
la cinética celular, donde el mas importante es la irrigacion. Los tumores no
pueden crecer mas de 1 a 2 mm de diametro o grosor, salvo que estén
vascularizados. Es probable de que la zona de 1 a 2 mm. represente la distancia
maxima de difusion del oxigeno y los elementos nutritivos a partir de los vasos

sanguineos. Mas all4 de estos limites el tumor no puede seguir creciendo sin
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recibir vascularizacion, ya que la hipoxia provocaria apoptdsis a través de la
activacion de p53 (Rak J, 1996). Dai y cols encontraron que la expresion del
VEGF en tumores cervicales con un diametro mayor a los 4 mm fue del 72,7%
mientras que en los tumores que presentaban un menor diametro se expreso el

51,7%. (Dai Y. y col, 2005)

La neovascularizacién tiene un efecto doble en el crecimiento tumoral. Por
una parte aporta elementos nutritivos y oxigeno y por otra parte las células
endoteliales recién formadas estimulan el crecimiento de las células tumorales
adyacentes mediante la secrecion de ciertos polipéptidos, como factores de

crecimiento de tipo insulinico, PDGF,GM-CSF e IL-1. (Rak J, 1996).

La angiogénesis no solo es necesaria para mantener el crecimiento del tumor,

sino también para que este pueda matastatizar. Sin acceso a la vascularizacion, las

células tumorales no pueden viajar a otras localizaciones (Barillari G y col, 1998)

Estudios recientes sugieren que las células tumorales no solo producen
factores angiogénicos sino que también inducen moléculas antiangiogénicas, de
esta forma el crecimiento del tumor estad controlado por un equilibrio entre los

factores estimulantes e inhibidores de la angiogénesis (Barillari G y col, 1998)

Datos experimentales y clinicos indican que cuando inician su crecimiento,
los tumores humanos no inducen angiogénesis. Persisten in situ durante meses o
afios hasta desarrollar irrigacion y en un momento determinado, probablemente a
causa de la acumulacién de mutaciones, algunas células de este pequefio tumor
cambian a un fenotipo angiogénico. La base molecular de este cambio

angiogénico no se conoce por completo pero podria implicar un aumento de la
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produccién de factores angiogénicos o una pérdida de los inhibidores de la

angiogeénesis (Hanahan D y col, 1996)

Existen muchos factores de crecimiento que poseen poder angiogénico, la
mayoria de las pruebas indican que el VEGF y las angiopoyetinas son las que
desempefian un papel especial en la vasculogénesis y la angiogénesis. Estos
factores son secretados por muchas células mesenquimatosas y del estroma pero
sus receptores estan en gran parte circunscritos al endotelio y contribuyen al

desarrollo de los vasos durante la angiogénesis.

Aproximadamente 12 proteinas angiogénicas son reconocidas en la
actualidad. Las mas comunmente identificadas en los tumores son el factor de
crecimiento basico de fibroblastos (BFGF) y VEGF (Barillari G y col, 1998;

Giatromanolaki A y col 1998)

El factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) posee 2 variedades acidas y
basicas, ambas pueden por estimulacién paracrina incrementa la sintesis de factores
angiogénicos por los macréfagos del tejido conectivo o estimulan la proliferacién de
las células endoteliales’ (Campbell SC y col 1998; A Kaya B y col, 2005) El FGF al
igual que otros factores de crecimiento tumoral, al aumentar el indice de actividad
mitotica, facilitan la proliferacion de las células tumorales y endoteliales vasculares

en las areas mas vascularizadas del tumor.(A KayaB y col, 2005)

El proceso de angiogénesis es determinado por el balance entre factores
estimuladores e inhibidores, el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
constituye uno de los factores proangiogénicos esenciales en el control de la

angiogénesis tumoral. Este factor ha sido estudiado en la progresion de diversos
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tumores malignos, como el tumor maligno del tracto gastrointestinal en el cual no se
conoce bien la asociacion entre el VEGF y la proliferacion celular, asi mismo se
expresa abundantemente en tumores de origen epitelial y asociado con otros
estados clinicos como isquemia del miocardio, derrame pleural y enfermedades
retinianas, en las cuales su elevacion es estimulada por la isquemia tisular. En los
tejidos neoplasicos su sintesis es promovida por las propias células tumorales
(Campbell SC y col 1998; A Kaya B y col, 2005; Zetter BR, 1998; Obermair A y

col, 1998; Johson DA y col, 1998)

Metastasis

La hipoxia estimula la
expresion de factores
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Figura 16 La hipoxia y la infiltracion celular estimulan la expresion de factores angiogénicos.
La angiogénesis no solo es necesaria para mantener el crecimiento del tumor, sino también
para que este pueda hacer metastasis. Sin acceso a la vascularizacién, las células
tumorales no pueden viajar a otras localizaciones. Carrero y col, 2006.

1.20.1 FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR (VEGF)

El VEGF es una glicoproteina homodimérica de 34-46 kDa producida por

varios tipos de células en respuesta a diversos estimulos. Actla sobre las células
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endoteliales vasculares uniéndose a receptores transmembrana especificos. El
VEGF tiene cuatro actividades bioldgicas principales que contribuyen todas ellas a la
induccion de la angiogénesis y que han sido estudiadas exhaustivamente, dentro de
estas se pueden mencionar: crecimiento y proliferacion de células endoteliales
vasculares, migracion de células endoteliales vasculares, supervivencia de células
endoteliales inmaduras mediante la prevencion de la apoptésis y aumento de la

permeabilidad vascular de los capilares. (Gombos Z y col, 2005)

Algunos estudios encontraron que el VEGF se encuentra implicado en la
regulacion del proceso de angiogénesis y la proliferacion celular del tumor maligno
del tracto gastrointestinal , asi mismo Wang y cols sugirieron que una sobre
expresion del VEGF es esencial para la microangiogénesis del carcinoma de células

escamosas de laringe. (Wang Z y col, 2004)

Los vasos sanguineos son un componente importante del estroma tumoral y
por lo tanto la angiogénesis es un factor predictivo del prondstico en muchas
neoplasias humanas, por lo que se considera existe una correlacion importante
entre el nimero y la densidad de los vasos sanguineos con los estados
metastasicos, tamafo del tumor, tipo histolégico y por consiguiente grado de

malignidad tumoral (Lantieri LA y col, 1998)

Vazquez y col observaron un incremento en la expresion del VEGF durante
la progresion del cancer cervical cuando detectaron en el citoplasma de las
células tumorales asi como en las células epiteliales normales y pre-malignas de
cuello uterino la expresion del VEGF y encontraron que la proteina se expresé en
84% de las muestras con cérvix normal, en 91% de las lesiones intraepiteliales de

bajo grado y en 97% de los carcinomas cervicales (Vazquez K y col, 2005), asi
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mismo los hallazgos de Gombos y cols sugieren que el VEGF juega un rol
importante en la angiogénesis, ellos examinaron la densidad de los vasos
linfticos peritumorales y lo correlacionaron con la expresion del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) en células escamosas de carcinoma de
cuello uterino y encontraron una diferencia significativa cuando lo compararon con
cuello uterino sano (Gombos Z y col, 2005). Asi mismo Mitsuhashi y cols
encontraron diferencias significativas al comparar la concentracion sérica del
VEGF en pacientes con carcinoma cervical con respecto al grupo control de

mujeres sanas. (Mitsuhashi Ay col, 2005)

La expresion del VEGF es estimulada por algunas citocinas y factores de
crecimiento (TGFB, PDGF, TGFa ) y especialmente por la hipoxia celular la cual se

ha asociado con la angiogénesis desde hace mucho tiempo (Dvorak HF, 1995)

La hipoxia en los tejidos estimula la produccion de sustancias angiogénicas
como el VEGF y la eritropoyetina. Algunos estudios han demostrado que la
eritropoyetina promueve la angiogénesis cuando se une a su receptor en células
endoteliales de cuello uterino, igualmente se han correlacionado células escamosas
de cancer de cérvix con hipoxia y abundante vascularizacion, encontrandose que el
VEGF expresado en epitelio hiperplasico promueve la angiogénesis en células

escamosas de carcinoma de cuello uterino (Tanaka H y col, 2005)

.21 INVASION Y METASTASIS

La ultima capacidad que debe adquirir la célula tumoral es la de salir del sitio
de origen, migrar y establecerse en otros sitios para generar un nuevo tumor. El neo

primario tiene una poblacion de células heterogéneas con distintas alteraciones
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genéticas que permiten superar la inhibicion del crecimiento dado por uniones
intercelulares, diseminarse y colonizar 6rganos distantes. En el tumor primario las
uniones intercelulares son reducidas debido a la pérdida de cadherina E55, proteina
importante para el mantenimiento de la union entre células. La adquisicion de
alteraciones en el gen que codifica esta proteina es un punto clave para transicion
de la célula epitelial a fenotipo mesenquimal, o que la capacita para desanclarse e
invadir el vaso sanguineo y hacer metéstasis. Por Ultimo para que las células
tumorales puedan escapar de una masa primaria, entren en los vasos sanguineos o
linfaticos y produzcan un crecimiento secundario en un sitio distante, deben
cumplirse los siguientes pasos: expansion clonal y angiogénesis, invasion vy
adhesion a la membrana basal, diseminacion hacia la matriz extracelular,
extravasacion, interaccion con células linfoides del huésped, depdsito metastéasico,

angiogenesis y crecimiento. (Hess KR, 1996)
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El cancer de cuello uterino (CaCu) es un problema de salud publica mundial,
se descubren aproximadamente 15 mil nuevos casos anualmente y de 4 a 5 mil de
éstos constituyen la causa de muerte en las pacientes. Lo cual ubica al CaCU como
el segundo tipo de cancer en las mujeres, el 15% de las neoplasias, después del
cancer de mama. Supone la primera causa de mortalidad por cancer ginecolégico.
Desafortunadamente, la mayor incidencia y mortalidad de esta enfermedad, se
presenta en los paises en vias de desarrollo donde los programas de deteccion

precoz no han sido exitosos

Estudios epidemiologicos han demostrado que la mayor parte de los tipos de
cancer en los humanos se origina en forma secundaria al impacto de factores
cancerigenos. En particular el cancer cervical, se ha descrito en los ultimos afios que
se comporta como una enfermedad de transmision sexual, teniendo como factores
predisponentes y etiopatogénicos: la edad precoz en el comienzo de relaciones
sexuales, paridad elevada, infecciones vaginales (VPH y VHS2), y la produccién de
radicales libres, entre otros todos considerados cofactores en la génesis del cancer

cervical.

Asi mismo, observaciones clinicas han permitido establecer un importante
papel del VPH en el origen de las lesiones preinvasivas de cuello uterino. Se ha
podido demostrar que este virus es el agente desencadenante de mas del 95% de
los canceres cervicales y de las lesiones cervicales de alto grado. Estad bien
establecido que las oncoproteinas E6 y E7 codificadas por el virus estan

involucradas en la transformacion celular y que la infecciébn por si misma no es
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suficiente para desarrollar un cancer. Existen factores ambientales y propios del
huésped involucrados en los procesos de transformacion celular. Por lo que en este
contexto, se ha planteado que una respuesta inmunitaria anormal con alteracion en
los procesos de regulacion pudieran ser los responsables de la mayoria de las
lesiones neoplasicas a nivel del cuello uterino. Se ha destacado la participacion de
ciertas citocinas que actuan como sefiales intracelulares y que regulan la respuesta

inflamatoria, las cuales son secretadas después de una estimulacion antigénica.

Es importante sefialar que el proceso de transformacioén celular a nivel de cérvix
se asocia con un proceso inflamatorio el cual desempefia un papel importante
durante la progresion tumoral. La evidencia clinica sugiere un efecto dual de las
células inflamatorias, ya sea en la produccion de mediadores e inhibidores de la
infiltracion leucocitaria y/o dafio vascular y de células residentes tisulares, asi como
la estimulacion a la expresion de factores de crecimiento y aumento del estrés
oxidativo, por lo que el estudio de esta cascada de eventos podria proporcionar un
mejor entendimiento de los procesos de malignizacion en cuello uterino. La
respuesta inmunitaria humoral y celular es clave y de no resolverse la condicion, el
proceso inflamatorio se hace persistente, lo que facilita la transformacién celular y

futura malignizacion del tumor.

De acuerdo con estos planteamientos nos propusimos investigar en cuello
uterino la respuesta inmunitaria local asociada a la a la infeccién por e VPH Y
transformacion displasica. Analisis de la posible asociacion de patrones vy de
expresion de citocinas expresadas en el sitio de la lesion epitelial displasica en sus
diferentes estadios. Se analizard comparativamente el patron de infiltracién celular
leucocitaria y de produccién de citoquinas en mujeres con cervicitis sin evidencia de

lesién displasica si como mujeres sanas.
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Objetivo General

Establecer los patrones de infiltracion de células del sistema inmunitario-
inflamatorio, de expresién de quimiocinas implicadas en su regulacion, de su estado
metabolico y capacidad de secretar VEGF en tejido de cuello uterino en diferentes
fases de malignizacion y en estados inflamatorios sin alteracion neoplasica del

fenotipo celular.

