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Resumen. El presente estudio fue realizado para determinar la expresién
de citocinas tipo Th1: IL-2 y IFN-y, v Th2: IL-4 e IL-6, asi como del TNF-a en
pacientes con lesiones premalignas del cuello uterino (CU) y su relacion con
la infeccion por el Virus del Papiloma Humano (VPH). Se estudiaron 30 pa-
cientes con lesiones pre-malignas del CU; NIC 1: 70%, NCI 2: 16,7% y NIC 3:
13,3%) v 9 controles con CU sanos. A cada paciente se le realizé una historia
clinica, evaluacion ginecologica que incluy6 la toma de la citologia cervico-va-
ginal (CCV) y biopsia de CU para estudio histolégico ¢ inmunolégico. Se em-
pled la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) para el estudio del VPH. La
expresion del IFN-y se encontré aumentada en pacientes con respecto al gru-
po control (5,06 = 4,7 vs 0 media = DS; p < 0,05). El TNF-a se expresé dis-
cretamente elevado en los diferentes tipos de lesiones con respecto al grupo
control (5,23 = 3,63 vs 1,55 = 2,65; p < 0,05). La IL-2 se encontré mas ele-
vada en los casos patoldgicos que en los controles (8,73 = 5,23 vs 0,33 = 1, p
< 0,05). La IL-4 se¢ expres6 de manera no significativa en tejidos patoldgicos
al compararlo con los controles (6,53 = 5,23 vs 5,77 + 7,32). La expresion
de la IL-6 fue mas clevada en las pacientes que en los controles (4,63 = 3,34
vs 0,77 = 2,33; p < 0,05). Al comparar pacientes VPH positivos con los con-
troles, solo el IFN-y (p < 0,05) y la IL-2 (p < 0,05) fueron significantes. Sélo
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el IFN-y fue significativo al comparar pacientes con o sin VPH (11,5 = 5 vs
4,07 £ 3,8 p < 0,007). La respuesta inmunitaria tipo Th1l predomina en las
lesiones premalignas, esté presente o no el VPH.

Gamma Interferon (IFN-y), Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-«)
and interleukins 2, 4 and 6 (IL-2, IL-4, IL-6) in cervical-uterine
cells of intraepithelial neoplasia: A preliminary report.
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Abstract. The purpose of this work was to determine the expression of
type Thl cytokines: IL-2 and IFNy, and Th2: IL-4 and IL-6, as well as TNF-a in
patients with precancerous lesions of the uterine cervix and their relationship
with the human papiloma virus (HPV). 30 patients with precancerous lesions
(NIC 1: 70%, NIC 2: 16,7% and NIC 3: 1.3%) and 9 normal controls were stud-
ied. A clinical history, gynecological evaluation, cytology and an uterine bi-
opsy were carried out in each patient and control. PCR was used for the diag-
nosis of HPV. IFN-y expression (positive cells/field) was increased in patients
with NIC (5.06 = 4.7 vs 0 in the control group; p < 0.05). TNFa was a little
higher in pathologycal tissues than in the controls (5.23 = 3.63 vs 1.55 = 2.65;
p < 0.05). IL-2 was higher in pathologycal cases than in the controls (8.73 =
5.23vs 0.33 £ 1, p < 0.05). IL-4 were expressed in both, patients and controls
(6.53 = 5.23 vs 5.77 £ 7.32). IL-6 was also higher in patients (4.63 = 3.34 vs
0.77 £ 2.33; p < 0.05). When the HPV status was considered, only IFN-y
(p < 0.05) and IL-2 (p < 0.05) were significantly higher in HPV positive pa-
tients (n=4) compared to controls. When HPV+ patients were compared with
HPV- patients, only IFNy was significant (11.5 = 5 vs 4.07 = 3.8; p < 0.05). In
conclusion, Type Th1l immune response prevails in patients with precancerous
lesions, whether they are HPV positive or not.

Recibido: 10-03-2004. Aceptado: 01-07-2004.

INTRODUCCION clinicas cuya evolucién es prolongada en

anos, eso conlleva a que el niimero de lesio-

El cancer de cuello uterino (CU) sigue
siendo un problema de salud a nivel mundial a
pesar de la introduccion de la citologia cervi-
co-vaginal por Papanicolaou hace mas de 50
anos. Se estima que hay mas de 400.000 casos
al ano en todo el mundo y al menos ¥ de ellos
en paises en via de desarrollo (1).

