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Prapdsito del Estudio:El cancer es una de las principales
causas de muerte en la mayoria de los paises del mundo. En
nuestro pais representa la segunda causa de mortalidad, siendo el
cancer cervical una de las neoplasias mas frecuentes. Un factor que juega un papel muy
importante en el desarrollo de esta neoplasia es la infeccién por ciertos tipos oncogénicos
de HPV, pero es claro que la infeccion viral no es suficiente para la induccidon de cancer y
son necesarios otros factores. La respuesta inmune del huésped puede ser de importancia
critica en determinar la progresion o regresidon de las neoplasias intraepiteliales asociadas a
HPV, por lo que el analisis de la respuesta inmune en ¢l microambiente del tumor puede ser

-

de importancia para el desarrollo de una vacuna ¢ inmunoterapia en cancer cervical.
Contribuciones y Conclusiones : En primer lugar se desarrollo un método basado en
la reaccion en cadena de la polimerasa ( PCR ) para determinar la presencia de HPV 16 y
18 en 30 biopsias de cancer cervical con diagndstico histopatoldgico de estadio avanzado,
la tipificacion del virus se realizd por analisis de restriccion del fragmento amplificado de
253 pb con Xbal y Accl. encontrandose HPV 16 en la mayoria de los tumores analizados (
98 % ). Se determind por RT-PCR la expresion de los genes CD4 y CD8 en los linfocitos
infiltrantes de los tumores. encontrandose que existe una expresion diferencial, con una
mayor expresion de CD8 que de CD4. Asi mismo se establecio un método de RT-PCR para
determinar la expresion de los oncogenes E6 y E7 de HPV 16. El método puede detectar
RNAm del transcrito maduro de los dos oncogenes y los transcritos de cada oncogén
generados por maduracion diterencial. La expresion de los oncogenes virales fue asociada a
los estadios mas avanzados de la neoplasia. Para analizar la expresion local de citoquinas en
tejido tumoral se establecio un métode de RT-PCR para amplificar €l mensaje de citoquinas
THI y TH2 en muestras de 20-100 de tejido. Los tumores de CaCU mostraron un patrdn de
citoquinas TH2. predominando la presencia de IL-4 y IL-10 en ¢l 80 % de los tumores. El
INF-y fue la citoquina TH! mads frecuentemente expresada. Estos datos indican una
expresi6n diferencial de citowuinas. predominando la expresion de citoquinas TH2 en los
tumores. En estos tumores la sefial de deteccion de IL-10 por inmunohistoquimica fue
encontrada en células coilocitcas v tumorales. lo que sugiere que las células transformadas
por HPV 16 son las células productoras de 1L-10. Estos datos indican que los HPV ademas
de transformar céiulas v crear una condicion de mnestabilidad para que se acumulen otras
alteraciones génicas. pueden desregular la expresion de IL-10 y crear un estado de
inmunosupresion local como una estrategia de evasion de los mecanismos de inmunidad
celular del huesped que favorece el proceso de carcinogénesis cervical.




IMPORTANCIA ¥ ORIGINALIDAD

En la actualidad, el cancer cérvico-uterino asociado a papilomavirus ( HPV ) y
el cancer mamario estan entre los problemas de salud publica mas importantes
a nivel mundial. El cancer cérvico-uterino es la enfermedad neoplasica mas
frecuente entre la poblacion femenina de paises en desarrollo; segin la
organizacion mundial de [a salud, anualmente se registran en el mundo 450,000
casos nuevos, de {os cuales aproximadamente el 45 % fallece a consecuencia de
este padecimiento. En México, la incidencia de céncer cérvico-uterino es
extremadamente alta ( alrededor del 34 % de todos los tumores malignos en la
mujer ), con una mortalidad registrada de 4,300 mujeres durante 1995; este
porcentaje tan elevado no sélo representa un grave problema de salud, si no
que, ademas constituye un reto socioecondmico de igual importancia. Por tales
razones €s necesario destinar recursos financieros encaminados a programas
sociales de orientacion y atencion de mujeres para la deteccion temprana de la
enfermedad. Es necesario también conjuntar esfuerzos entre instituciones en el
drea de la investigacion basica y aplicada con el objeto de tener un
conocimiento mas profundo del comportamiento de la enfermedad en nuestro
medio. Los datos mas recientes parecen indicar que el cancer cérvico-uterino se