Objetivos Especificos

En muestras de tejido cervical de mujeres con diferentes grados de displasias
o inflamacidn sin evidencia de transformacion neoplasica, asi como un grupo control

normal se estudiaran los siguientes parametros:

1.-Determinar la expresion de CCL3/MIPla, CXCL8/IL-8, CCL2/MCP-1y VEGF

2.- Detectar la Infiltracion de leucocitos (monocitos/macrofagos, neutréfilos y

linfocitos)

3.- Determinar células productoras de anion superoxido y Oxido Nitrico (NO)

4.- Determinar la infeccion por VPH mediante la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR) y genatificacién por Captura de Hibridos (HC2)

5.- Estudiar la significacién clinica e histolégica de los hallazgos con los diferentes
estadios de la neoplasia o lesion inflamatoria cervical y la presencia o ausencia de

VPH.
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Materiales y Métodos

l1I.1 DISENO DEL ESTUDIO

111.1.1 TIPO DE DISENO.

El presente estudio fue de tipo descriptivo, prospectivo, inferencial, transversal y

translacional.

[11.1.2 PERIODO DE ESTUDIO.

Esta investigacion fue realizada durante el periodo comprendido entre el afio

2006 al 2011.

111.1.3 AREA DE ESTUDIO.

Este estudio cubre el area de la inmunopatologia del cancer del cuello
uterino. El estudio para la deteccion del ADN del VPH utilizando la técnica de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) e Hibrido de Captura (HCII), fue
realizado en las instalaciones del Laboratorio Regional de Referencia Virolégica en
la Facultad de Medicina de la Universidad del Zulia, Maracaibo, Venezuela. El
Estudio histopatologico se realizd en la Catedra de Anatomia Patolégica de la
Facultad de Medicina y el Laboratorio de Anatomia Patologica de la Policlinica
Maracaibo; el estudio de produccién de anion superoxido y la determinacion
inmunohistoquimica de las citoquinas y factores de crecimiento estudiados fue
realizado en conjunto con la Seccion de Inmunologia y Biologia Celular del Instituto
de Investigaciones Clinicas “Dr. Américo Negrette” y el Laboratorio Regional de

Referencia Virolbgica.
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111.L1.4 SELECCION Y PROCEDENCIA DE LA POBLACION.

Durante el periodo comprendido entre enero del 2006 y Marzo del 2010 se
estudi6 una poblacion de 480 mujeres que asistieron a diversas jornadas de
pesquisa de cancer de cuello uterino y VPH realizadas en los ambulatorios San
Jacinto (ASJ), Los Olivos (AO), Servicios Médicos de LUZ (SMO), Hospital Noriega
Trigo (NT), Ambulatorio La Victoria(AV), hospital Adolfo Pons (AP), Salud Maracaibo
(SM) Consulta privada (POO) y anexo Femenino de la Céarcel Nacional de Sabaneta
(AF) estado Zulia-Venezuela, de las cuales se encontraron 55 pacientes que
presentaron lesiones pre-invasivas a nivel del cuello uterino (45 NICI, 5 NICII, 5
NICIII). Ademas como se seleccionaron 7 mujeres que presentaban procesos
inflamatorios (endocervicitis cronica e inflamatorio severo) y 7 mujeres sin lesiones

visibles de cuello uterino, las cuales representaron los controles sanos.

111.L1.5 POBLACION EN ESTUDIO

Las caracteristicas de las mujeres incluidas en este estudio se relacionan con

los criterios de inclusiéon y exclusion seleccionados.

111.1.6 CRITERIOS DE INCLUSION.
1) Alteracién colposcépica con evidencia histologica de displasia en el
epitelio cervical (para el grupo con Neoplasia Intraepitelial)
2) Alteracion colposcopica sin evidencia histologica de displasia en el
epitelio cervical (para el grupo enfermedad inflamatoria)
3) Ser o haber sido sexualmente activas.
4) Cualquier raza e historia de paridad.

5) Edad mayor de 16 y no haber tenido la menopausia
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111.1.7 CRITERIOS DE EXCLUSION
1) Mujeres embarazadas
2) Normalidad del epitelio cervical (Solo controles sanos)

3) Infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)

4) Tratamiento hormonal o anti-inflamatorio o anti-infeccioso local y/o

sistémico por patologia genital en los tres meses previos.

5) Tratamiento previo por infeccion con VPH.

6) Padecer enfermedades autoinmunes.

7) Padecer insuficiencia renal, hepatica, cardiaca y/o respiratoria grave.
8) Tratamiento con farmacos inmunosupresores o0 antineoplasicos. Las
mujeres controles se caracterizaban por ser sexualmente activas y
presentar un estado de salud normal y sin evidencia de alteraciones en

la colposcopia.

111.1.8 CRITERIOS BIOETICOS

A todas las pacientes se les realizd una historia clinica y exploracion fisica
previo al consentimiento informado para participar en el proyecto, por medio de la

cual se obtuvieron datos sociodemogréficos, clinicos y ginecolégicos.

Se tomaron en cuenta las pautas establecidas por la Asociacion Médica
Mundial (AMM) a través de la promulgacion de la Declaracion de Helsinki como
una propuesta de principios éticos para investigacion médica en seres humanos,
asi mismo el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad del
Zulia y Bioética y Bioseguridad del Fondo Nacional de Ciencia y Tecnologia

(FONACIT) aprob6 el presente protocolo propuesto por el Laboratorio Regional de

105



Materiales y Métodos

Referencia Viroldgica y la Catedra de Gineco-obstetricia. (Universidad del Zulia.

Maracaibo, Venezuela)

[11.1.9 TOMA DE MUESTRA

[11.1.9.1 TOMA DE MUESTRA PARA EL ESTUDIO HISTOQUIMICO Y LA
DETERMINACION DE INFILTRACION LEUCOCITARIA, QUIMIOCINAS Y

FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR

El examen fisico ginecolédgico fue realizado por el médico gineco-obstetra
el cual incluyd inspeccion de genitales externos y colocacion del especulo para
visualizar el cuello uterino. Aquellas pacientes a las cuales se les detect6 alguna

atipia celular previa visualizacion colposcopica, se realizaron 3 biopsias:

11.9.1.2 PARA EL ESTUDIO HISTOLOGICO

Utilizando una pinza de Schumacher para biopsia uterina, se tomo6 un
fragmento de tejido de la alteracion tisular, colocandolo en formalina al 10%, e
incluyéndolo en parafina para la realizacion de cortes de 6y los cuales fueron
tefiidos posteriormente con hematoxilina— eosina para identificar cambio y realizar

el diagnostico histopatolégico.

11.9.1.3 PARA EL ESTUDIO INMUNO-HISTOLOGICO

Otro fragmento de tejido se utilizd6 para la determinaciéon de MIP1, MCP1,
VEGF, infiltracion leucocitaria y anion superéxido por técnicas inmunohistologicas
e histoquimicas. Estos fragmentos fueron incluidos en el componente OCT (Tissue
Tek; Miles Inc Diagnostic, Kankakee, Il, USA) congelados con hielo seco y acetona

para ser almacenados a -70° C hasta su procesamiento. De igual forma fueron
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tratados los tejidos tomados a la poblacion control.

111.9.1.4 PARA LA DETERMINACION DE OXIDO NITRICO

Se tomo un tercer fragmento al fresco para la determinacion de oxido nitrico y
proteinas, el cual se coloco en un tubo eppendorf sin ningun aditivo y fue
almacenado a -20° C hasta su procesamiento. De igual forma fueron tratados los

tejidos tomados a la poblacion control.

[11.9.1.5 TOMA DE MUESTRA PARA EL DIAGNOSTICO DE VPH

Para el diagnodstico molecular del VPH se tom6 una muestra de la zona de
transicion escamocolumnar, en los pacientes como en los controles utilizando para
ello una torunda de alginato la cual fue colocado en un tubo esteril para ser
posteriormente trasladado al Laboratorio Regional de Referencia Virolégica. Estas

se guardaron a -20° C hasta su procesamiento.

[11.1.10 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

111.1.10.1 DETERMINACION INMUNOHISTOLOGICA DE LA INTERLEUCINA (IL8),
LA PROTEINA QUIMIOTACTICA DE MONOCITOS (MCP1), LA PROTEINA
INFLAMATORIA DE MACROFAGO 1 a (MIP1a), EL FACTOR DE CRECIMIENTO

ENDOTELIAL VASCULAR (VEGF) Y LA INFILTRACION LEUCOCITARA

En este estudio se incluyeron dobles tinciones para evidenciar infiltracion
leucocitaria y la expresion de Interleucina 8 (IL-8), Proteina Quimiotactica de
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Monocitos (MCP1), Proteina Inflamatoria de Macréfago 1 a (MIP1a), Factor de

Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF) en biopsias de cuello uterino.

De las biopsias congeladas se realizaron doce cortes de 4y por cada tejido
utilizando un criostato (Shandon®, Pittsburg, Pennsylvania, USA). Posteriormente
se fijaron en acetona fria durante 5 minutos y se lavaron por 2 minutos con Buffer
fosfato salino pH 7.2 (PBS). Se incubaron durante una hora con el anticuerpo
monoclonal primario correspondiente: anti RIII/C16 b humano para neutréfilos, Anti
CD3 humano para linfocitos y Anti macrophage para macréfagos humanos (R&D
systems) previa dilucion de los mismos 1:100. Posteriormente los cortes se lavaron
con PBS pH 7.2. La localizacion del primer anticuerpo se determino con un segundo
anticuerpo anti IgG de raton marcado con FITC (Rat anti Mouse F(ab’)2 FITC
Accurate Chemicals) el cual se incubo por una horay se lavo con PBS transcurrido

el tiempo de incubacion.

Seguidamente se realizo una segunda tincion para evidenciar la expresion de
IL8 (Biotinylated anti human CXCL8/IL8), MCP-1 (Biotinylated anti human
CCL2/MCP1), Proteina Inflamatoria de Macréfago 1 a (MIP1a) usando un anticuerpo
biotilinado anti human CCL3/MIP-1a y del Factor de Crecimiento Endotelial
Vascular. (Biotinylated anti human VEGF antibody) todos obtenidos de R&D
systems. Se realizo incubacion por una hora, se lavo con PBS y se les agregd
Streptavidina marcada con Ficoeritrina. Después de media hora de incubacién se
lavo con PBS. Culminado el procedimiento se le agregé p-fenilenediamina (PPD) en
solucion de glicerol-PBS para evitar la pérdida de fluorescencia y se le coloco una
lamina cubre objeto sellando los bordes. Las muestras se observaron en un

microscopio con sistema de epifluoresencia (Axiskop, Zeiss, Alemania). Se contaron
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namero de células por campos de 400 X El control negativo estara representado
por un anticuerpo monoclonal del mismo isotipo contra un antigeno no relevante en

el tejido a estudiar en lugar del anticuerpo primario.
111.1.10.2 IDENTIFICACION DEL ANION SUPEROXIDO EN TEJIDO.

Se hicieron cortes de tejido de 10 p y se fijaron con acetona fria, para la
identificacion del anién superdxido. La determinacion tisular del anidn superoxido se
realizo de acuerdo al método de Briggs & Cols (Briggs y cols.1996, Briggs y cols

2004)
Fundamento del método para determinar anion superéxido (Briggs y Cols).

Se basa en la oxidacion de la diaminobencidina y del manganeso (Mn™"), en
presencia de NADPH oxidasa para catalizar la conversién de anion superoxido en

+++

peroxido de hidrogeno y manganeso (Mn™""), el anion superoxido intracelular se

hace evidente al formarse un precipitado de color negro.

0,#Mn**-DAB > H,0,+Mn***-DAB __>i

Figura 17 Fundamento de la reaccion de Briggs. Carrero y cols, 2012

Para lo cual se preparo una disolucién de diaminobencidina (DAB) 75.76mg
en 2ml de agua destilada, luego se preparo el Buffer Tris Base 0.05M al mezclar
4.17ml de acido clorhidrico (HCI) 2N llevar a 50 ml con agua destilada y 7.18ml de

Tris llevar a 25ml con agua destilada, mezclar y llevar a 125ml con agua destilada,
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diluir 1:10 para obtener una concentracion de 0.05M. Posteriormente se preparo la
solucion de reaccion donde se mezclan todos los reactivos preparados previamente,
ademads, del cloruro de niquel (NiClI2) al 8%, azida sédica (NaN3) al 10% y Cloruro
de manganeso (MnCI2) 0.5M, y por ultimo se preparo el control negativo que lleva

todos los reactivos a excepcion del cloruro de manganeso a pH 7.6.

Procedimiento experimental.

1.Para la identificacion del anién superéxido se hacieron cortes de 10 u de
biopsias de cuello uterino.