El carcinoma de CU es precedido por
lesiones pre-malignas, pre-invasivas y pre-

nes pre-malignas y carcinoma in situ sea
mayor que el namero de casos de cancer in-
vasivo (2).

Las lesiones precancerosas y el cancer
de CU se ha asociado con algunos factores
de riesgo tales como edad temprana de la
primera relacién sexual, multiples compa-
neros sexuales, edad temprana del primer
embarazo, comparieros sexuales promis-
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cuos, bajo estado socioeconémico, infeccio-
nes vaginales y cervicales, infeccion por el
virus del papiloma humano (VPH), herpes
genital (VHS), virus de inmunodeficiencia
humana (VIH), prostitucion, habito taba-
quico, anticonceptivos orales (ACO), enfer-
medades de transmision sexual (ETS), entre
otros (3, 4).

La presencia de lesiones malignas o
premalignas a nivel tisular puede originar la
infiltracion de células del sistema inmunita-
rio y junto con las células propias del tejido
iniciarse una respuesta al proceso. Estos ti-
pos celulares pueden estar representados
por linfocitos y monocitos/macréfagos (5).
La respuesta inmunitaria a nivel local pue-
de ser del tipo Thl que incluye: Interleuci-
na-2 (IL-2), factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) e interferon gamma (IFN-y) del
tipo Th2 con IL-4, IL-5, IL- 6, IL-9, IL-10,
IL-13) o ambas (6). El VPH es considerado
como un factor importante en el origen y
evolucion de las lesiones pre-malignas de
CU, sin embargo, la exposicion al virus es
necesaria pero no suficiente para originar o
causar una neoplasia intraepitelial cervical
(NIC) (7). Scott y col. (8) encontraron que
el patréon de respuesta inmunitaria tipo
Th1, a través de las expresiones de IFN-y e
IL-2, esta asociado con la presencia del VPH
en tejido cervical. Al-Saleh y col. (9) demos-
traron que la progresion a cancer de las
NICs estuvo asociada a una respuesta inmu-
noregulatoria tipo Th2 (IL-4, IL-6). Wu y
cols. (10) en estudios in vitro, demostraron
que el TNF-a, ademas del IFN-y y la 1L-2 tie-
nen un papel critico en la regulacion de la
susceptibilidad de los queratinocitos cervi-
cales a la infeccién por el VPH en pacientes
con NIC 2 y 3.

El objetivo de esta investigacién con-
sisti6é en determinar el patrén de citocinas
tipo Thl y Th2 a nivel celular en tejidos
procedentes de lesiones premalignas de CU,
asi como establecer la relacion de los ha-
llazgos tisulares con la infeccion por VPH.

PACIENTES Y METODOS

Se estudiaron 30 mujeres (n=30) con
lesiones pre-malignas de cervix y 9 contro-
les (n=9) voluntarias con cuello uterino sa-
nos que acudieron a la Consulta de Patolo-
gia del Cuello Uterino del Hospital Manuel
Noriega Trigo y del Ambulatorio La Victoria
en Maracaibo Estado Zulia, Venezuela.

A cada paciente se le realiz6 una la his-
toria clinica previo consentimiento infor-
mado para participar en el proyecto, y con
énfasis en la historia gineco-obstétrica, un
examen ginecoldgico, el cual consistié en
toma de la citologia cervico-vaginal (CCV),
un hisopo para el diagndstico molecular del
VPH y la exploracién colposcopica del exo-
cervix con la toma dirigida de la biopsia de
CU. El Comité de Bioética de la Facultad de
Medicina de la Universidad del Zulia, apro-
b6 el presente protocolo propuesto. Se ex-
cluyeron aquellas pacientes que tuviesen al-
gun tratamiento ablativo del cuello uterino
como antecedente.

