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Resumen: Se evalué6 la expresion de proteinas dependientes de genes en
el epitelio cervical, en la neoplasia intraepitelial cervical (NIC) y en el carcino-
ma del cuello uterino (CC) a través de diversos estudios de inmunohistoqui-
mica (IHQ). Se examiné la deteccion de ciertas proteinas como p33, bel2,
C-Mye, Ki 67, Ciclinas, P16 INK4a, p21, p27, B-catenina, Wnt y MCM, en rela-
cion con la evolucion de la neoplasia intraepitelial, el carcinoma cervical y la
infeccion con el virus del papiloma humano (VPH). Se senal6 como la activi-
dad transcripcional de diversos genes provoca alteraciones de la heterocigosis
y pérdida de regiones cromosémicas que influyen en la sobrexpresion de pro-
teinas o en la pérdida parcial de la expresion de algunas glicoproteinas en la
superficie celular por la activacion de genes del VPH.

Importance of immunohistochemical studies in the diagnosis and
the prognostic evaluation of cervical intraepithelial neoplasia and
invasive squamous cell carcinoma of the uterine cervix. Review.
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Abstract. Immunohistochemical studies in cervical intraepithelial neo-
plasia and cervical carcinoma are evaluated in this review. A variety of
proteins like p53, bel2, C-Myc, Ki 67, Cyclines, P16 INK4a, p21, p27,
p-catenin, Wnt and MCM, have been related to the development of cervical

Autor de correspondencia: Jorge Garcia Tamayo. Laboratorio de Patologia Molecular Novapath, Centro Comer-
cial La Paragiiita, local 13, Prolongacion de la Circunvalacion N° 2. Maracaibo, Venezuela. Telf. 0261 742
9786. Correo electrénico: novapath@yahoo.com




242

Garcia-Tamayo y col.

neoplasia and human papilloma virus infection. It is

described how

transcriptional factors of genes induce loss of heterozygosity, numerical chro-
mosome abnormality and inactivation of gene products or the partial loss of
some membrane glycoproteins induced by oncogenic human papillomaviruses

(HPV).
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INTRODUCCION

Las displasias del cérvix, conocidas
desde hace afios, como neoplasia intraepite-
lial cervical (NIC) y el carcinoma infiltrante
del cuello uterino (CC), estan relacionados
con ¢l virus del papiloma humano (VPH) de
alto riesgo (1, 2). El VPH interfiere en el ci-
clo celular lo que provocara cambios en on-
cogenes, y terminara produciendo pérdida
de la heterocigosis, asi como pérdida de re-
giones cromosémicas especificas. Estas evi-
dencias, parecieran senalar el probable pa-
pel de algunos genes supresores de tumores
en la génesis del CC (3-5).

La expresion de diversas proteinas de-
pendientes de genes en el epitelio cervical,
puede ser evaluada a través de la técnica de
inmunohistoquimica (IHQ). Mediante esta
técnica, se han examinado proteinas como
p53, bel2, CG-Mye, Ki 67, Ciclinas, P16
INK4a, p21, p27, B-catenina y MCM en NIC
y en CC. Algunos resultados de estas inves-
tigaciones han creado expectativas entre
quienes aspiran lograr evidencias para pre-
cisar el pronéstico de NIC y del CC y su re-
lacion con el VPH. En este trabajo, se reviso
y se evalu6 el estado actual de estos estu-
dios inmunohistoquimicos.

p53

La proteina oncosupresora p53 se sabe
que funciona como guardian de la integri-
dad del genoma de la célula huésped y esta
encargada de que el ciclo celular progrese
tras comprobar que ¢l genoma esta intacto.