2. Dejar secar a temperatura ambiente.

3.Luego, neutralizar con azida soédica (NaN3) al 0,1% por 10 minutos a
temperatura ambiente.

4. Posteriormente sumergir los cortes en la solucién de reaccion.(proteger de la
luz)

5..Después incubar a 37°C por 1 hora.

6. Transcurrida la hora lavar con buffer fosfato salino (PBS).

7. Fijar con buffer formalina al 10% por 10 minutos.

8. Lavar con buffer fosfato salino (PBS).

9. Contratatincion con verde de metilo por 30 minutos.

10.Lavar 3 veces con agua de chorro o agua destilada.

11.Dejar escurrir y secar bien.

12.L.uego montar con Permount.

13.Contar el niumero de células por campo de 400X en varios campos Yy sacar el

promedio.
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[11.1.10.3 DETERMINACION DE PROTEINAS Y OXIDO NITRICO

La determinacion de proteinas y oxido nitrico se realizo a partir de biopsias de
cuello uterino sin ningun aditivo las cuales se homogenizaron y procesaron

siguiendo el protocolo a continuacién descrito:

1. Descongelar la muestra y colocarla en el fondo de un tubo Eppendorf de 1,5cc.
2. Agregarle 0,5cc de buffer fosfato salino (PBS) frio a Ph 7,4.

3. Homogenizar.

4. Centrifugar en centrifuga para Eppendorf por 20 minutos a toda velocidad.

5. Tomar el sobrenadante y colocarlo en otro tubo Eppendorf, de alli se tomaron 2

alicuotas: una para determinacion de proteinas y otra para oxido nitrico.

DETERMINACION DE PROTEINAS: METODO DE LOWRY

Fundamento

Es un método colorimétrico de valoracion cuantitativa de las proteinas. En el cual
se afiade un reactivo que forma un complejo coloreado con las proteinas, siendo la
intensidad de color de la solucién resultante proporcional a la concentracién de

proteinas, segun la ley de Lambert-Beer.

Este método consta de dos etapas:

1. Los iones Cu®*, en medio alcalino, se unen a las proteinas formando complejos
con los &tomos de nitrégeno de los enlaces peptidico. Estos complejos Cu®*-proteina
tienen un color azul claro. Ademas, provocan el desdoblamiento de la estructura

tridimensional de la proteina, exponiéndose los residuos de tirosina que van a
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participar en la segunda etapa de la reaccion. EI Cu** se mantiene en solucién alcalina
en forma de su complejo con tartrato.

2. La reduccion, también en medio basico, del reactivo de Folin-Ciocalteau por los
grupos fendlicos de los residuos de tirosina presentes en la mayoria de las proteinas,
actuando el cobre como catalizador. El principal constituyente del reactivo de
Folin-Ciocalteau es el acido fosfomolibdotingstico, de color amarillo, que al ser

reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso

Figura 18 Fundamento Método Lowry. Carrero Y, 2012

Preparacion de Reactivos:

- Estandar de Albumina 1mg/ml.

Solucidén A:

- Solucién (X): Mezclar 0.5¢grs de sulfato de cobre pentahidratado (SO4CusH,0)
al 0.5%, con 1gr de citrato de sodio (NaszCesHsO7) al 1%, llevar a 100ml con agua

destilada.
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- Solucién (Y): Mezclar 10grs de carbonato de sodio (COsNay), al 2% con 2grs
de hidréxido de sodio (NaOH), 0.1N, llevar a 500ml con agua destilada.

Posteriormente mezclar (X+Y) en relacion 1:50 .Las soluciones deben prepararse
15 minutos antes de agregarlas y mezclarlas inmediatamente, asi mismo es

importante sefialar que esta solucion no debe tener mas de un mes de preparada.

Solucioén B:
- Mezclar el folin en una relacién 1:1 con agua destilada. Debe prepararse 45

minutos antes de agregar, agitar inmediatamente.

Preparacion de la Curva Estandar:

Procedimiento:

1. Numerar del 1 al 8 tubos de plastico de 10 ml .

2. Pipetear las cantidades de agua, solucion patrén de albumina (1mg/ml),
solucion Ay solucion B sefaladas en la tabla.

3. Marcar 2 tubos blancos (B), y agregar 200ul de agua destilada, 1lul de
solucion Ay 100 de solucién B a ambos.

4. El resto de los tubos se le agregan diferentes cantidades de agua y albumina
sin variar los volumenes de solucion Ay solucion B.
5. Leer la absorbancia en el colorimetro a 570nm, posteriormente multiplicar las
absorbancias por el factor de dilucion respectivo.
6. Representar las absorbancias de los tubos estandares frente a los mg de

proteinas previamente calculados y determinar la concentracion de proteinas en las
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muestras al interpolar sus absorbancias con las concentraciones de los estandares

expresando el resultado en mg/ml.

Seguidamente se procedid a la determinacion de oxido nitrico utilizando el "Kit"
Bioassay Systems QuantiChrom Nitric Oxide Assay (DINO-250), para la valoracion
de oxido nitrico en suero y tejido de cuello uterino. Este “kit" se basa en la medicion
del oxido nitrico producido a nivel endégeno, mediante reduccion de nitrato a nitrito
usando el método de Griess. (Griess, 1879) Se aplica para la determinacion de
oxido nitrico en plasma, suero, orina, tejido, células y alimentos. Asi como, para la
investigacion de drogas o en farmacologia para conocer los efectos de las drogas en

el metabolismo del NO.

FUNDAMENTO DE LA REACCION DE GRIESS.

El fundamento del método se basa en que en un medio a pH fisiolégico, 2
moléculas de NO reaccionan con 1 molécula de O, generando 1 molécula de nitrito
y 1 molécula de nitrato. Cada molécula de nitrito presente en la muestra reacciona
con una amina y se produce su diazotizacion. El producto se acopla para producir un

azocromogeno de color purpura que posee un pico de absorbancia de 540 nm .

...... . e NOy >~ _—NH,

NO : 2 NH
H H . /\///N'I‘I:l

NH Ne==N NH
| T
P N
H+ . N

go;\mz SO,NH, e &

| l I I etilendiamina

- 02NH2

Figura 19 Fundamento Reaccidn de Griess. Carrero Y, 2012
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Preparacion de los reactivos.

Los reactivos requeridos se prepararon siguiendo las instrucciones de
Quantichrom Nitric Oxide Assay Kit (DINO-250), para la determinacion de los
metabolitos Nitrato/Nitrito.

1. Se preparo una disolucion de sulfato de zinc (ZnSO4) 20x

2. Luego se preparo una disolucion de hidréxido de sodio (NaOH) 30x a 1x
llevando 367ul de NaOH a 10.633 ul con agua destilada,

3. Consecutivamente se preparo el buffer de activacion mezclando 25ml 3x en
50ml de agua destilada,

4. La pre-mezcla para los estandares, se preparo al mezclar 30ul del estandar
de nitrito (1.0mM), llevar a 600ul con agua destilada.

Desproteinizacion:

La desproteinizacion es requerida para suero, plasma y otras muestras
proteinicas.

Anadir a las proteinas del sobrenadante 80 ul de sulfato de zinc (ZnSO4) y

centrifugar por 5 minutos a 1400 rpm.

Luego, transferir el sobrenadante a un tubo limpio que contenga 120 ul de
hidroxido de sodio (NaOH), si ocurre de nuevo precipitacion transferir 210 ul de
sobrenadante y agregar 70 ul de buffer glicina. Si la solucién permanece clara en
estos pasos no se requiere desproteinizacion, transferir directamente 210 ul de

muestra y 70 ul de buffer glicina.
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Activacién del cadmio (Cd) :

La cantidad de granulos de cadmio usado es de tres por muestra. Los granulos de
Cd se transfieren a un tubo centrifuga de 50 ml y se lavan tres veces con agua.

Luego se remueve el residuo de agua con una pipeta.

Posteriormente, se agregan 200 ul de buffer de activacion diluido a los granulos y
se incuban 5 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido dicho tiempo se lavan
tres veces con agua, el cadmio activado debe ser usado dentro de 20 minutos.
Pasado dicho tiempo se lavan con HCI 0,1 N por 5 minutos, luego se lavan tres
veces con agua destilada y para reactivar se utiliza el mismo procedimiento de

activacion.

Una vez incubadas las muestras por 15 min. a temperatura ambiente con los
granulos de cadmio, se transfieren por duplicado, 100 ul de las muestras a una
placa de microtitulacion de 96 pozos. Seguidamente se agregan 50 ul del reactivo A
y 50 ul del reactivo B incubandose por 5 min. a temperatura ambiente . Las
densidades Opticas se determinaron a 540 nm mediante el equipo Micro Elisa
Organon Tecnica Microwell System Modelo 530 y los resultados se expresaron en

Umol/ L.

Céalculos:

Las concentraciones de oxido nitrico se obtienen al restar la densidad Optica del

blanco a la densidad 6ptica de la muestra dividido por el “slope” que se determina
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por regresion lineal de los estandares y multiplicado por el factor de dilucién. La

concentracion de NO de las muestras es calculado de la siguiente manera:

0D sample-0D blank
- X n (UM)

Donde:
OD sample: Densidad Optica de la muestra.
OD blank: Densidad optica del blanco.

n: Factor de dilucion.

Figura 20. Férmula para el calculo de concentracion de oxido nitrico. Quantichrom Nitric
Oxide Assay Kit

111.1.10.4 DETECCION Y TIPIFICACION DEL VPH MEDIANTE IDENTIFICACION

GEONOMICA:;

111.1.10.4.1 EXTRACCION DEL ADN.

Para la extraccion del ADN viral se utiliz6 el "kit™ VPH Promega. DNA
Purification (Promega BioSystems.USA) mediante el siguiente procedimiento: se
afiadio 1,5 ml de solucién salina fisiolégica al hisopo donde se encuentra la muestra
y se mezclé en el vortex por 1 min, el contenido se trasvaso a un tubo Eppendorf de
1,5 ml limpio y estéril y se centrifugd durante 10 min en una microcentrifuga a 14.000
rpm. Se incluyé con cada serie de muestras un control negativo, constituido por 1 ml

de buffer salino y se proceso igual que el resto de las muestras. Luego se descartd
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el sobrenadante con una pipeta dejando aproximadamente 40 ul de pellet y se le
agrego6 a cada tubo 600 ul de solucion de lisis y 12 ul de proteinasa k, se mezclo e

incubd en bafo de maria a 56 °C por 3 horas.

Finalizada esta incubacion se le agreg6é a cada tubo 3 ul de una solucionde
ARNasa, mezclando 25 veces por inversion e incubando durante 30 min a 37 °C.
Posteriormente se le agreg6é a cada tubo 200 ul de solucion de precipitacion de
proteinas y se mezclé por 20 segundos en vértex hasta homogenizar el contenido,
colocandolos posteriormente en hielo por 5 min, y luego se centrifugd cada tubo por
3 min a 14000 rpm. Seguido de esto se transfirid el sobrenadante a tubos limpios y
se le agregd 600 ul de isopropanol como agente precipitante, mezclando cada tubo
50 veces por inversion y centrifugandolos por un minuto a 14000 rpm, se descarto el
sobrenadante por inversion, y se le agregd 600 ul de etanol al 70% mezclandolos
por inversion y centrifugandolos por un minuto a 14000 rpm. Nuevamente se
descarto el sobrenadante por inversion y se dejo secar el pellet por 15 minutos a
temperatura ambiente y luego unos minutos en estufa a 37 °C. Una vez que los
tubos estuvieron completamente secos se les agrego 100 ul de solucién de
hidratacion o agua de PCR, se dejaron los tubos a temperatura ambiente toda la

noche y luego se guardaron a -20 °C hasta su procesamiento.

111.1.10.4.2.- REACCION DE AMPLIFICACION DEL ADN

En esta etapa se utilizé la técnica de PCR donde se amplificé un fragmento de

unos 450 pb dentro de la regién L1 del marco abierto de lectura (ORF) del virus del

VPH.

118



Materiales y Métodos

Para la reaccion de PCR se incubaron 10 ul de ADN con los siguientes

reactivos:

Dntp’ s (100 mM) 0.4 ul
Primer MYQ9 1.0 ul
Primer MYO11 1.0 ul
Beta — Globina 0.8 ul
Buffer 10X 6.25 ul
Mgcl, (50mM) 6.0 ul
Tag. Polimerasa (5 U/ul 0.5ul
H.O 24.85 ul

Tabla 4 Mezcla de Reaccion PCR. Protocolo L.R.R.V, 2006

Una vez obtenida la mezcla final se colocaron los tubos en el termociclador
(Gene amp PCR systems 2400 de Applied biosystems) donde se llevo a cabo la
PCR en 40 ciclos programados de la siguiente manera:

1.- Etapa inicial de desnaturalizacién: 94 °C x 2 minutos, seguida de 40 ciclos

2.- Etapa de desnaturalizacion: 94 °C x 1 minuto.