La muestra del hisopo se tomé sobre la
atipia colposcopica y de la unién esca-
mo-columnar del CU. Con la biopsia dirigi-
da se tomaron dos fragmentos de la atipia
colposcopica, uno para el estudio histol6gi-
co, el cual fue colocado en formalina al
10%, incluida en parafina para la realiza-
cion de cortes de 6 p y tenidos con hemato-
xilina-eosina. El otro se incluy6é en el com-
ponente OCT (Tissue Tek, Miles Inc¢ Diag-
nostic, Kankakee, Il, USA), el cual fue con-
gelado en hielo seco y acetona y se almace-
né a —70° C para el estudio de las citocinas
a nivel celular. La determinacién de las ci-
tocinas se llevdo a cabo mediante inmuno-
fluorescencia (11) siguiendo la siguiente
técnica: se realizaron cortes de 4 u de gro-
sor de las biopsias de CU congeladas, tanto
de las pacientes con lesion de cuello uteri-
no como de los sujetos controles. Los cor-
tes de tejido se fijaron con acetona fria du-
rante 15 minutos, luego de un lavado de 10
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minutos con buffer fosfato pH 7,2 (PBS), se
incubaron durante una hora con los respec-
tivos anticuerpos monoclonales, previa dilu-
cion de los mismos 1:100, (IgG2a de rata
anti IL-2 humana, Ig¢G1 de rata anti 1L-4
humana, IgG1 de rata anti IL-6, TNF-a e
FN-y) (Pharmigen-Becton Dickinson Co,
USA). Después de lavar los tejidos durante
10 minutos en PBS se incubaron, previa di-
lucién 1:80, con un anticuerpo secundario
de ratén anti [gG de rata-F (ab)’, conjugado
con isotiocianato de fluoresceina (Accurate
Chemical and Scientific Corporation, NY,
USA). A todas las secciones de tejido des-
pués de lavadas con PBS durante 10 minu-
tos, se les agregd una solucion de parafeni-
lendiamina en PBS y glicerol para evitar la
rapida disminucién de la fluorescencia al
ser observada en un microscopio de epiflu-
rorescencia (Olympus; Bx-Max 50, NY, USA)
con objetivo de 40X. Se contaron células
positivas fluorescentes por campo de 400X
en aproximadamente 3-4 campos de biop-
sias de cuello uterino. Las células positivas
se contaron en el epitelio y se obtuvo la me-
dia de células observadas por campo.

Se empled la téenica de la Reaccion en
Cadena de Polimerasa (PCR), utilizandose
el kit HPVFast (Pharmingen, Espana), para
la deteccion del VPH en los hisopados cérvi-
co vaginales.

Anilisis estadistico

Se empled el programa SPSS version
10. Los resultados se presentan como la me-
dia = Desviacion Standard (DS). El andlisis
estadistico se realiz6 comparando el prome-
dio de células positivas para las diferentes ci-
tocinas entre los grupos de estudio (casos vs
controles) y comparando la presencia del
VPH con las diferentes citocinas. Para la va-
riable IFN-y y la presencia de VPH se utilizo
un analisis no paramétrico de Kruskall Wha-
llis y la comparacion de medias por medio
de la prueba de U de Mann Whitney puesto
que la distribucién no fue normal. Para las

restantes variables se utilizé el analisis de
varianza de una via y la t de student para
comparaciones de medias. Se empleo el x2
para relacionar grupo de pacientes diagnos-
ticados por citologia para VPH y diferentes
grupos de lesiones estudiadas. Se conside-
ran significativos los valores de p < 0,05.

RESULTADOS

Se estudiaron 39 mujeres, dentro de
las cuales 30 presentaron alguin tipo de le-
sion premaligna de cuello uterino: 21
(70%) con NIC 1, 5 (16,7%) con NIC 2 y 4
(13,3%) con NIC 3, y 9 mujeres sanas selec-
cionadas como controles para el estudio.

Sé diagnosticdé la presencia del VPH
mediante citologia cervico vaginal (CCV)
en 14(36%) casos de los 39 estudiados de
los cuales 9 (64,3%) fueron NIC 1, 2
(11,3%) NIC 2 y 3(21,4%) fueron NIC 3,
mientras que el estudio molecular por PCR
determiné la presencia del virus solamente
en 4 casos (10,3%), coincidiendo sélo 2 ca-
sos con los detectados por CCV (5,1%). Las
4 pacientes VPH/PCR positivas presentaron
diagnéstico de NIC. Al comparar los resul-
tados del PCR con los de la CCV no se en-
contr6 correlacion estadisticamente signifi-
cativa.