produce por una secuencia de alteraciones moleculares y celulares
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acumulativas, donde participan los oncogenes virales, los oncogenes celulares,
los anti-oncogenes y el estado inmunoldgico del huésped, entre otros factores.
Sin embargo, en este momento no existen estudios que relacionen la presencia
y expresion de los oncogenes de HPV y la respuesta inmune celular local en el
cervix; determinar la influencia del virus sobre la respuesta inmune celular
permitira conocer el papel que juega la relacion de ambos factores en el proceso
de carcinogénesis cervical, asi como aportar algunos datos relacionados con la
inmunobioclogia de HPV en céancer cervical. Esto podra ser de utilidad para
desarrollar una estrategia de inmunoterapia que podria estar basada en la
estimulacion especifica de aquellos mecanismos que hayan sido bloqueados 6
inactivados por influencia de la infeccion ¢ transformacion viral. Determinar el
papel de la respuesta inmune del huésped durante la infeccién y
transformacion maligna por HPV, asi como durante la progresién del cancer
puede ser de importancia para el disefio racional de una vacuna ¢ para la

inmunoterapia en cancer cervical.
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ANTECEDENTES

PAPEL DE ONCOGENES Y GENES SUPRESORES DE TUMOR £ CANCER:

Con el proposito de conocer el papel de algunos genes en el origen y desarrollo
del cancer huimano, en los Gltimos afios se han descrito dos clases 6 categorias
de genes que cuando son alterados por mutaciones pueden contribuir al
desarrollo de cancer { Tabla No.l ). Describiremos a continuacién brevemente
el papel de estos genes con la finalidad de entender a nivel molecular esta

enfermedad.

Tablalo.[Principales Categoras debenes Celulares que Contrbuyen al Desarrollo de Cancer.

PROPIEDAD ONCOGENES GENES SUPRESORES
DE TUMOR
Numero de Eventos 1 2

Mutacionales ( dominante ) { resesivo )

Requeridos

Funcion del Ganancia de Pérdida de

Alelo Mutante funcién funcidn

Origen de la Sematica Heredado 6

Mutacién Somatica

Mecanismo de Componentes de Regulacion negativa

Accidn las vias de del

transmision de ciclo celular
senales

Ejemplos -Factores de crecimiento. |-Proteinas que regulan a
-Receptores. factores de transcripeién y
-Proteinas G. oncogenes.

- Proteinas quinasas.
- Factores de
transcripcién.
-Ciclinas.

-Factores de transcripcion.




PROTO=0NCOGENES.

La familia de los proto-oncogenes esta formada por unos 60 genes, todos ellos
altamente conservados en la evolucidn de las especies. Estos genes desempefian
funciones muy importantes en el crecimiento y proliferacion de las células,
tanto en el individuo adulto como durante el desaroilo embrionario y fetal de
los organismos { 1,2 ). Las proteinas codificadas por estos genes se encuentran
localizadas en distintos lugares de la célula y recientemente se ha empezado a
entender como funcionan las proteinas proto-oncogénicas; estos estudios han
demostrado que dichas proteinas realizan funciones especificas: algunas actian
como factores de crectmiento ( por ejemplo, sis ), otras como receptores para
factores de crecimiento, como el caso de erb-B que codifica para el receptor del
factor de crecimiento epidérmico ( EGF ). Existen otras proteinas proto-
oncogénicas ( myvc, myb, jun ) que actian dentro del nucleo de la célula, como
factores de transcripcion. El aumento en la expresion de estos proto-oncogenes
puede activar a una serie de genes que participan en el crecimiento y
proliferacion de las células. Asi, por ejemplo, la proteina myc interviene tanto
en la duplicaciéon del DNA celular, y el producto de jun ayuda a que se
incremente la expresion de varios genes, ya que actda como factor 6 proteina

activadora de la transcripcion ( 3,4 ).
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ONCOGENES CELLLARES.