3.- Etapa de anillamiento: 55 °C x 1.5minutos.

4.- Etapa de extension: 72 °C x 2 minutos.

5.- Etapa de extension final: 72 °C x 10 minutos.

11.1.10.4.3 VISUALIZACION DEL PRODUCTO AMPLIFICADO.

Una vez amplificado el material extraido se procedié a tomar 10 ul del
mismo y se mezclaron con 2 pl de solucion de carga conformada por azul de
bromotimol. Este procedimiento se realiz6 sobre la superficie de un papel

parafinado y luego fue cargado en un gel de agarosa al 2 % el cual fue tefiido
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con bromuro de etidio que presentaba una concentracion de 10mg/ml se utilizaron
(0,6 pL), se uso el marcador de peso molecular Weight Marker VIII (Boehringer
Mannheim) (0,5 pL), la corrida se realiz6é con el buffer Tris-Borato-Edta (TBE1X),
utilizando un equipo de electroforesis Power PAC 3000 de BioR, se programo el

regulador de voltaje a 100 voltios, 500 amperes con un tiempo de 60 min.

El revelado se realiz6 al colocar el gel en el Trans-iluminador (modelo
UVTM-25) mediante luz ultra-violeta (U.V). Los geles fueron fotografiados para
determinar la presencia de infeccion por VPH. Se observd solo una banda
correspondiente al control interno de 1200 pares de bases (pb) en los casos
negativos, en los casos positivos al VPH, ademas de la banda del control interno
se observo otra banda de 450 pb correspondiente al ADN del virus, y la ausencia

de bandas en las muestras inhibidas.

111.1.10.4.4 TIPIFICACION DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

Se utilizoé la prueba, DNA test de Captura de Hibrido 2 (DIGENE). Es una
prueba in vitro de hibridacién de acido nucleico con amplificacion de sefal que utiliza
la deteccidn cualitativa por quimioluminiscencia de 18 tipos de ADN del VPH. Las
muestras que contienen el ADN objetivo se hibrida con un céctel de sonda de ARN
especifico para VPH. Los hibridos ADN: ARN resultantes se capturan en la
superficie de un pocillo de microplaca cubierto con anticuerpos especificos para
hibridos ADN: ARN. Los hibridos inmovilizados se hacen reaccionar con anticuerpos
conjugados de fosfatasa alcalina especificos para hibridos ADN: ARN, y se detectan
con un sustrato quimioluminiscente. Varias moléculas de fosfatasa alcalina se

conjugan con cada anticuerpo. Varios anticuerpos conjugados se unen a cada
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hibrido capturado y el resultado es una amplificacion considerable de sefial. A
medida que el sustrato se divide por la accion de la fosfatasa alcalina, la luz se
emite y se mide como unidades de luz relativa en un lumindmetro. La intensidad de

luz emitida denota la presencia o ausencia del ADN objetivo en la muestra.

Una medida de unidades de luz relativa igual o mayor al valor de corte (CO)
indica la presencia de las secuencias de ADN de VPH en la muestra. Una medida de
unidades de luz relativa menor al valor de corte indica la ausencia de las secuencias
especificas del ADN de VPH o niveles de ADN de VPH por debajo del limite de

deteccion del ensayo.

Esta prueba puede identificar entre dos grupos de ADN de VPH: los tipos de
VPH de bajo riesgo 6/ 11/42/ 43/ 44; y los tipos de VPH con riesgo intermedio/ alto
16/ 18/ 31/ 33/ 35/ 39/ 45/ 51/ 52/ 56/ 58/ 59/ 68, pero no determina el tipo de VPH

especifico presente.

1.2 ANALISIS ESTADISTICO

Se empled el programa Prisma de la compafia Graphpad para realizar el
analisis estadistico de los datos obtenidos luego del procesamiento de las muestras.
Se contd el numero células positivas por campo de 400X de biopsias de cuello
uterino (15 campos aprox). Las células positivas se contaron tanto en el estroma
como en el epitelio y se obtuvo el promedio de células observadas por campo. Los
resultados se presentan como promedio + 1 desviacidn estandar. El analisis
estadistico se realiz6 comparando el promedio de células positivas para anion

Superoxido, quimiocinas, VEGF y células infiltrantes entre los grupos de sujetos
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estudiados (casos vs. controles. Los analisis comparativos se realizaron usando
ANOVA mas post test de Bonferroni o la T de “strudent” no pareada, de acuerdo a

los grupos analizar. Se consideran significativos los valores de p< 0.05

111.3. BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA.

La principal fuente de informacién ha sido la base de datos Medline, accesible
en la siguiente direccion http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Pubmed. Se trata de la base
mas completa, fiable y rigurosa de que se dispone en biomedicina, de gran cobertura
y bien estructurada. La busqueda se realiz6 mediante la introduccion de palabras
claves en inglés, seleccionando los articulos de las revistas de mayor impacto dentro
del tema que nos ocupa. En algunos casos se realiz6 introduciendo el nombre del
primer autor firmante de articulos de gran impacto relacionados con el tema en

estudio, revisando sus publicaciones hasta la actualidad.
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Resultados

IV.1 INFILTRACION LEUCOCITARIA: DETERMINACION DE LINFOCITOS (CD3),
NEUTROFILOS (RIIB/CD16) Y MACROFAGOS EN TEJIDO DE CUELLO
UTERINO DE PACIENTES CON NEOPLASIA INTRAEPITELIAL DEL CUELLO

UTERINO, CONTROLES Y TEJIDO INFLAMATORIO

El estudio Inmunohistologico permitié evidenciar la infiltracion de linfocitos
(CD3), neutrdfilos (RIIIB/CD16b) y macréfagos tanto en epitelio como en el estroma

del tejido uterino relacionado con el tipo de lesion que presentaban las pacientes.

La figura 21 muestra el numero de células CD3, RIIIB/CD16 y macrofagos
positivos en epitelio y estroma de pacientes con lesiones intraepiteliales y controles.
Es importante sefialar que el numero de linfocitos se incremento a medida que
avanzaba el grado de lesion (A y B), encontrandose diferencia significativa (p<0.001)
entre NIC Ill con respecto al grupo control y NIC | tanto en epitelio como en estroma
cervical. Las figuras C y D muestran el namero de neutréfilos (RIIB/C16b) tanto en
epitelio como estroma cervical. A nivel del epitelio el grupo control (0.57+£0.53), NIC |
(0.65+0.61), NICII (1.25+0.5) y NICIII (0.16+0.40), sin diferencias significativas y a
nivel de estroma no se observaron células positivas en los grados de lesion NIC Il y
NICIII. El nimero de macréfagos distribuidos tanto en epitelio como estroma cervical
de acuerdo al grado de lesion se observan en las figuras E y F, en ambos casos el
namero de células en los diferentes tipos de lesion no fue estadisticamente

significativo.

De igual forma se comparo en epitelio y estroma cervical el nimero de células

CD3, RIIB/CD16 y macréfagos positivos en los pacientes controles, inflamatorios y
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con lesion (Figura 22). El numero de CD3 en epitelio mostré una diferencia
significativa (p<0.0106) al comparar el grupo de pacientes con inflamacion (16.49 +
5.14) vs Control (6.85+ 6.79). Los pacientes con lesion preinvasiva (16.49+ 10.99) no
mostraron diferencia significativa con los otros grupos (A). A nivel de estroma no se
encontro diferencia significativa entre el grupo de pacientes con inflamacion (11.57+
8.82) con respecto al grupo control (4.71+ 1.89) y el grupo con lesion intraepitelial
(15.81+ 12.56) (B). El numero de neutrofilos tanto en epitelio como en estroma
cervical (Figuras C y D) en pacientes con inflamacién vs. Control y pacientes con
lesion, no mostrd diferencias significativas en el numero de células positivas para

RIIIB/CD16b en cada uno de estos grupos

En los pacientes con inflamacion el numero de macréfagos en epitelio
cervical (2.07+1.4) no presento diferencias significativas en relacion a los pacientes
con lesion intraepitelial (1.81+1.21) y el grupo control (1.87+£1.06) (E). De igual forma
en el estroma cervical el grupo inflamatorio (2.35£2.1) vs. (2.2+1.19) y (1.57+£0.97)
de los grupos con lesidon y control respectivamente no presento significancia

estadistica. (F)
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Figura 21. Numero de células positivas para CD3, RIIB/CD16 y macréfagos en biopsias con
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) y controles en epitelio y estroma. Se observa
incremento progresivo de células CD3 positivas a medida que aumenta el grado de lesion
intraepitelial (A y B). Los neutrofilos en epitelio no mostraron diferencia significativa al
comparar los grupos (C). En estroma no se encontraron células positivas en las pacientes
con NIC Il 'y NIC Ill (D). En epitelio y estroma el nUmero de macrofagos en los diferentes
tipos de lesién y controles no fue estadisticamente significativo. (E 'y F)
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Figura 22. Numero de células CD3, RIIB/CD16 y macréfagos en biopsias con neoplasia
intraepitelial cervical (NIC), controles y tejidos de pacientes con procesos inflamatorios en
epitelio y estroma. Se observo diferencia signicativa en epitelio (p<0.0106) al comparar el
grupo de tejdos inflamatorios vs control (A). En estroma el nimero de células CD3 positivas
tanto en el grupo lesibn como en los controles e inflamatorio no mostré significancia
estadistica (B). El numero de células RIIB/CD16 en biopsias con neoplasia intraepitelial
cervical, controles y pacientes con procesos inflamatorios, no mostro diferencia signicativa
cuando se compararon los grupos tanto en epitelio (C) como en estroma (D). Los
macrofagos no mostraron significancia ni en epitelio (E) como en estroma (F)
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IV.2 EXPRESION DE MIP-1a, MCP1, IL8 Y VEGF EN TEJIDO DE CUELLO
UTERINO DE PACIENTES CON LESION INTRAEPITELIAL DEL CUELLO

UTERINO Y CONTROLES.

La figura 23 muestra un incremento en la expresion de CD3 tanto en epitelio
como en estroma en relacion con la progresion de la neoplasia intraepitelial cervical.
Se encontré una diferencia significativa p<0,01NICIII vs control y NIC | (A y D). Los
valores de la expresion de MCP-1 e IL-8 se encontraron aumentados Yy no se
asociaron con la progresion de las neoplasias en epitelio y estroma. (B, C, Ey F)
Cuando se analizo la coexpresion de quimiocinas y el tipo de leucocitos se encontro
incrementado el nimero de CD3/MCP-1 y CD3/IL-8 en los NIC (Figura 24 Cy E). Se
encontré un bajo numero de células CD3 que expresaran MCP-1 o IL-8 en los
controles (Figura 24). El porcentaje de CD3/MCP-1 se redujo en la neoplasia
intraepitelial cervical, mientras que CD3/IL-8 aumento6 en las neoplasias intraepitelial
cervical (Figura24). La figura 25 muestra la inmunofluorescencia de la coexpresion
de CD3/quimioquinas. La figura 26 muestra que no hubo un aumento significativo
de los macréfagos expresando MCP-1 o IL-8 en los NICs. La quimiocina MIP-1 se
expreso de manera similar tanto en las lesiones intraepiteliales como en los
controles y no se observo un aumento significativo de leucocitos expresando MIP-1.
(Figura 27). La figura 28 muestra el porcentaje de células
mononucleares/quimiocinas durante la neoplasia intraepitelial cervical. El porcentaje
de células CD3/MCP1 y macrofago/MCP1 se observaron disminuidas durante la
evolucion de los NICs (A), sin embargo la expresion de CD3/IL-8 se incrementd
durante las neoplasias. (B). La expresion de MCP-1, IL-8 y MIP-1 en epitelio y
estroma distribuidos en tejidos inflamatorios, lesion intraepitelial y control se muestra

en la figura 29. La expresién de MCP1 tanto en epitelio (A) como en estroma (B)
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mostro diferencia significativa entre el grupo control vs inflamatorio y lesién
intraepitelial. La IL-8 en epitelio (C) no mostro significancia, mientras que en estroma
(D) se encontré diferencias entre el grupo inflamatorio y lesion intraepitelial. La
expresion de MIP-1 se mostro significativamente aumentada en epitelio (E) y

estroma (F) de los pacientes con inflamaciéon.

La figura 30 muestra la expresién del VEGF en epitelio cervical de acuerdo al tipo
de lesién y en el control (A). Se encontré diferencias significativas (p<0.001) entre
NIC |y el grupo control, (p<0.001) y entre NICIl y NICIII (p<0.001) con respecto a
NICI y el control. El nimero de células que expresaron VEGF se incremento a
medida que aumentaba el grado de lesion. La expresion del VEGF en estroma (B)
se comporto de manera similar que en epitelio con aumento de acuerdo al grado

lesion, sin embrago en el grupo control ninguna célula expreso el factor.