La expresion del IFN-y en los tejidos del
CU de las pacientes con patologia premalig-
nas tanto en el epitelio como en el estroma,
se encontr6 aumentada con respecto al gru-
po control [5,06 = 4,7 (rango 0-18) y O, res-
pectivamente (p < 0,0001). La expresion
del IFN-y en los diferentes grados de la le-
sion cervical fue significativamente mayor
que en los controles, cuando se compararon
los grados de NICs entre si, no se encontrd
diferencia significativa entre los NIC 1y 2y
NIC 2 y 3. Mientras que entre NIC 1y 3, se
observaron diferencias significativas
p < 0,0001 (Tabla I). Asi mismo, se puede
observar que entre mas severa la lesién, ma-
yor es la expresion de IFN-y.
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El TNF-a se expres6é de forma incre-
mentada en las muestras de tejidos patold-
gicos al compararlas con los controles [5,23
+ 3,63 (rango: 0-13) vs 1,55 = 2,65 (ran-
go: 0-7)], siendo estadisticamente significa-
tiva la diferencia (p < 0,008). La expresion
de TNF-a se mantuvo homogénea en los di-
ferentes grados de NIC. Al compararlas con
los controles, se encontr6 que NIC 1 y 3
fueron significativos (Tabla I).

La IL-2 se encontr6é mas elevada en los
casos patologicos que en los controles [8,73
+ 5,23 (rango: 0-19) vs 0,33 = 1 (rango:
0-3) p < 0,0001]. Los niveles son mas eleva-
dos en las lesiones de menor grado, pero en
todos los grados la expresion de esta citoci-
na fue significativamente mas alta que los
controles (Tabla II). No se encontraron di-
ferencias en la expresion de la IL-2 entre las
diferentes NICs.

La IL-4 se expres6 en presencia o no
de algan tipo de lesion premaligna de CU,
[6,53 = 5,23 (rango: 0-19) vs 5,77 = 7,32

(rango: 0-17)]. No se encontroé significancia
estadistica al comparar los NICs entre si y
con el grupo control (Tabla II).

La expresion de la 1L-6 se incrementd
significativamente en las pacientes con pato-
logia premaligna del CU al compararla con
los controles [4,63 = 3,34 (rango: 0-15) vs
0,77 = 2,33 (rango: 0-7); p < 0,003]. La
IL-6 estuvo elevada en todos los NICs cuan-
do se compar6 con el grupo control (Ta-
bla II). Al comparar la expresion de la IL-6
entre los NICs, no se encontraron diferen-
cias.

Al comparar la expresion de las dife-
rentes citocinas estudiadas, el IFN-y y la
IL-2 se encontraron elevadas en las 4 pa-
cientes con algian grado de NIC que presen-
taron VPH, diagnosticado por PCR, con res-
pecto al grupo control (Tabla III). Asi mis-
mo se observd la expresion significativa del
IFN-y en el grupo de sujetos VPH+ (p «
0,05) al compararlo con el grupo de sujetos
VPH- (Tabla IV).

TABLA I
EXPRESION DE CELULAS POSITIVAS PARA IFN-y O TNF-o. EN DIFERENTES GRADOS
DE LESION PREMALIGNA DE CUELLO UTERINO

IFN-y TNF-a.
NIC 1 3,76 = 3,92¢* 5,23 = 3,87
NIC 2 5,4 £ 384 48 + 3,11
NIC 3 11,54 = 4,93¢ 5,75 = 3,77
Control 0 1,55 + 2,65

NIC= Neoplasia Intraepitelial Cervical. ¢ p < 0,05 respecto al control. * p < 0,008 respecto a NIC3.