Son proto-oncogenes molecularmente alterados. Una gran variedad de
productos medioambientales, con los cuales estamos en contacto diariamente (
asfalto, tabaco, radiaciones, etc. }, son carcinogénicos. Estos productos, alteran
molecularmente al DNA, lo cual puede llevar a una activacidn de los proto-
oncogenes, transformandolos en oncogenes. Entre las alteraciones mas
importantes de los proto-oncogenes podemos citar: muatacidén, amplificacion y
rearreglo génico ( 5, 6 ). El proto-oncogén c-myc se encuenira amplificado ( es
decir hay mas de 2 copias por célula ) en varios tumores humanos y los genes
ras { H-ras y K-ras ) se encuentran generalmente mutados en el codon 12 en
muchos carcinomas humanos. ‘Se ha observado que en un alto porcentaje de
tumores de diversos tipos ( mama, cérvico-uterino, cerebral ) hay alteraciones

moleculares ( amplificacion v rearreglo génico ) de myc ( 7-12).



GENES SUPRESCRES DE TUMOR (ANTIONCOGENES ).

Un tipo de alteracion genética que ocurre durante el desarrollo de un tumor es

la inactivacion ¢ pérdida de funcién de uno 6 mas anti-oncogenes ( Tabla No.2).

Tablaflo2 Prmcipales Genes Supresores de Tumor

Relacionados a Cancer.
GENE TUMOR

RB Retinoblastoma, Osteosarcoma
Leucemias linfoides, Pulmén
Mama. Ovario, Prostata.

P53 Sindrome Li-Fraumeni, Mama
Prostata. Pulmon, Colon
Vejiga. Hisado, Cerebro, etc.

WT1 Tumor de Wilms

NF-1 Neurofibromatosis
Neurofibromas periféricos

VHL Enf. von Hippel-Lindau

APC Poliposis Adenomatosa Familiar
( Colon)

DCC Colon

MSH-2 C olor;_ Estomaga, Endometrio

MLH-1, PMS [, PMS 2 | Pancreas. Vejiga. Ovario, Mama

MTS1 (pl6 ) Melanoma Familiar,
Gliobastoma, T-ALL
Mesotelioma

MTS2 {(pi5) Vejiga. NSCLC

BRCA-1 Mama. Ovario, Prdstata
Colon

BRCA-2 Cancer Pecho Masculino

Se piensa que estos genes
juegan un papel regulatorio
negativo en el control de la
proliferacion celular. Entre los
anti-oncogenes mas estudiados
podemos citar a los que
codifican a las proteinas pRb (
retinoblastoma ) y p53 ( 13 ).
Se ha demostrado que el gen
Rb suprime el fenotipo
transformado  de células

derivadas de varios tumores (

osteosarcoma, retinoblastoma y

carcinoma de prostata ) que presentan genes Rb inactivados ( 14, 15 ). El gen

Rb codofica para una proteina nuclear abundante de 110-114 kd que posee



habilidad de asociarse al DNA, esta proteina se fosforila al final de la fase Gl
del ciclo celular y se ha encontrado que la forma defosforilada seria su forma
activa capaz de inhibir la proliferacién celular ( 16-18 ).

La proteina p53 es también una fosfoproteina nuclear { 19, 20 ). Estos dos
genes supresores de tumor ( p53 y Rb ) se encuentran alterados en la mayoria
de los tumores estudiados hasta el momento ( 21-24 ). Ambas proteinas
antioncogénicas forman complejos estables con las proteinas transformantes de
varios virus tumorales de DNA ( 25, 26 ). El antigeno T de SV40, la proteina
EIA de adenovirus y la proteina E7 de los HPVs oncogénicos se unen a pRb,
mientras que el antigeno T de SV40, la proteina EIB de adenovirus y la

proteina E6 de HPV se unen a p53 (27-30 ) ( Fig. No.1 ).