Cuando se analizo la expresion de VEGF en epitelio cervical entre el grupo
inflamatorio vs. pacientes con lesién no resulto significativo, a diferencia del grupo
control vs el grupo inflamatorio con una diferencia significativa p<0.04 (Figura 31
A). La figura 31B muestra la expresion del VEGF en estroma cervical, el cual fue
significativo cuando se estudio el grupo inflamatorio vs. pacientes con lesion
(p<0.0105), no se incluyo el andlisis con respecto al grupo control ya que ningun

paciente expreso VEGF.

La Figura 32 muestra la coexpresion de factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF) y marcadores de leucocitos en la neoplasia intraepitelial cervical.
Se observa aumento en el nimero de células CD3/VEGF (A y B).Los macrofagos

(Mo) / VEGF se observaron aumentados en el epitelio y el estroma de las muestras
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cervicales (C y D). Solo un bajo nimero de células CD3/VEG positivas se encontr
en el epitelio del grupo control. Tanto en epitelio como en estroma los linfocitos
como los macréfagos expresando VEGF aumentaron en relacion a la evolucion del
NIC. La figura 33 muestra al microscopio en campo de inmunofluorescencia la

coexpresion de CD3 con VEGF.

El total de células para marcadores leucocitarios y VEGF en relacién al
namero de pacientes y a los controles se muestran en la Figura 34 donde se
observa un aumento gradual de acuerdo a la evolucién de la enfermedad del total de
células VEGF, células CD3/VEGF, macrofagos (M) / VEGF, y las células no-CD3 o

Me / VEGF positvo en el epiteio (A) y en el estroma (B)
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Figura 23 Expresién de células positivas para CD3, MCP-1 e IL-8 en epitelio y estroma de
biopsias con neoplasia intraepitelial cervical (NIC). Se observa incremento progresivo de
células CD3 positivas (A y D). Se aprecia incremento de MCP-1 en los NIC (B y E). La
expresion de IL-8 se observo aumentada tanto en NIC | como NIC 1l (Cy F).
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Figura 24. Expresién del nimero total de células CD3, MCP-1, IL-8, CD3/MCP-1 y CD3/IL-8
en biopsias con neoplasia intraepitelial cervical (NIC). Se observa incremento progresivo de
células CD3 positivas (A). Las células MCP-1 incrementaron en los NICs (B) y solo se
encontraron incrementadas las células CD3/MCP-1 en NIC | (C). Se aprecio incremento en
células positivas para IL-8 en NIC |, Il (D), encontrandose incremento de células CD3/IL-8 en

los mismos estadios (E)
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Figura 25 Inmunofluorescencia de la doble tincién anti CD3 y anti-quimiocina en biopsias de
pacientes con neoplasia intraepitelial cervical. La flecha en A indica células positivas para
CD3 que a su vez son positivas para MCP-1 en B (flecha). La flecha en C indica célula
positiva para CD3 que a su vez es positiva para IL-8 en D (flecha). Aumento original 400X.
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Figura 26 Expresion del numero total de la infiltracién por macréfagos (M®), M® /MCP-1 y
M® /IL-8 en biopsias con neoplasia intraepitelial cervical (NIC). En general el nimero de

células con fenotipo de macrofago expresando MIP-1 no fue significativo en los estadios
estudiados (B y C).
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Figura 29 Expresion de MCP-1, IL-8, MIP-1 en epitelio y estroma distribuidos en tejidos
inflamatorios, lesion intraepitelial y control. La expresion de MCP1 tanto en epitelio (A) como
en estroma (B) mostro diferencia significativa entre el grupo control vs inflamatorio y lesion
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aumento significativo en epitelio (E) y estroma (F) de los pacientes con lesion inflamatoria.
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Figura 30 Expresion del VEGF en epitelio y estroma cervical de acuerdo al tipo de lesion y
en controles. Se encontrd diferencias significativas en epitelio (A) entre NIC | vs el grupo
control, (p<0.001), NICIl'y NICIII con respecto al grupo NICIy control (p<0.001). El nUmero
de células que expresaron VEGF se incremento a medida que aumentaba el grado de
lesion. La expresion del VEGF en estroma (B) se comporto de manera similar que en
epitelio con aumento de acuerdo al grado lesién, sin embrago en el grupo control ninguna
célula expreso el factor.

138



Resultados

**

X campo 400X
e

2+ ey
Jd EE
[
ol
0 e

L) L)
Inflamatorio Lesién Control

Numero de Celulas VEGF en epitelio positivas

A *p<0.04 control vs inflamatorio
**p<0.01 control vs lesion

1.5

=
o
1

o
g
%.

rren 0 e

SN W) et e

I.l-l.l-l. Mﬁ \lj
OC ] el

v v v
Inflamatorio Lesion Control

Numero de celulas VEGF en estroma
X campo 400 X

Figura 31 Expresion de VEGF en epitelio y estroma cervical entre el grupo inflamatorio,
lesion intraepitelial y controles. Se observa diferencia entre grupo control vs el grupo
inflamatorio con una diferencia significativa de p<0.04 y entre el grupo control vs lesion
(p<0.01) (A).La figura B muestra la expresién del VEGF en estroma cervical, la cual fue
significativa cuando se comparo el grupo inflamatorio vs. pacientes con lesion intraepitelial
(p<0.0105).
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Figura 32 Coexpresion de factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y marcadores de
leucocitos en la neoplasia intraepitelial cervical (NIC).Se observa aumento en el nimero de
células CD3/VEGF (A y B).Los macréfagos (Mg) / VEGF se observaron aumentados en el
epitelio y el estroma de las muestras cervicales (C y D). Sélo un bajo nimero de células
CD3/VEG positivas se encontrd en el epitelio del grupo control. Tanto en epitelio como en
estroma los linfocitos como los macrofagos expresando VEGF aumentaron en relacion a la
evolucion del NIC.
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Figura 33. Doble marcaje para el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y CD3 en
tejido de cuello uterino de un paciente con NIC Ill. Se muestra una célula CD3-positiva en el
panel A (flecha), la cual también fue positiva para el VEGF en el Panel B (flecha).
Ep:Epitelio Est:Estroma
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Figura 34. Total de células / nUmero pacientes del grupo control y pacientes con neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) Se observa un aumento del total de células VEGF, CD3/VEGF,
macroéfagos (Mg) / VEGF, y las células no-CD3 o Mg / VEGF positivas en el epitelio (A) y en
el estroma (B) en relacién con la evolucion de la enfermedad
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IV.3 DETERMINACION DE LA EXPRESION DE ANION SUPEROXIDO ENTEJIDO
DE CUELLO UTERINO DE PACIENTES CON LESION INTRAEPITELIAL DEL

CUELLO UTERINO y CONTROLES

Al total de pacientes incluidas en el estudio se les determino la expresion
tisular del anién superoxido (02-) (Figura 35). Las figuras A y B muestran el nimero
de células anion superoxido positivas en el epitelio y estroma cervical, cabe destacar
qgue el namero de células aumento conforme aumentaba el grado de lesién,
encontrandose diferencias significativas (p<0.001) entre NICIII vs. el grupo control y
NIC | tanto en epitelio como en estroma y diferencias (p<0.001) entre NICIl y el
grupo control en estroma cervical. La figura 36 muestra la imagen microscopica de la
reaccion para determinar anién superoxido. No se encontré diferencia significativa
cuando se comparo el grupo inflamatorio vs. La lesion intraepitelial y el control en

epitelio y estroma cervical (Figura 37)
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Figura 35 Células anién superoxido positivas en epitelio y estroma cervical. El nimero de
células aumento conforme aumentaba el grado de lesion.
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Figura 36 Expresion de anion superoxido en tejido cervical de un paciente con NIC Il. La
flecha en cruz sefiala célula positiva en epitelio (EP) y las flechas simples célula en estroma
(St).
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Figura 37 Namero de células O2- en epitelio (A) y estroma (B) en tejido de cuello uterino de
pacientes con inflamacion, lesién intraepitelial y control.

IV.4 DETERMINACION DE OXIDO NITRICO ENTEJIDO DE CUELLO UTERINO
DE PACIENTES CON LESION DEL CUELLO UTERINO y CONTROLES

La figura 38 muestra la concentracién de nitrito/nitratos/ mg de proteinas en
los diferentes espectros de lesion donde no se observaron diferencias significativas
(A). No se aprecio diferencia significativa al comparar los valores entre los pacientes

con inflamacién, con lesion intraepitelial y los controles (B).
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Figura 38 Concentracion de Nitrito-Nitrato/mg de proteinas en pacientes con lesiones
preinvasivas, procesos inflamatorios y control. No se observo diferencias significativas en la
concentracion de NO en los diferentes NICs (A). No se aprecio diferencia significativa al
comparar los valores entre los pacientes con inflamacién, con lesién intraepitelial y los
controles (B).

IV.5 DETERMINACION GENOMICA DE VPH

Del total de pacientes incluidas en el estudio 12 (17.39%) resultaron positivas
para infeccion por VPH, los resultados obtenidos a través del analisis de las biopsias
indicaron que el mayor porcentaje de infeccion por este virus se manifestd en las
pacientes con un grado de lesion tipo NIC Ill 3/5 (60%) observandose una diferencia

significativa (p<0,004) con respecto a NICI. (Tabla 5, Figura 39).
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De las 12 muestras positivas por PCR, se genotipificaron 10 (83.3%) por
hibrido de captura resultando un 60% de genotipos de alto riesgo oncogénico, es
importante sefalar que los genotipos de alto riego se encontraron en pacientes con
lesiones tipo NIC 1l Y NICIII, mientras que en las pacientes NIC | e inflamatorio

prevalecieron los genotipos de bajo riesgo. (Tabla 6)

La figura 40 muestra la expresién de CD3 en epitelio y estroma de acuerdo a
la positividad o negatividad para la infeccién por VPH. No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos VPH+ en epitelio (16+£12) y estroma (18+8) y VPH -en
epitelio (15£12) y estroma (17+11). De la misma forma el patron de expresion de
qguimioquinas, VEGF y O," no mostro significancia estadistica cuando se compraron
los grupos VPH positivos y negativos tanto en epitelio como en estroma.

(Figura 41- 43)

VPH Neg. 7 6 39 3 2 57
VPH post 0 1 6 2 3 12
Total 7 7 45 5 5 69

Tabla 5 Infeccion por el virus de papiloma humano en pacientes con lesiones
intraepiteliales de cuello uterino, inflamacién y controles
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Figura 39 Pacientes VPH positivos de acuerdo al grado de lesién (NIC) y pacientes con
inflamacién. Diferencia significativa (p<0,04) cuando se comparé el grupo de NIC Il vs.
NIC I. Los demas grupos sin diferencia significativa. Los controles no fueron positivos para
VPH.

VPH/Total de pacientes o/7 12/69
Tipificacion/Total VPH 0 10/12.
Tipos de VPH Inflamatorio (n=1:Bajo Riesgo )

NICI (n=4: 3 Bajo riesgo,
1: Alto riesgo )

NICIl (n=2: Alto riesgo)
NICIlI (n=3: Alto Riesgo )

Tabla 6 Genotipos de VPH en pacientes con lesiones intraepiteliales de cuello uterino,
inflamacién y controles.
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Figura 40 Expresion de células CD3 en epitelio y estroma de acuerdo a la infeccién por
VPH. No se observaron diferencias significativas cuando se compararon los grupos positivos

y negativos.
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Figura 41 Células expresando quimioquinas: MCP-1 (A), IL-8 (B) y MIP-1(C) en epitelio y
estroma de acuerdo a la infeccion por VPH. No se observaron diferencias significativas

cuando se compararon los grupos positivos y negativos.
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Figura 42 Expresion de VEGF en epitelio y estroma de acuerdo a la infeccién por VPH. No
se observaron diferencias significativas cuando se compararon los grupos positivos y
negativos.
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Figura 43 Expresion de células O, en epitelio y estroma de acuerdo a la infeccién por VPH.
No se observaron diferencias significativas cuando se compararon los grupos positivos y
negativos.
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Discusion

El Cancer de cuello uterino representa la segunda causa de muerte por
cancer en mujeres en todo el mundo. Numerosas evidencias sugieren que la
respuesta inmunitaria mediada por células es esencial para controlar tanto la
infeccién por VPH como las neoplasias relacionadas con el virus (Heintzelman D,
2000). Asi mismo se han involucrado otros factores como la produccion de citocinas

por las células tumorales, las cuales son generalmente angiogénicas.