TABLA 11
EXPRESION DE CELULAS POSITIVAS PARA IL-2, IL-4 O IL-6
EN DIFERENTES GRADOS DE LESION PREMALIGNA DE CUELLO UTERINO

IL-2 1L-4 IL-6
NIC 1 9,33 £ 5,61% 6,09 = 541 4,04 = 3,69*
NIC 2 7,8 = 4,68* 6,2 £ 5,02 6,4 £ 1,51%
NIC 3 6,75 = 3,77* 9,25 £ 4,99 5,5 = 2,38%
Control 0,33 £ 1 5,77 + 7,32 0,77 = 2,33
NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical. ¥ p < 0.05 respecto al control.
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TABLA III

EXPRESION CELULAR DE DIFERENTES CITOCINAS EN TEJIDOS PROCEDENTES DEL CUELLO
UTERINO DE PACIENTES CON NEOPLASIA INTRAEPITELIAL CERVICAL VPH POSITIVOS

Y CONTROLES
VPH+ Control
INF-y 11,5 + 5* 0
TNF-a 3,75 + 2,87 1,55 £ 2,65
IL-2 8,5 = 5,68*% 0,33 =1
IL-4 7,25 = 6,7 577 £ 7,32
IL-6 3,5+288 0.77 = 2,33

VPH: virus del papiloma humano.

* p < 0.05 respecto al control.

TABLA IV

EXPRESION CELULAR DE DIFERENTES CITOCINAS EN TEJIDOS PROCEDENTES DEL CUELLO
UTERINO DE PACIENTES CON NEOPLASIA INTRAEPITELIAL CERVICAL

VPH POSITIVOS Y NEGATIVOS

VPH+ VPH-
IFN-y 11,5 + 5* 4,07 + 3,87
TNF-o. 3,75 = 2,87 546 + 3,73
IL-2 8,5 = 5,68 8,76 + 5,28
IL-4 725 + 6,7 6,42 + 5,13
IL-6 3,5 + 2,88 4,8 + 3,42

NIC: neoplasia intraepitelial cervical.

VPH: virus del papiloma humano.

* IFN+: VPH+ vs VPH—: p < 0.05

DISCUSION

El VPH es considerado una de las en-
fermedades de transmision sexual (ETS)
mas comunes y es un factor importante en
el origen y evolucion de las lesiones pre-ma-
lignas y malignas del CU, sin embargo, se
requiere de mayor nimero de estudios y ob-
servaciones para poder entender la fisiopa-
tologia de la infeccion por este virus (7).

La inmunidad celular juega un papel
critico en la infeccion por VPH y el riesgo
de cancer del tracto genital inferior. Los
primeros efectores de la respuesta inmune
al VPH son las células de Langerhans, los
queratinocitos y los linfocitos intraepitelia-
les presente en el epitelio cervical. El siste-
ma inmunolégico requiere de una secrecion

adecuada de citocinas por los queratinoci-
tos infectados y de las células de Langer-
hans, estas proteinas son mediadoras en la
reaccion inmune e inflamatoria en la infec-
cién viral (12). Como consecuencia de una
infeccion por un VPH de alto riesgo, los
queratinocitos no producen niveles adecua-
dos de citocinas igualmente las células de
Langerhans estan disminuidas en niimero y
su funcion es deficiente, la funcion de los
MHC tipo I y II esta suprimida, siendo el re-
sultado un sistema inmune deficiente con
persistencia de la infeccién viral y un creci-
miento celular no controlado. Esto se pue-
de observar clinicamente en pacientes in-
munosuprimidos (pacientes con SIDA, uso
de corticoesteroides u otras drogas inmuno-
supresoras, transplantados renales, fumado-
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ras y desnutriciéon) en quienes la expresion
del VPH esta aumentada. Es posible que en
otras ETS se pueda suprimir el sistema in-
munolégico y por lo tanto facilitar la
expresion del VPH (7).

Durante el presente estudio se observd
que la expresiéon de las citocinas Thl como
el IFN-y y la IL-2, se encontraban elevada en
las pacientes con algin grado de lesion en
forma significativa sobre los controles, lo
que sugiere que el patréon Thl seria el tipo
de respuesta de las células cervicales anor-
males, en relacion con la presencia del
VPH, corroborando lo reportado por Scott y
col. (8). La IL-2 al igual que el IFN-y, son ci-
tocinas que pueden ser producidas por las
células tumorales de algunas lineas cance-
rosas (14). En esta investigacion se encon-
tré que el IFN-y se incrementa con la severi-
dad de la NIC al contrario de la IL-2; sin
embargo, la IL-2 pudiera tener un efecto es-
timulante en la produccion del IFN-y (12,
13). Pao y col. (15) reportaron que el IFN-y
puede jugar un papel en la patogénesis de
cancer del CU puesto que la reduccién de
su expresiéon puede influir en el proceso in-
flamatorio e inmunitario del cancer. El pre-
sente estudio demuestra lo contrario, la ex-
presion del IFN-y es mas acentuada a medi-
da que aumenta el grado de la lesion; esto
pudiera interpretarse como una respuesta
de las células ante la severidad de la misma.