Fig.NoJ Representacidn de laInteraceion de £6 y €1 de HPU 16 con p33y plb.
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La forma defosforilada de pRb es Ia que se une preferencialmente al antigeno T
de SV40, apoyando la hipotesis de que esta es la forma activa de pRb. Se ha
reportado que tanto pS53 como pRb son proteinas involucradas en la
transcripcién de una serie de genes relacionados con division celular 6

diferenciacion ( 31 ).

ONCOGENES VIRALES.

Una gran cantidad de estudios epidemiolégicos revelan que la mayor parte de
los canceres estan asociados a factores del medio ambiente. La mayoria de
estos factores inducen mutaciones en el DNA, como lo hacen algunos virus que
acthian por periodos largos y probablemente en combinacion con otros agentes.
Eista misma accion la encontramos en los carcindgenos sospechosos de causar
algunas neoplasias. Existen algunos virus que se han asociado con cancer en
humanos , en particular HTLV-1 y HTLV-II, se han relacionado con leucemia,
el virus de la hepatitis B con el cancer hepatico, el virus de Epstein-Barr con el
linforna de burkitt, herpes simplex virus ( HSV-2 ) y algunos tipos de HPVs,
son asociados con cancer genital. Algunos HPVs poseen dos oncogenes ( E6 y
E7 ) los cuales son capaces de transformar células en cultivo cuando estos
genes son fransfectados. Mediante técnicas de ingenieria genética y biologia
molecular se ha aislado e identificado, de neoplasias genitales, el DNA de

muchos tipos de papilomavirus ( 32-35).



Fig. Mo 2 0rgamzacion Genomica de
los Papilomavirus.

El

[Los genomas de los HPV
secuenciados hasta ahora presentan
una estructura basica muy similar (
Fig. No.2 ); se han identificado genes
en la region de expresidn temprana ( E
)y tardia ( L ). Los primeros codifican
para proteinas relacionadas con la

replicacion ( E1 ), transcripcién ( E2 )

y transformacion celular ( E6 y E7 ); los segundos codifican para proteinas de

la capside ( L1 y L2 ). Dichos genomas virales presentan ademas una regian

larga de control ( LCR ) conteniendo aproximadamente 1,000 pares de bases,

en la que se han identificado secuencias estimuladoras y represoras de la

transcripcion viral, La transcripeion de los oncogenes virales E6 y E7 parece

jugar un papel muy importante en la induccién y mantenimiento del estado

transformado. Los elementos regulatorios de la expresion de estos genes se

encuentran localizadosen fa LCR (36,37 ).



CATICER CERVICO=UTERIND {Ca=CUJ: Un problema de salud pabhca.

En la actualidad, el CaCU ocupa un lugar importante en las neoplasias mas
frecuentes, por lo que es considerado un problema de salud puablica a nivel
mundial ( 38 ). El CaCU es la enfermedad neoplasica mas frecuente entre la
poblacion femenina de los paises en desarrollo; segiin la organizacion
mundial de la salud , anualmente se registran en el mundo 450,000 nuevos
casos, de los cuales aproximadamente el 45 % fallece a consecuencia de este
padecimiento { 39,40 ). En México , la incidencia de CaCU es
extremadamente alta v representa alrededor del 34 % de todos los tumores
malignos en [a mujer. Durante el afio de 1995 fallecieron al menos 4,300
mujeres a consecuencia de esta neoplasia. Este porcentaje tan elevado no solo
representa un grave problema de salud en nuestro medio, sino que, ademas
constituye un reto socioecondmico de igual importancia. Por tales razones es
necesario intensificar v consolidar los programas nacionales de orientacion y

atencion de mujeres para la deteccion temprana del CaCU.
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Factores de fiesgo y Estadios Climicos.