La proteina p53 es producto del gen P53 y
ante cualquier dano del ADN, se expresard
como consecuencia del freno del ciclo celu-
lar a través de p21, un inhibidor del ciclo
que provoca fallas en los mecanismos de
proliferacion celular y en la apoptosis. La
muerte celular programada en la infeccion
por VPH, es interferida a través de p33 por
el encogen E6 por el bloqueo del ciclo celu-
lar inducido por el inhibidor de la cinasa
dependiente de la ciclina p21 y por Bax.
Bax es una proteina proapoptdtica presente
en los epitelios indiferenciados que también
puede ser degradada por E6 a través de la
ubiquitina (6). Se sabe que p53 es inactiva-
da por la oncoproteina supresora del VPH
E6, la cual se une a la proteina p33, y pro-
mueve su degradacion, por lo que su fun-
cion se altera durante la infeccion con VPH
de alto riesgo, sin que se produzca una ver-
dadera mutacion del gen (7-9). La proteina
p53 no se expresa en el epitelio cervical nor-
mal. No siempre se observa inmunomarcaje
para la proteina p53 en CC, y la experiencia
nuestra en este sentido, ha sido similar a la
de otros investigadores (10); sin embargo al-
gunos consideran que la presencia de p53 se
incrementa con los grados de NIC y con la
malignidad, por lo que han planteado que
esta proteina deberia detectarse en el CC
(11-13). Segun otros investigadores, a pesar
de que la infeccion con VPH de alto riesgo
es la responsable de la sobreexpresion de
p53, la expresion de esta proteina no puede
considerarse como un factor de valor pro-
nostico (14), y finalmente, para otros, no
pareciera existir ninguna relacién directa
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entre la positividad para VPH y el inmuno-
marcaje para pS3 (10, 15, 16).

Bel 2

La expresion de bel 2 en el cuello ute-
rino normal, es escasa, sin embargo se ha
descrito un incremento de la misma en NIC
y en carcinomas (17), por lo que se ha su-
gerido que la expresion de bel 2 y de p53
esta relacionada con la infeccion con VPH
de alto riesgo (15). Sin embargo, en el es-
tudio del CC y de su relacion con pS3 y bel2
algunos investigadores presentan resultados
contrapuestos que solo pueden ser signifi-
cativos si se examinan desde un punto de
vista estadistico (18), no obstante segin
otros, con estos anticuerpos no es posible
predecir su evolucion y menos aiin las pro-
bables metastasis (19).

C-Myc

Las proteinas C-Myc y Ki 67 aumentan
su expresion con la proliferaciéon celular
presente en NIC y en CC, pero sus resulta-
dos no pueden considerarse como de valor
pronéstico (20). Existen escasos estudios
sobre C-Mye y el CC, por lo que hasta ahora
pareciera no existir una relacién aparente
entre C-Myc y VPH 16-18 (11, 20).

CICLINAS

Las ciclinas son moduladores del ciclo
celular, algunas estan relacionadas con el
gen del retinoblastoma (RB) y acttian inac-
tivando la pRb. La oncoproteina E7 del VPH
interacciona con el gen RB que controla los
factores de crecimiento que mueven el ci-
clo celular y de esta manera inhibe su fun-
cion reguladora. Las ciclinas son metaboli-
zadas por la ubicuitina en el nicleo y pasan
al citoplasma celular durante la fase de sin-
tesis para ser destruidas. En el CC la ciclina
D1 se expresé en el citoplasma y en casos

de NIC se detect6 en el nicleo y en el cito-
plasma (10). Algunos trabajos sefalan la
importancia de la ciclina-E en diversas neo-
plasias (21), ésta se ha detectado en cancer
de mama (22) y en CC (23-25). Se ha des-
crito también sobreexpresién de ciclina-A
en NIC y en CC (26). La identificacion de la
ciclina D1 resulta til en otras neoplasias
pero su importancia no parece ser relevante
en el CC (27).

Ki 67

La expresion de la Ciclina D1 es com-
parable a la de Ki67. Debe examinarse en
detalle la posible relacion entre C-Myc y Ci-
clina D1 pues es interesante observar que
como ocurre con Ki67, tanto C-Myc como
la Ciclina D1 se asocian con una mayor pro-
liferacion celular como se observa en el CC
activado por VPH de alto riesgo (28).

pB-catenina

La Ciclina D1 y la G-Mye son dianas de
la via WNT/APC/ B-catenina Como resulta-
do de la activacién de la via WNT, se produ-
ce acumulacion de f-catenina en el citosol
del queratinocito, lo cual provoca la trans-
locacion de f-catenina al nicleo donde va a
interactuar con factores de transcripcion
implicados en la diferenciacion celular a
través de su grupo amino terminal con la
p-catenina para activar la transcripcion de
genes, como C-Myc y Ciclina D1, los cuales
definitivamente parecieran estar involucra-
dos en los procesos de proliferacién y dife-
renciacion celular presentes en el CC (29).