La expresion del TNF-a en el tejido pa-
tologico de las pacientes con NICs se en-
contr6 mds elevada que en los controles,
sin embargo, no se modificé segin la severi-
dad de la patologia. Estudios anteriores re-
portaron que el TNF-a se expresa en los
queratinocitos basales de cuellos uterinos
normales, y se sobre expresa en muestras
de NIC de bajo y alto grado, en ausencia de
VPH (16, 17).

La expresion de las células 1L-4 positi-
vas en los pacientes comparadas con los
controles no presento diferencias significa-
tivas. La IL-4 forma parte del patrén Th2 y

la expresién de esta citocina a nivel de la
patologia maligna del CU es controversial.
Al Saleh y col. (9) encontraron esta citoci-
na elevada en pacientes con NIC 3. Scott y
col. (8) mencionan que la IL-4, ademas de
la IL-1, IL-6, TNF-a, entre otras, se produ-
cen en circunstancias normales por los que-
ratinocitos cervicales, lo que pudiera expli-
car la presencia de dichas citocinas en au-
sencia de procesos patoldgicos del cuello
uterino. Fernandez y col (18) hallaron nive-
les elevados de IL-4 en pacientes con lesio-
nes premalignas del CU, los cuales aumen-
taban su expresion de acuerdo al grado de
la lesion y a la presencia del VPH.

De forma similar la IL-6 se encontr6
elevada con respecto al grupo control,
igualmente, cuando se compararon cada
grado de NIC con el control, también se en-
contré significancia estadistica, no obstan-
te, cuando se compararon entre si los dife-
rentes grados NICs, los niveles de IL-6 entre
las neoplasias fueron similares. Al Saleh y
col. (9) encontraron resultados similares en
pacientes con lesiones premalignas de alto
grado y en ausencia viral. Tjiong y col. (17)
demostraron la presencia de IL-6, en lesio-
nes de cuello uterino en del VPH y cuyos ni-
veles aumentaron conforme evolucionaba la
lesion hacia la malignidad, fenémeno no ob-
servado en este estudio. Moela y col. (19)
encontraron niveles elevados de IL-6 en pa-
cientes VPH+ que aumentaban de acuerdo
a la severidad de la lesion.

El diagnostico del VPH en CCV demos-
tré que no es el método mas adecuado para
el diagnoéstico viral, solo dos casos de CCV
positivo al virus fueron confirmados por la
técnica de PCR. Un alto porcentaje del
diagnostico del VPH en CCV viene dado por
la presencia de células coilociticas como si
fuese una caracteristica casi patognomoni-
ca de la infeccion viral. Koss y col. (20) han
sugerido que las células coilociticas se pue-
den encontrar en otros procesos inflamato-
rios vaginales y cervicales tales como infec-
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ciones por tricomonas, candidas, Chlamy-
dia trachomatis, entre otros. Igualmente el
estudio so6lo determiné la presencia del vi-
rus en 4 casos de 39 (10,3%), probablemen-
te la baja incidencia se deba al namero de
pacientes estudiados.

En conclusion, este reporte preliminar
determiné que la respuesta inmunitaria tipo
Th1 es la predominante en las lesiones pre-
malignas, en presencia o no del VPH, encon-
trandose la expresion de IFN-y relacionada
con la severidad de la lesion premaligna. Los
niveles de IL-6 que es un patrén de respues-
ta inmunitaria Th2 y el TNF-a (comparte ac-
tividad biologica con IL-6) se encuentran
elevadas en pacientes con NICs pero sus ni-
veles se mantienen estables independiente-
mente de la severidad de las lesiones del CU.
Estos resultados corroboran los hallados por
otros autores pero se requiere un mayor nu-
mero de pacientes con lesiones premalignas
de CU en presencia del VPH para la obten-
cion de resultados de mayor significancia.
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