La aparicion de esta neoplasia es asociada a una amplio rango de edad;
usualmente se presenta entre la quinta y sexta década, teniendo una media a
los 54 afios. En contraste, las lesiones intraepiteliales, las cuales son
precursoras del cancer invasor, ocurren {recuentemente en mujeres jovenes,
por abajo de los 40 afios de edad. Estas lesiones precursoras son conocidas
como neoplasia intraepitelial cervical ( NIC ) y son caracterizadas por
cambios displasticos confinados al epitelio cervical los cuales presentan
diversos grados de maduracién desordenada de este epitelio. Los tiempos en
que se presentan estas alteraciones en el cérvix son consistentes con la nocion
de que la transformacion de las células del epitelio escamoso requiere de un
largo periodo de latencia, entre 10 y 20 afios ( 41 ). Varios factores de riesgo
han sido asociados a esta neoplasia; entre los mas importantes se encuentran
las relaciones sexuales a temprana edad, multiples socios sexuales, habito de
fumar; y también se ha sugerido que los pacientes con inmunosupresion por
transplante de aloinjerto ¢ infeccion por VIH tienen un riesgo mayor ( 42, 43
). La poblacién abierta debe de estar bajo control de un programa de
deteccidén oportuna de cancer, sobre todo aquellas mujeres que han alcanzado

la madurez sexual 6 que tienen una vida sexual activa. IL.a principal
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herramienta del programa nacional de deteccidon oportuna del cancer cervical
es la prueba de papanicolaou, la cual estd disefiada para identificar personas
que tiencn lesiones cervicales premalignas 6 malignas que requieren posterior
evaluacion ( 44, 45 ). Un diagnéstico definitivo de lesion intraepitelial 6
carcinoma debe ser obtenido unicamente a partir del estudio de una biopsia de
lesiones sospechosas observadas durante la inspeccién cervical por
colposcopia. Existen varias clasificaciones citologicas de las alteraciones
cervicales determinadas por la prueba de papanicolaou; sin embargo, el
sistema de clasificacion mas ampliamente usado es el de Bethesda. Este
sistema reconoce dos categorias de anormalidades citolégicas que sugieren la
presencia de lesiones intraepiteliales ( 46 ). Estas categorias reciben el
nombre de “lesion intraepitelial de bajo grado” y “lesion intraepitelial de alto
grado”; en el primer caso tenemos una neoplasia intraepitelial cervical I { NIC
I ), la cual normalmente puede entrar en regresidon espontdnea, mientras que
las lesiones de alto grado sugieren la presencia de NIC II y NIC 11l en la
biopsia ( 47 ).

Las lesiones intraepiteliales no son generalmente visibles durante una
inspeccidén visual. por lo que su identificacion es facilitada por la utilizacion

de un dispositivo de bajo poder de amplificacion, que recibe el nombre de



colposcopio. Usando este sistema se pueden identificar anormalidades en la
mucosa del cérvix caracteristicas de NIC @& cancer invasor;, estas
anormalidades son mds facilmente visualizadas aplicando una solucidn
diluida de acido acético, la cual produce areas blanquecinas opacas en
regiones con alta cantidad en acido nucleico. Por tanto el poder de la
colposcopia radica en identificar con mayor precision areas sospechosas que
requieren andlisis de biopsia, asi como, el grado de extension de la lesion (
48,49).

El tratamiento de las lesiones intraepiteliales es determinado en base al
diagnostico histolégico y a la diseminacién de la lesion en el examen

colposcopico.{ Tabla No. 3 ).