P16 INK4a

La p16 INK4a es un inhibidor de la ci-
clina dependiente de kinasa 4 y se sabe es
expresado tanto en NIC como en el CC (30,
31). No parecen producirse alteraciones ge-
néticas en el gen P16 en casos de CC (32).
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La actividad de p16 en células normales se
produce a través de una inhibicién de su
proliferacion. La pl16INK4a es un indicador
especifico para NIC, especialmente en lesio-
nes de alto grado y se destaca el hecho de
que éste es mas especifico que Ki67 (32,
33). La expresion de p27 y de p21 ha sido
comparada con p16 en NIC, sin que puedan
hallarse diferencias significativas (34); no
obstante, al examinar el rol de la Ciclina D1
en el CQ, se senala su importancia de valor
pronéstico en la expresién de la proteina
pl6 (35). En un estudio reciente, cuando se
examinaron casos de CC utilizando tecnolo-
gia de micromatrices para estudio de genes,
se ha detectado la pérdida de expresion de
pl6 en casos que mostraron menor sobrevi-
da, sin estar ella relacionada con la profundi-
dad de la invasion ni con las metastasis gan-
glionares (36). Debe enfatizarse que la pro-
teina p16, es un elemento de la via pl6_ci-
clinaD-cdk4/6\RB (37). En el estudio inmu-
nohistoquimico de 212 pacientes con CC es-
tudiados para pl6, p21 y p27, se demostrd
que, si bien con pl6 existen resultados espe-
ranzadores, en general estas proteinas no
pueden considerarse directamente como fac-
tores de valor prondstico para el CC (34).

p27

El ciclo celular esta controlado por
complejos proteicos compuestos por cicli-
nas y ciclinas-dependientes de kinasas (cdk)
que se dividen en dos familias estructural-
mente relacionadas; la familia Cip/kip
(p21, p27 y p57) en la cual estas proteinas
funcionan como inhibidores preferentemen-
te de c¢dk2 (complejos de ciclina A/E-cdk2),
y la familia INK4 (p15, p16, p18y p19), que
inhibe los complejos que contienen Ciclina
D (cyelin D-cdk4/6). La p27 tiene una fun-
cion reguladora que responde a sefiales ex-
tracelulares, ademdas de sus conocidas fun-
ciones en la diferenciacion celular y en la
apoptosis (38). El oncogen E7 del VPH-16

puede unirse a la p27 sin degradarla, y su
inactivacion no esta relacionada con su
transformacion oncogénica (39). Se ha des-
crito aumento de la expresion de p27 en el
epitelio normal de cuello uterino, (40) lo
cual contrasta con la expresion aumentada
de p27 en NIC y en el CC (41-43). En base a
estos hallazgos, se puede concluir que p27
no tiene valor como indicador prondstico
en el CC (34).

p21

Es bien sabido que la proteina p21
puede considerarse como la ejecutora de
p53, considerando que el gen de p21 esta
bajo el control transcripcional de p53 (44).
La expresion de p21 que estd disminuida o
ausente en células en reposo, se puede invo-
lucrar en el control de la actividad de cdk
en células proliferantes, ademas de su fun-
cién de respuesta al dano del ADN dete-
niendo el ciclo celular y participando en su
reparacion o llevando a la célula a la muer-
te celular programada. La expresion de p21
desaparece al inactivarse la proteina por ac-
cion del oncogen E7 del VPH-16 y aunque
pudiera sobrexpresarse por efecto de alguna
mutacion, su actividad no influye en el con-
trol del ciclo celular, ni tiene valor pronoésti-
co en el CC (43). También previamente se
habia senalado que la disminucién en el in-
munomarcaje de p21, podria ser un indica-
dor de mal pronostico (45). Igualmente, el
encogen E7 del VPH-16 se puede unir a la
p21 inactivada sin degradarla, lo que induce
una exagerada actividad de cdk2 a pesar de
que existan altos niveles de p21 (46).