La angiogénesis promueve el crecimiento y la supervivencia del tumor e
influencia la migracion de la célula y la metastasis del cancer. El papel de la
citocinas es la atraccion de células inmunitarias al sitio del tumor. La migracion de
leucocitos circulantes al tumor es facilitada obviamente por dicha actividad
angiogenica, pero puede ocurrir también la extravasacion y la migracion en el tejido
fino circundante. La infiltracion leucocitaria como consecuencia de la produccion de
estas citocinas, puede modular la diseminacion del cancer, bien sea promoviéndolo
(dafio oxidativo del ADN) o bien sea inhibiéndolo (Natural Killer, Linfocitos T
Citotéxicos) (Hashisuga T, 2001; Castle P 2004). Estas células infiltrantes y las
células intrinsecas del cuello pueden ser el origen de un metabolismo oxidativo

aumentado, que puede modular el crecimiento tumoral (Regus NP, 1997)

Para comprender el proceso de malignizacion deben tomarse en cuenta
numerosos factores que ocurren de manera conjunta y en una secuencia de eventos
a lo largo del proceso inflamatorio y una vez que se inicia el proceso de
transformacion celular a nivel de cuello uterino tales como el infiltrado de leucocitos
el cual esta asociado al stress oxidativo y que se relaciona con la produccion de

factores proangiogenicos.
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En el presente estudio se demostré un aumento en la infiltracion de linfocitos
(CD3) en muestras cervicales de pacientes con diferentes grados de neoplasia y
pacientes con inflamacién cuando se compararon con el control. La presencia de las
células CD3 positivas pareciera estar asociada a la severidad de las lesiones
cervicales sugiriendo que pudiesen tener un papel en la evolucién de las displasias.
No se observaron diferencias significativas en el numero de neutréfilos y
macroéfagos infiltrantes en pacientes con diferentes grados de neoplasia y pacientes
con inflamacion cuando se compararon con el control a pesar que los pacientes con
procesos inflamatorios mostraron un ligero incremento en el nidmero de células.
Fernandez y col indican que los neutrofilos circulantes poseen actividad antitumoral
y juegan un papel importante en la respuesta inmunitaria. Mediadores solubles
circulantes se incrementan por las células tumorales como el oxido nitrico (NO) el
cual interfiere en la capacidad migratoria de los neutrofilos (Fernandez y col, 2007),
por otra parte Heintzelman y col sefialan en su estudio que la distribucion de
neutrofilos en biopsias cervicales es del 25 al 40% del infiltrado en pacientes con

inflamacion. (Heintzelman D, 2000).

Coussens en el 2002 refiere que los macrofagos potencian el proceso
neoplasico y que junto a los neutrofilos, eosindfilos y linfocitos T activados
contribuyen a la malignizacion al igual que las proteasas, quimiocinas y factores
proangiogenicos (Coussen L y 2002), otros estudios como los de Ledn y cols
sefialan que el infiltrado inflamatorio tumoral relacionado con el carcinoma cervical

esta formado por linfocitos, macrofagos y eosindfilos. (Leon y cols, 2004)

Un papel causal se atribuy6 recientemente a la inflamacién en el desarrollo
de enfermedades malignas. Los diferentes mediadores inflamatorios que estan

involucrados en estas enfermedades incluyen células, citocinas y quimiocinas.
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Es por ello que muchos investigadores han estudiado la participacién y el papel de
MCP-1, IL-8 y MIP en las mismas (Soria G, 2002; Tjiong 1999; Nguyen 2005;
Markowska 2007; Tavares-Murta 2008; Takayuki 2000, Pellegrino, 2002). En este
sentido, se evaluaron muestras de exocervix del tejido cervical abarcando todos los
espectros desde tejido normal a lesion intraepitelial de alto grado para determinar la
expresion de las quimiocinas. Un incremento en la expresion de MCP-1 e IL-8 se
observé en el NIC | y fueron minimamente expresadas por los tejidos normales, pero
altamente expresado por las células en los tejidos patoldgicos, lo que indica que la
expresion de MCP-1 e IL-8 aumenta en el curso de la transformacion maligna y
sugiriere que las dos quimiocinas juegan un papel importante en el desarrollo del
cancer de cuello uterino y / o progresion. Nuestros resultados difieren de estudios
anteriores donde se observo la falta de expresion de MCP-1 en el NIC y el
carcinoma invasor de cuello uterino, lo que sugiere que la desregulacion de la
expresion del gen  MCP-1 puede representar un paso importante en la
carcinogénesis vinculada al VPH, lo que permite el escape de células positivas de
la respuesta inmune local (Kleine-Lowinski K 1999, Kleine-Lowinski K 2003;
Riethdorf S 1998).El 50% de los pacientes con NIC (Il y Ill) fueron positivos para
infeccion por VPH, lo que sugiere que la MCP-1 no estaba relacionada con la
respuesta inmune local para la eliminacion de células infectadas con VPH. En este
contexto, la expresion de MCP-1 no fue acompafiada por la infiltracion, ni aumento
de monocitos / macréfagos. La expresion de MCP-1 encontrada en este estudio
podria estar relacionada con la progresion de la neoplasia intraepitelial cervical. Las
guimiocinas podrian tener un papel como promotores o0 supresores tumorales,
dependiendo del contexto. Un ejemplo de esto es la MCP-1, una quimioquina que
atrae y activa las células mononucleares (Daly, 2003; Mukaida 1998). En algunos

lugares, se estimula la actividad antitumoral, sin embargo, las células tumorales
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secretan MCP-1 lo que sugiere que tiene efectos promotores de crecimiento
(Zijlmans 2006; Conti 2004). El incremento en la expresion de MCP-1 en varios
tipos de céncer se ha relacionado con la progresion del tumor, presumiblemente
mediante la promocidn de la angiogénesis y la produccion de factores de crecimiento
(Koide 2004; Ueno 2000; Amann 1998; Conti 2004; Takayuki, 2000). Un
Incremento en la expresion de IL-8 se encuentra en la Neoplasia cervical, lo que
sugiere que esta quimiocina juega un rol en la progresién tumoral, el aumento de la
produccién local de IL-8 en NIC y el carcinoma de cuello uterino se han informado

anteriormente (Tavares-Murta 2008; Tjiong 1999; Broker 2005)

Ademas de la actividad quimiotactica, tanto la IL-8 como MCP-1 puede tener un
papel importante en el crecimiento del tumor de cuello uterino y cancer a traves de la
angiogeénesis (Cheng 2011; Jiro Fujimoto 2000; Koide 2004; Ueno, 2000). En este
sentido, se encontr6 aumento de expresion del factor de crecimiento endotelial
vascular en el NIC (Carrero 2009). Ademas, una correlacion significativa entre los
recuentos de microvasos y de IL-8 en el cancer de cuello uterino también ha sido
reportado (Jiro Fujimoto 2000). Puesto que las expresiones de MCP-1 e IL-8 se
observaron en el NIC en este estudio, la presencia de las citocinas en los diferentes

grados de NIC, podrian estar involucrados en la angiogénesis.

La proteina Inflamatoria de macrofagos-1a se identifico por primera vez en base
a su propiedades proinflamatorias (Wolpe, 1988). En consecuencia, la
desregulacion de MIP-1 se asocia con la susceptibilidad a la infeccion y alteracion
de las enfermedades humanas (Maurer, 2004). Hallazgos anteriores han sugerido
un papel de MIP-1 en la propagacion de las células tumorales a los ganglios

linfaticos y en la defensa del huésped contra el tumor, en el carcinoma oral de
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células escamosas (Silva, 2007). Sin embargo, en este estudio los valores de la
expresion de MIP-1a no resultaron significativos, lo que sugiere la falta de

participacion de esta quimiocina en las neoplasias del cuello uterino.

La infiltracion de leucocitos mononucleares se observd aumentada y
relacionada con el grado de NIC. Estos leucocitos representan probablemente las
células CD8 +, ya que se ha reportado una mayor cantidad de las células CD8 + en
el estroma del cancer cervical en comparacion con diferentes grados de NIC
(Bedoya 2012). Los linfocitos se incrementaron tanto en el epitelio como en el
estroma de los tejidos patoldgicos, sin embargo, la infiltracibn de monocitos-
macrofagos se mantuvo similar a los tejidos sanos. Las expresiones de quimiocinas
estudiadas no estaban relacionadas con la infiltracion de leucocitos, sin embargo, la
infiltracion de linfocitos posiblemente se debio a la accion de quimiocinas en el tejido
tumoral. De hecho, MCP-1 e IL-8 son capaces de inducir la quimiotaxis de los
linfocitos (Daly, 2003; Mukaida 1998). MCP-1 se ha detectado acomparfada de alta
expresion de CD40 y CD40 ligando en células de carcinoma cervical, lo que sugiere
gue son atraidas células T en el tejido tumoral, a través de interacciones CD40L-
CD40 durante la expresion de MCP-1 (Altenburg 1999). Un aumento en el niUmero
de CD3 del cuello uterino se ha asociado a la regresion espontanea de la NIC
(Kojima 2011). Ademas de la actividad quimiotactica de monocitos, MCP-1 atrae
células T de memoria, y en conjunto, estos mecanismos podrian estar relacionados
con aumento del numero de células CD3 positivos en el NIC. Por otra parte, MCP-1
podria alterar el patron inmunoldgico en los tejidos patolégicos, en este sentido
existe evidencia reciente en ratones modificados genéticamente, que indican que la
MCP-1 tiene efectos sobre las células T helper, estimulando la polarizacién Th2

(Daly,2003).
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Como un resultado esperado, el aumento de expresibn de MCP-1 no fue
acompafiada por el aumento de la infiltracion de monocitos y macréfagos, no se
tiene ninguna explicacion para este hallazgo, sin embargo, resultados similares han
sido reportados previamente en varias situaciones. En este contexto, la falta de
infiltracion de monocitos y macrofagos puede ser detectada en areas de tejido
alrededor de las lesiones NIC, a pesar de que MCP-1 se encontr6 altamente
expresado (Kleine-Lowinski 1999). Nuestros resultados mostraron en las lesiones
aumentd la expresion de MCP-1, sin la infiltracion de monocitos significativa, lo que
sugiere una posible pérdida de gradiente quimiotactico por la sobreproduccién de
guimiocinas de las células de los tejidos y / 0 monocitos y macréfagos. Ademas, la
falta de la migracion de leucocitos a los tejidos que expresan MCP-1 se ha
informado en el tejido adiposo, en la resistencia sistémica a la insulina, la edad y
condicion de hipoxia en un modelo transgénico, la falta de respuesta de los
monocitos a produccion local de MCP-1 (Shallo H et al 2003; Kirk 2008; Negus,

1998; Rutledge, 1995).

Desde entonces, los leucocitos mononucleares fueron positivos para la
expresion de MCP-1 e IL-8 por lo que se podria esperar un posible papel de estas
células en la produccion total de quimiocinas en el tejido. A pesar de que se observo
un aumento del nUmero de MCP-1/CD3, el porcentaje de estas células se redujo
durante el NIC, lo que sugiere que un mayor porcentaje de células productoras de
guimiocinas no estaban relacionadas con los leucocitos mononucleares. Se observo
un patrén diferente en la expresion de IL-8/CD3, el porcentaje de estas células se
incrementd durante NIC, lo que sugiere una produccion activa de IL-8 por la

infiltracion de linfocitos en la lesién
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Mediante la doble tincion por inmunohistoquimica se pudo evidenciar el
namero y tipo de células que expresaron VEGF, encontrdndose diferencias
significativas en el nimero de linfocitos que expresaron el factor y menor proporcion
el numero de macréfagos, manteniéndose el patrén de expresion aumentado en
pacientes con NICIIl. Coussens indica que el reclutamiento de macréfagos en el
sitio de la lesidén estd4 asociado con la angiogénesis y que en conjuncion con un
desbalance entre los factores proangiogenicos y la expresion del factor por otras
células infiltrantes juegan un papel importante en la formacién de nuevos vasos

sanguineos y una posterior metastasis. (Coussens L, 2002)

La incidencia de la infeccion por VPH en este estudio fue baja Este porcentaje
coincide con otros estudios que informan 5% y 20% de la poblacion en general con
el ADN del VPH detectable en muestras de cuello uterino (Critchlow 1995) y que,
en la mayoria de los casos, la infeccion por VPH es transitorio y puede o no estar
asociados con NIC (von Knebel Doeberitz 1990; Bedoya, 2012). La baja incidencia
observada en los pacientes de nuestra poblacion también esta de acuerdo con otros
estudios en el pais, que han informado de una incidencia de 9,9% a 12,5% en la
poblacién occidental de Venezuela (Mufioz 2003; Mendoza 2000). Sin embargo, la
mayor frecuencia de alto riesgo de infeccion por VPH se observo en pacientes con
NIC Il y NIC Il (50%), lo que sugiere una asociacion de esta infeccion con estadios
avanzados de la evolucion de la NIC. La produccion de quimiocinas tuvo valores
similares en los pacientes positivos de VPH-negativas y VPH+, lo que sugiere que la
infeccion por el virus no era responsable de los hallazgos observados en el curso de
las lesiones premalignas del Utero. Sin embargo, la asociacién de la infeccion por
VPH y la produccién de quimioquinas in vitro se ha informado (de Kleine-Lowinski,

2003; Riethdorf, 1998), en este sentido, disminucion de la expresion de MCP-1
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después de la infeccion de VPH en las células epiteliales del cuello uterino y la
epidermis (Kleine-Lowinski, 2003) y carcinoma de cuello uterino (Riethdorf, 1998)

ha sido encontrado.

La expresiéon del VEGF se ha relacionado con el grado de neoplasia
intraepitelial cervical, asi como también con la infeccién por Virus de Papiloma
Humano, Branca en su estudio concluye que la expresion del VEGF es un marcador
importante en la carcinogénesis cervical, mostrando un aumento de acuerdo al
grado de lesién y relacionado con los genotipos de alto riesgo de VPH, estudios
acerca de la induccion del VEGF en células VPH+ demostraron que este evento es
independiente del lazo autocrino EGFR-TGFa. Ademas, en experimentos de
transfeccion se demostrd por primera vez que la oncoproteina E6 (VPH-16) activa el
promotor del gen del VEGF independientemente de su efecto inhibidor sobre p53.
En nuestro estudio un 17.39% del total de pacientes resultaron positivas a infeccion
por VPH con un predominio de genotipos de alto riego en las pacientes con NIC Il y
[ll, aunque no fue significativa la positividad de VPH con los parametros observados,
especialmente VEGF se evidencio un leve incremento en las pacientes infectadas.

(Branca F y col, 2005)

Al determinar anion superéxido en muestras de biopsias de cuello uterino,
observamos que a medida que progresaba el grado de lesion cervical en las
pacientes se incrementaba el niumero de células anion superéxido positivas tanto en
epitelio como en estroma. Ramos Gisela y Cols en el 2004 ®*®  encontraron en
todas las biopsias, independiente del grado de lesidon el mismo patron que indica la

presencia de anion superéxido, el cual es indicativo de estrés oxidativo local, esto
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sugiere que aun en ausencia de estrés oxidativo sistémico en el epitelio cervical se

esta generando Eros.

En base a los resultados obtenidos se puede inferir que las células anion
superoxido positivas tanto en epitelio como estroma en pacientes con diferentes
grados de lesion, tenian un estrés oxidativo aumentado al ser comparadas con los
controles. De igual forma Navarro y Cols (2005), Ahmed Aydin y Cols (2006), Muzib
Hassanal Rasheed y Cols (2007), A. Katsabeki. Katsafli y Cols (2007), y Syed Sultan
Beevi y Cols (2006), demostraron un incremento del estrés oxidativo en diferentes
canceres como: cancer de colon y recto, cancer de préstata, cancer de pulmén y
cancer cervical, al comparar el grupo de pacientes con inflamacion vs. grupo con
lesion y el control se encontraron diferencias significativas en el numero de células
anion superoxido tanto en pacientes con inflamacion como con lesion con respecto
a los controles. Poka y col en el 2000 quienes sefialan que los granulocitos en
pacientes con cancer ginecoldgico inducen la produccion de anion superoxido a

medida que aumenta el estadio de la enfermedad.

Las células presentes en el infiltrado se han vinculado con el aumento del
stress oxidativo especialmente el oxido nitrico y el anion supéroxido, estudios
demuestran que los neutrofilos presentes en pacientes con cancer ginecologico
influyen directamente en la produccién de anion superoxido y que junto con el NO

actuan directamente en la capacidad de adherencia de los leucocitos.

El papel del oxido nitrico en la biologia del cancer no es conocido
ampliamente, diversos estudios sefialan que es importante en los procesos de

neovascularizaciéon esenciales en el desarrollo de tumores soélidos y en el
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establecimiento de metéstasis, se ha vinculado con el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) factor esencial en la angiogénesis y desarrollo tumoral
tal como lo reporta Rank y cols en el 2002 quienes sefialaron que el VEGF induce la

proliferacion celular por la via del NO.

Diversos investigadores han estudiado la presencia de la enzima oxido nitrico
sintetasa en tumores ginecoldgicos y de mama, encontrandose una correlacion
positiva entre su actividad y el grado de diferenciacién tumoral, asi mismo la
existencia de altas concentraciones de oxido nitrico (NO) en lavados
broncoalveolares de pacientes con cancer pulmonar. (Pedraza, D y col, 2002) el
aumento de iINOs en pacientes con carcinoma escamoso bucal y pacientes con
cancer de pulmdén en quienes se ha encontrado un metabolismo oxidativo
aumentado al compararlos con un grupo sano, de igual forma el NO juega un papel
importante en las patologias inflamatorias del tracto gastrointestinal. Balestera y cols
en 1999 sefalan que existe una relacion entre el stress oxidativo y el dafio celular

por radicales libres y el cancer de cuello uterino’

La relacion entre las cifras de nitritos (NO2-)/nitratos (NO3-) y los niveles de
oxido nitrico en sangre se han descrito en diferentes estudios (Kelm My col, 1999;
Mackenzie IM y col, 2001) Dichos substratos serian metabolitos estables del NO
susceptibles de ser detectados en la sangre y se elevarian en los casos de sepsis 0

inflamacion al igual que sucede con el 6xido nitrico. (Kafte J y col, 1997)

Asi mismo se incluyo un grupo de pacientes que presentaban diversos
procesos inflamatorios a nivel de cuello, dicho grupo se comparo tanto con los

controles como los pacientes con lesiones preinvasivas (NIC I, 11,1ll), a pesar de que
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los hallazgos no fueron estadisticamente significativos, es notable que en los
pacientes con procesos inflamatorios existen mayores concentraciones de NO al
compararlos con el grupo control y los pacientes con lesion. Esto puede explicarse
ya que dentro de los procesos involucrados en la denominada cascada inflamatoria,
relacionada con el sindrome de respuesta sistémica a la inflamacion (SRSI), en los
fendmenos de infeccién, dafio y sepsis, también se ha implicado al 6xido nitrico. La
infeccién provocaria un dafio endotelial que originaria la formacion de éxido nitrico y
sus derivados (nitritos y nitratos) que causarian vasodilatacion, ademas es
reconocido desde hace mucho tiempo que la inflamacién crénica fue considerada
como un factor de riesgo para varios canceres en el humano, planteando la hipétesis
de que el NO y sus derivados producidos en cantidad abundante en tejidos
inflamados, son capaces de causar dafio directo e indirecto al material genético
(Kelm M, 2002). Beevi y cols establecen que la inflamacion cronica a nivel cervical
producida por virus o bacterias, especialmente el VPH es uno de los factores
predominantes en la etiopatogénesis del cancer cervical. La inflamacion cronica
resulta de la activacion del sistema monocito/macrofago produciendo niveles
elevados de ROS, igualmente existen evidencias de un prominente infiltrado de
células en biopsias cervicales de pacientes con cancer, sin embargo no existe una
correlacion entre los niveles de ROS y el grado de inflamacion. Asi mismo
demostraron en su estudio que las concentraciones de NO se incrementaron en la
circulacién en pacientes con cancer cervical, demostrando el rol critico del NO y sus
derivados en la patogénesis del cancer cervical. Un incremento en los productos del
NO pueden atribuirse a la generacion excesiva de NO, probablemente debido a una
regulacion positiva de iNOS por citocinas proinflamatorias producidas durante la

interaccién de macrofagos con células tumorales.
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Por otra parte, Smita K. Naidu y Cols (2007) realizaron un estudio en el cual
determinaron la concentracion de MDA y NO en pacientes en estadios LILIII y IV de
Cancer cervical encontrando significancia estadistica cuando se comparo con el
grupo control, estableciendo que a medida que avanzaba el cancer mayor era la
concentracion de NO, cabe destacar que cuando se comparo el grupo control con
los pacientes en estadio | la diferencia no fue muy marcada, hecho similar a nuestro

estudio

Recientemente se ha propuesto que el NO juega un rol critico en la patogénesis
del tumor, angiogénesis y metastasis. Lo cual es avalado por Cavallo y Col en el
2007, sefialando que la sintetasa del NO y las ciclooxigenasas estan asociadas al
crecimiento y progresion de tumores malignos, actuando como mediadores de la

inflamacion, inductores de angiogénesis y promotores en la proliferacion del cancer.

Estudios realizados por Sibylle Loibl y Cols (2004), Elsa Rada y Cols (2003),
Valmore J. Bermudez Pirela y Cols (2000), Taborda M. José (2000), demostraron
niveles incrementados de nitritos / nitratos en muestras de suero y tejidos en
pacientes con diversas patologias. En el estudio se determinaron los niveles de NO
en tejido, los resultados demuestran un incremento en las concentraciones de NO
de las pacientes a medida que aumentaba el grado de lesion sin embrago en las
pacientes NICIIl se observdé un descenso, esto quizas pueda deberse al nimero
reducido de pacientes con NIC Il presentes en el estudio, cabe destacar la
importancia de la determinacion in situ puesto que un aumento de NO en suero no
puede atribuirse a la lesién a nivel de cuello sino que por el contrario puede deberse
a un proceso inflamatorio u otra patologia que aumente el NO a nivel sistémico. Se

encontré un ligero aumento de NO en pacientes controles esto puede deberse a que
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el estrés oxidativo desempefia un papel en los procesos fisiolégicos multiples del
aparato reproductivo de la mujer. La implicacion del NO en la regulacion de la
funcion endometrial y ovarica, la etiopatogénesis de la endometriosis, y del
mantenimiento de la quietud uterina, asi como la iniciacién de trabajo y maduracion
de la cérvix en el parto se discute. Ademas el NO es un neurotransmisor vasoactivo
gue se encuentra en cantidad abundante en las terminaciones nerviosas del plexo

vaginal. (Maeda T, Mas M, 2007)

Alteraciones en el sistema ROS y el metabolismo oxidativo aumentado
inducen la produccion de sustancias angiogénicas, especialmente el VEGF el cual
puede activarse por la via del NOS. Tanaka y col sefalan que la hipoxia y el
metabolismo oxidativo aumentado en células de carcinoma de cuello uterino se
correlaciona con una abundante vascularidad, ya que el VEGF se expresa a nivel de
epitelio promoviendo la angiogénesis. Soufla y col en su estudio indican que la
expresion VEGF se correlaciona con la transformacion maligna a nivel de cuello,
dicho factor se expreso en mayor cantidad en pacientes con un grado de lesion
avanzado, resultados similares al presente estudio en donde se encontraron
diferencias significativas cuando se estudio la expresion de VEGF en pacientes con
lesiones preinvasivas, inflamatorias y controles, observandose una mayor expresion
en pacientes con NICIIl. Se ha descrito que la expresion autocrina del VEGF vy la
activacion de su receptor pueden ser importantes en el inicio del cancer de cérvix
pues se ha identificado en carcinomas cervicales y en mas de 50% de NICIIIl. (Van

Trappen S, 2003)
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Conclusiones

En nuestro trabajo de investigacion sobre el patron de infiltracion leucocitaria
de epitelio y estroma uterino y de la expresién tisular de quimioquinas, factor de
crecimiento endotelial vascular y metabolitos oxidativos en pacientes con displasia

epitelial , con cervicitis sin alteracion displésica y controles sanos se concluye que:

1.- La progresion en el grado de displasia epitelial se asocia a una mayor y selectiva
infiltracion de linfocitos sin modificaciones en la estirpe monocitaria y la reduccién de

los polimorfonucleares

2.- La progresion en el grado de displasia epitelial se asocia a una modificacion
funcional de los linfocitos T infiltrantes con disminucidon de la produccion de MCP1,
aumento de IL-8, que por el contrario se mantiene estable en la poblacion
monocitaria que es minoritaria. Sin embargo, la produccion de MIP por los linfocitos

T no varia entre los diferentes estadios evolutivos de la enfermedad.

3.- La progresion en el grado de displasia de las células epiteliales se asocia a un

incremento en la produccion de VEGF por los linfocitos T y monocitos infiltrantes del

tejido asi como por células epiteliales y estromales.

4.- La produccién de anion superoxido en el epitelio y estroma cervical aumenta con

el mayor grado de displasia epitelial, sin modificacion del NO en estas.

5.- Las mujeres con cervicitis sin evidencia de displasia epitelial presentan un

infiltrado leucocitario de predominio de linfocitos T activados con expresién de
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citocinas. La presencia de VPH no determino un patrén funcional especifico de

alteracién en el infiltrado leucocitario cervical.

Por lo tanto, la displasia epitelial uterina se asocia a una marcada alteracion

del sistema inmunitario a nivel local cuyas caracteristicas se asocian al grado de

malignidad.
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Anexos

HISTORIA CLINICA

Fecha:

Centro Asistencial:

Nombre:

Edad:

Fecha de Nacimiento:

Lugar de Nacimiento:

Direccion:

Teléfono:

Estado Civil: Soltera: _ Casada:

Ocupacion:

ANTECEDENTES PERSONALES:
Menarquia:

Ciclos Menstruales:

Divorciada: __ Concubina: __ Viuda:

Embarazos: Si No No

Partos: Abortos:

Cesareas Embarazos Ectépicos
Menopausia (Edad):

Edad de la Primera Relacion Sexual:

N° de Relaciones Sexuales:

Diarias: Semanales:

METODO ANTICONCEPTIVO ACTUAL:
ACO: DIU:

Crema: Duchas Vaginales:

USO DE DUCHAS VAGINALES:
Si: No:

Preservativos:

Edad del Primer Parto

N° de Compafieros Sexuales:

Mensuales: Ocasionales:

Ovulos:

Inyectables: E/P

Ocasionales:

Frecuencia:
Diarias: Semanales: Mensuales:
Sustancia: ¢Desde que edad la usa?
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TIPOS DE RELACION SEXUAL:
Habitos Sexuales:

e Genital:

e Orogenital:

e Anal:
HABITOS TABAQUICOS:
FUMO: Si: No: ¢Cuanto tiempo?