Wnt

Las proteinas Wnt constituyen una fa-
milia de factores de crecimiento que con-
trola la proliferaciéon, la migracion arquitec-
tural y la organogénesis durante el desarro-
llo embriol6gico (47). Hallazgos recientes
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han demostrado que las proteinas Wnt tie-
nen un papel importante en el desarrollo
del cancer a través de sus receptores y de
una via que se caracteriza por la acumula-
cion de B-catenina en el citoplasma y en el
nucleo. Los niveles de f-catenina en el cito-
plasma son controlados por la fosforilacion
que induce su unién con la ubicuitina y su
ulterior degradacion (48). En ausencia de
Wnt, de glicogeno sintasa kinasa-3h (GSK-
3h) se activa y fosforiliza la f-catenina de-
gradindola. La activacion de la via de Wnt
inhibe la accion de GSK-3h y provoca el ex-
ceso de f-catenina citoplasmatica. El exce-
so de f-catenina va al ndcleo para formar
un complejo transcripcional con el Factor
de células T (TCF) el cual se sabe activa la
trancripecion de genes como C-Myce vy la ci-
clina D1 (49). Una fosfatasa PP2A esta tam-
bién involucrada en la degradacion del com-
plejo B-catenina inhibiendo la senalizacion
de Wnt a través de APC y de la axina (50).
Se ha descrito un modelo experimental de
queratinocitos cultivados en los cuales la
transformacion que el VPH ¢jerce sobre
ellos, requiere de un segundo golpe y este
estd representado por la adopcién de la via
Wnt y mas alld, ésta podria ser uno de los
mecanismos para la activacion de la trans-
formacion maligna del epitelio del cuello
uterino. La identificacién por IHQ de S-ca-
tenina podria tener un interés particular,
sobretodo en la exploracion de esta via en
NICy CC (51).

MCM

El andlisis de los resultados de estu-
dios realizados en los ratones transgénicos
K14E6 y K14E7 que expresaban los oncoge-
nes E6 vy E7 y en los que existia hiperplasia
epitelial y tumores espontaneos en la piel,
demostré como al ser éstos tratados con es-
trégenos, los roedores desarrollaron cancer
cervical (52). En estudios previos con rato-
nes transgénicos y VPH-16 se habia demos-

trado como el oncogén E7 inactivando la
pRb afectaba la expresién de la proteinas
pl07 y p130, y como también al activar la
familia de los factores de transcripcion E2F,
inducia una respuesta génica con presencia
de una proteina que fue denominda “protei-
na minicromosémica de mantenimiento7”
(MCMT7). Esta proteina representa un com-
ponente de la ADN helicasa inducido por el
gen E2F (53). La expresion de MCM7 se
producia en el curso de la enfermedad neo-
plasica en estos ratones transgénicos en
quienes la tincién por THQ estaba limitada
a las células parabasales y basales en el epi-
telio normal e hiperpldsico, pero que ocu-
paba todas las capas epiteliales en la displa-
sia y el cancer cervical. Ese trabajo demos-
tr6 en un enfoque experimental, en ratones,
que es importante indagar sobre la busque-
da de proteinas biomarcadoras que reaccio-
nen como pl6 en los casos de NIC y CC
(52). Estos estudios en ratones también de-
mostraron cierto paralelismo entre los re-
sultados con Ki67 y la Ciclina E y los obser-
vados en casos de cancer del cérvix humano
(32, 54, 55) como ya hemos comentado pre-
viamente. Otros modelos de proteinas MCM
(MCM2 y MCM5) han sido utilizados como
factores de valor prondstico en el cancer
cervical, 56) y en realidad se sabe que casi
todos los genes MCM pueden inducir los fac-
tores de transcripcion E2F (57). La inestabi-
lidad gendmica inducida por los oncogenes
virales E6 y E7 potencialmente conducen a
la apariciéon de anormalidades centrosémi-
cas (58), ambos factores, la inestabilidad ge-
nomica y las anomalias centrosémicas se
han observado en el modelo experimental de
los ratones transgénicos. Todos estos cam-
bios genémicos, son los responsables de la
expresion anormal de MCM7.

EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

Las proteinas E6 y E7 del VPH, son im-
portantes por sus propiedades oncogénicas
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ya que tienen la capacidad de inmortalizar y
transformar las células del cuello uterino y
por otra parte mantendran el ambiente ce-
lular para que el genoma viral pueda subsis-
tir mientras no se encuentre incorporado
en los cromosomas (4). Algunas de las pro-
teinas que pueden ser examinadas por IHQ
dependen de la accion de los oncogenes E6
y E7 del VPH. Con la hibridacion in situ
(HinS) y amplificando la sefial para los virus
de alto riesgo con sondas con tiramida bio-
tinilada, hoy dia es posible detectar directa-
mente en el epitelio cervical en casos de
NIC o de CC, secuencias de acidos nuclei-
cos virales tan pequefias como una sola co-
pia, lo cual hace de esta técnica un valioso
instrumento para la investigacion sobre la
infeccion y la carcinogénesis viral. Hemos
examinado la presencia de infeccion genital
con el virus del papiloma humano (VPH)
por HinS utilizando sondas biotiniladas de
ADN especificas para VPH, de amplio espec-
tro (WS) que comprende los virus tipo 6,11,
16, 18, 31, 33, 35, 45, 51 y 52; y de alto
riesgo (AR) con los virus tipo 16,18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68. Igual-
mente y por separado hemos estudiado la
presencia de VPH 16 y 18 en casos de NIC y
de CC con VPH de AR(6). Los resultados al
utilizar esta metodologia permiten una co-
rrelacion entre los casos de NIC y CC que
se estudian para detectar ¢l VPH y las diver-
sas proteinas cuya actualizacion sobre sus
estudios con THQ hemos discutido previa-
mente (4, 6).

LOS ANTIGENOS DE GRUPOS
SANGUINEOS

Las células epiteliales y las secreciones
de casi un 80% de las personas tienen cier-
tos oligosacaridos que se identifican como
antigenos de grupos sanguineos; antigenos
estos que se pueden detectar en los epite-
lios normales y neopldsicos y en sus secre-
ciones, en individuos que por ello se deno-

minan “secretores” (59-61). En estudios
previos se demostré que los antigenos de
grupos sanguineos ABH se encontraban pre-
sentes en las células del epitelio cervical
normal (62) y posteriormente se demostra-
ron en el dtero neoplasico (63-65), sin em-
bargo se ha senalado que la presencia de
isoantigenos ABO en el epitelio exo y endo-
cervical de mujeres “secretoras”, no se de-
tecta en las identificadas como no secreto-
ras (66). Desde hace casi veinte anos, E
Blasco-Olaetxea ha venido examinando el
papel de estos oligosacaridos en las neopla-
sias y en estudios recientes (67) demostra-
mos como en las lesiones premalignas de-
nominadas neoplasia intraepitelial cervical
(NIC Iy NIC II) hay pérdida parcial de la ex-
presion antigénica de ABH, mientras que en
NIC III y en el carcinoma epidermoide infil-
trante del cuello uterino, la pérdida de la
expresion de estos antigenos de grupos san-
guineos en pacientes “secretoras” es total.
La importancia de estos hallazgos y la apli-
cacion de los mismos al realizar un estudio
comparativo con diversas lectinas y con
pl6, es que relacionan la estructura de los
aztcares en la superficie de la membrana
celular con senales que son genéticamente
controladas y cuya evaluacion debe ser de
utilidad en el estudio de la carcinogénesis
del cuello uterino.

Los resultados de investigaciones so-
bre la inmunohistoquimica del cuello uteri-
no y la infeccién con el VPH aqui presenta-
dos, complementan la informaciéon perti-
nente ya publicada en estudios previos so-
bre la ultraestructura del cervix humano,
del VPH vy del cancer cervical, originalmen-
te iniciados en Maracaibo, Venezuela, en la
década de los anos 70 y 80 del pasado siglo
XX (68-71). Estudios sobre deteccion del
VPH por hibridacién in situ y avances en
Biologia Molecular realizados en el Labora-
torio de Patologia Molecular de Maracaibo
han sido comentados a través de actualiza-
ciones recientes ya mencionadas (4, 6).
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