¢Cuando lo dejo?

¢,Cuéantos cigarrillos fumaba?

FUMA: Si: _ No: __ ¢Desde cuando fuma? ¢, Cuéantos cigarrillos fuma?

HABITOS ALCOHOLICOS:
Si: No:

Diario: Semanal: Ocasional: Cantidad:

Tiempo:

HABITOS CAFEICOS:
Si: No:

1 taza diaria: 2 -4 +4: Ocasional: Tiempo:

ANTECEDENTES DE OTRAS INFECCIONES DE TRANSMISION SEXUAL
(FECHA DE SU DIAGNOSTICO)

Si: No:

Sifilis:___ Gonorrea:._____ Linfogranuloma Venéreo:

Chancro Blando: Chlamydia: Herpes
Genital:

Tricomonas:

Tratadas: Si: No: Control Actual:

Ultima citologia Vaginal:

ANTECEDENTES PATOLOGICOS:

Si: No: Cual?:
Desde cuando sufre la patologia?:
INGESTION DE MEDICAMENTOS:

Si: No: ¢,Cudl?: ¢;Desde cuando lo toma?:
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FLUJO VAGINAL:

Si:

No:

Desde cuando:

Tipo de Flujo:

Cantidad:

Escasa: Moderada:

EXAMEN FiSICO:
GINECOLOGICO:

Vulva:

Abundante:

Vagina:

Cuello :

Citologia: :

Colposcopia: :

Biopsia:
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CONSENTIMIENTO PREVIA INFORMACION
Proyecto Mision Ciencias LUZPROLAB N° 2007001088
CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA INMUNITARIA- INFLAMATORIA EN EL CUELLO
UTERINO EN PACIENTES CON DISPLASIAS DE CERVIX.

PRIMERA PARTE: INFORMACION SOBRE EL ESTUDIO

1- PROPOSITO:

El Virus del Papiloma Humano (VPH) representa hoy en dia la primera causa de infeccién por
transmision sexual de origen viral en nuestra poblacién. El cancer de cuello uterino esta
intimamente relacionado con la infeccion previa por VPH y es el cancer que ocupa el primer lugar en
frecuencia en Venezuela. Queremos determinar la frecuencia de la infeccion por VPH y hacer
prevencion precoz del cancer de cuello uterino en las pacientes infectadas.

Es por ello que se propone realizar un estudio clinico durante un periodo de 3 afios en mujeres que
acudan a la consulta de Ginecologia de diferentes centros de salud de la ciudad de Maracaibo
Estado Zulia, Venezuela para establecer el diagndstico y la frecuencia de la infeccion genital por
VPH (deteccién del ADN del virus) por los métodos moleculares de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) para establecer diagnostico de infeccion genital por este virus); de acuerdo a la
disponibilidad de reactivos y consumibles en el pais y sin compromiso definitivo de reporte de
resultados en todos los casos y para todas las prueba, asi como también la determinacién de
citoquinas y factores de crecimiento en muestras de biopsias de las pacientes bajo estudio.

El examen ginecoldgico y la toma de muestras para la deteccion de VPH se haran en las consultas
de ginecologia. Las muestras seran enviadas para su procesamiento al Laboratorio Regional de
Referencia Virologica y Catedra de Anatomia Patologica de la Facultad de Medicina Universidad del
Zulia. Los resultados de los examenes seran manejados con confidencialidad y en caso de que se
demuestre infeccidn(es), los médicos investigadores responsables del estudio, Drs: Diana Callejas,
Freddy Alafa. José Nufiez (microbidlogos, profesores de la Facultad de Medicina) ofreceran a las
pacientes opciones de tratamiento apropiado que sera responsabilidad de los ginecélogos del
presente proyecto que forman parten de este estudio.

2- DESCRIPCION DEL ESTUDIO:
Historia Clinica

En la primera visita al Servicio de Ginecologia respectivo, se realizard una encuesta médica con
formato de historia clinica para recolectar datos personales, familiares, epidemioldgicos y clinicos
(anexo). La informacién contenida en esta historia clinica s6lo serd manejada por los investigadores
responsables para ser usada exclusivamente en esta investigacién. Luego se procedera al examen
ginecoldgico que incluye la toma de muestras de cuello uterino y la colposocopia (la colposcopia es
un método clinico de ayuda diagndstica para evaluar con lentes de amplificacion, el cuello uterino de
pacientes con citologias anormales).

Toma de Muestras

Cuello uterino (hisopados exocervicales y endocervicales)

Las muestras seran tomadas con: espatula de Ayre, aplicadores de algodén o citobrush por el
ginecdlogo en el momento la evaluacién de la paciente y orientada a la deteccién de VPH mediante
las técnicas de biologia molecular llamese PCR y para el estudio citolégico con la coloracién de
Papanicolaou. Esta toma de muestras no implica riesgo alguno para la paciente.

Biopsias

Solo cuando el caso lo amerite, y en caso de una lesion previa visualizaciéon colposcopica, el
ginecologo tomara una biopsia del cuello uterino previo consentimiento de la paciente. Las citologias
y biopsias serdn procesadas en el Dpto. de Anatomia Patolégica de la Universidad del Zulia y los
resultados seran enviados de vuelta al Servicio de Ginecologia respectivo.

NOTA: las muestras de biopsia de cuello uterino seran utilizadas para investigar el perfil de
expresion de citoquinas y factores de crecimiento en el cérvix uterino de pacientes con displasia del
tejido cervical y su relacién con la infeccion por VPH. solo si usted consiente la utilizacion de ese
material bioldgico a los fines anteriormente sefalados.
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3- FASES DEL ESTUDIO

Si acepta participar en este estudio, sera evaluada desde los puntos de vista ginecolégico y
microbioldgico, a los fines de diagnosticar y llevar un control estricto de la infeccion por VPH y de
tratar oportunamente cualquier alteracién que se produzca en el cuello del Utero.

Fase 1: En la primera visita, se hace recopilacién de los datos clinicos y recoleccién de las primeras
muestras por hisopado cervical. Procesamiento de las mismas en cuanto al andlisis citoldgico,
detecciodn vy tipificacion de VPH Toda paciente cuyo resultado de la Citologia, Colposcopia y Pruebas
de Laboratorio sea positivo para infeccion por VPH u otra infeccion de transmision sexual serd
candidata para realizacion de biopsia de cuello uterino y el tratamiento pertinente en cualquiera de las
fases del estudio. El tratamiento serda efectuado por los médicos gineco6logos del Servicio de
Ginecologia respectivo. Toda paciente que resulte sin infeccion o sin alteracion del cuello uterino,
pasara directamente a la Fase 3 del estudio (nueva consulta ginecolégica en 1 afio).

Fase 2: previo resultado de la colposcopia con diagnostico de algun tipo de lesion, sera tomada una
biopsia la cual también sera utilizada para el estudio por inmunofluorescencia indirecta en el epitélio y
estroma cervical de areas con displasia (grados I, 1l y Ill) estratificadas por la infeccion por VPH, y en
epitelio y estroma normal de mujeres controles sanas del mismo rango de edad de los siguientes
parametros:
1) Presencia de células con expresién de citoquinas proinflamatorias como el TNF-a IFN-y, IL-
6, IL-2 y su receptor (IL-2R).
2) Presencia de células con expresion de citoquinas con actividad anti-inflamatorias: IL-4, IL10
y TGF- B1.
3) Presencia de células expresando GM-CSFy VEGF.

4- Toda paciente participante estara continuamente informada del curso de la investigacion, de los
resultados de los examenes y de los tratamientos. Si tiene cualquier duda durante cualquier fase del
estudio, queja o molestia, tiene derecho a contactar y ser atendida por los responsables del estudio.
5- Toda paciente esta en su derecho de negarse a participar o abandonar el estudio en cualquiera de
sus fases sin que ello conlleve represalias o pérdida de algin beneficio.

6- Este estudio no comprende pruebas con fArmacos o procedimientos quirlrgicos a menos que el
caso y la condicion de enfermedad lo amerite, en cuyo caso se le informara oportunamente y
dependera del Servicio de Ginecologia

7- Los beneficios esperados como resultado de la investigacion, consisten en el diagnéstico oportuno
y veraz de diagnostico de cancer de cuello uterino y en particular del VPH asi como la deteccién de
citoquinas y factores de crecimiento y el tratamiento segun el caso.

8- No se usara ningln resultado de examenes o imagenes sin su consentimiento expreso y en todo
caso se protegera su identidad.

9- Todos los datos, especialmente los publicados al término de la investigacién, mantendran el
compromiso de confidencialidad y sin causar identificacién o dafio personal.

SEGUNDA PARTE: DECLARACION DE LA PARTICIPANTE VOLUNTARIA

Declaro haber comprendido el propésito y los términos de mi participacién en el proyecto de
investigacion: CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA INMUNITARIA- INFLAMATORIA EN EL
CUELLO UTERINO EN PACIENTES CON DISPLASIAS DE CERVIX.

el cual consiste en un estudio clinico que servira para establecer el diagndstico y la frecuencia de la
infeccién genital por VPH asi como la deteccidén de citoquinas y factores de crecimiento. Declaro
entender también que mi participacion es voluntaria y que en cualquier momento de la investigacion,
puedo retirarme de la misma si asi lo deseo, sin que mi decision conlleve a represalias o a la pérdida
de cualquier beneficio como producto de la investigacion.

Asi lo declaro y firmo en Maracaibo. Venezuela a los dias del mes de del afio
20

Firma o huella dactilar de la Participante

Firma o huella del Testigo:
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TERCERA PARTE: DECLARACION DE LOS INVESTIGADORES

Luego de haber explicado detalladamente a la Sra. , la naturaleza del
protocolo de investigacion mencionado, certifico mediante la presente que, a mi leal saber, la
participante que firma este formulario de CONSENTIMIENTO comprende los requerimientos, riesgos
y beneficios de su participacion. Este CONSENTIMIENTO establece un comin acuerdo con la
persona participante, con el tiempo previo que sea necesario para que esta Ultima pueda ampliar su
consulta y comprenderla, de manera que pueda tomar conscientemente la decision de participar en la
investigacion.

Dr. Diana Callejas M/ Dr. Freddy Alafia

Universidad del Zulia Facultad de Medicina

Laboratorio Regional Referencia Viroldgica

Instituto Investigaciones Clinicas Dr. Américo Negrette.

Avenida 18 Sector Paraiso Maracaibo- Edo Zulia

Se entrega 1 copia para la participante. Se deja en archivo 1 copia para los investigadores---------------
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Condense Abstract
This study shows increased expression of MCP-1, IL-8 and lymphocytes in cervix
from patients with cervical intraepithelial neoplasia and cervical carcinoma.

ABSTRACT

BACKGROUND: Chemokines play a role in tumor-inflammation and angiogenesis
that could be involved in tumor progression. Monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1), Interleukin-8 (IL-8) and macrophage inflammatory proteins (MIP) have
been identified in tumor tissues of patients with different neoplasias. Therefore, the
aim of the current study was to investigate the expression of MCP-1, IL-8 and MIP-
la, mononuclear leukocyte infiltration and leukocyte/chemokine expression in
cervical tissues from patients with cervical intraepithelial neoplasia (CIN) and cervical
carcinoma (CC), and their relationship with human papillomavirus (HPV) infeccion.
METHODS: Indirect immunofluorescence was used to study the expression of MCP-
1, IL-8, MIP-1a and leukocyte infiltration in cervical samples from 55 patients with
CIN, 4 patients with CC and 7 normal controls. HPV-DNA and HPV types were
identified by the hybrid capture 2 HPV DNA test. RESULTS: Increased expression of
MCP-1 was observed in CIN not related to degree of neoplasia. IL-8 was observed
increased in CIN and CC. Increment of lymphocytes and coexpression of CD3/MCP-
1 and CD3/IL-8 were found in CIN and CC. MIP-1a remained similar to control
values. The incidence of HPV infection was 16% in patients with CIN and 100% in
patients with CC. No significant differences were observed in the chemokine values
from HPV-positive or HPV-negative patients. CONCLUSIONS: The increased
expression of MCP-1 and IL-8 in cervical neoplasia may lead to tumor progression
and the presence of those molecules is most likely not related to the HPV infection.

Key words: lymphocytes, chemokines, cervical intraepithelial neoplasia, cervical
carcinoma
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