Tabla To. 3 Manejo de Diferentes Lesiones Intraepteliales de Cervix Netermmadas
por la Prueba de Papamicolaou y Anghsis Histologico

PRUEEA DE PAPAMCOLACY | BIDPSIAPOR COLPOSCOPIA TIPC BE MANEJO

Lesion Intraepitelial NIC I Observacion
de Bajo Grado y
Seguimiento
Lesién Intraepitelial NIC I1 6 NICIII Crioterapia, Vaporizacion
de Alto Grado con Laser
Lesion Microinvasiva Biopsia en Cono

Lesién Invasiva De acuerdo a estadio




Los pacientes con NIC I documentado por biopsia no requieren posterior
tratamiento, dado que la mayoria de las lesiones se resuelven
espontaneamente. Los pacientes con NIC Il y NIC III requieren de
tratamiento para prevenir el desarrollo a estadios invasivos; existen dos
alternativas para erradicar este tipo de lesiones. La primera incluye el uso
crioterapia, vaporizacion laser y procedimiento de excision con asa elétrica.
La segunda es llamada “conizacion cervical” ¢ biopsia en cono, el cual
implica un procedimiento quirirgico con reseccion de un area en forma

conica de tejido cervical, incluyendo parte del canal endocervical ( 50 ).



Tabla No. Y Estadios Chmcos del Cancer Cervical

ESTADID|
1t

1B

¥l tumor esta confinado al atero.

Enfermedad microinvasiva.
( 5 mm profundidad vy 7 mm ancho)

Tumor mas grande que estadio IA
6 tumor visible confinado al cérvix.

Estadioll

lif

IIB

Tumor se extiende mas alla del Gtero, pero no invelucra la pared
pélvica 6 el tercio inferior de la vagina.

Tumor involucra dos tercios superiores de la vagina, sin extension
lateral al parametrio.

Tumor se extiende lateralmente al parametrio.

Estadiolll

11
B

El tumor involucra el tercio inferior de la vagina 6 la pared lateral
pélvica 6 causa hidronefrosis.

Tumor en el tercio inferior de la vagina.

Tumor en la pared lateral pélvica 6 hidronefrosis

EstadiclV
(1]
[UB

Tumor con extensa infiltraciéon local 6 presenta diseminacién a un
tejido distante.

Tumor en la vejiga ¢ la mucosa rectal.

Metastasis disrante.




El cancer cervical invasor es asintomatico, aunque los pacientes pueden
reportar descarga vaginal y sangrado vaginal poscoital. El diagnostico de
enfermedad invasiva es normalmente realizado mediante biopsia de una
lesion visible en examinacion pélvica ¢ por biopsia de una lesion observada
durante el estudio colposcépico. Los estadios de cancer cervical son
categorizados de acuerdo a criterios puramente clinicos ( Tabla No. 4 }.

Los pacientes con estadio A tienen evidencia microscopica de invasion
temprana; estos tumores microinvasivos tienen un bajo riesgo de producir
metdstasis a ganglios linfaticos y consecuentemente son de prondstico

favorable y no requieren un tratamiento radical ( 50 ).

Tabla Ne. 5 Manejoy Sebrevivencia del Cancer Cervical Micromvasor e nvasor

DIRGAOSTICO ESTADIO TRATRAMIENTO SOBREVIVENCIA AS
HISTOLOGICO CLINCO AnoS

Cancer IA Histerectomia Sencilla. >95 %
Microinvasor Biopsia en Cono.

IB6IIA Histerectomia  Radical
con Diseccién de 80-90 %
Ganglios Pélvicos.
Radioterapia

Intracavitana. 65,40y 20 %

Cancer Invasor|11B, II1, IVA | Radioterapia
Intracavitaria 20 %
( Pélvica).

IVB Quimioterapia

( Cisplatino ) con 6 sin
Radioterdpia Pélvica.
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El estadio IA es frecuentemente tratado mediante histerectomia sencilla, la
cual involucra la eliminacion del cuerpo uterino y del cérvix, sin reseccion del
paramétrio, ligamentos uterosacrales & parte de la vagina. La sobrevivencia a
5 aflos con este tratamiento sobrepasa el 95 %; la utilizacién de histerectomia
radical y radioterapia pélvica en pacientes con estado IB y IIA produce tasas
similares de sobrevivencia a 5 afios, entre el 80-90 %. Los pacientes con
estadio IB y ITA con metéstasis a ganglios pélvicos tienen una tasas de
sobrevivencia a 5 afios del 45 % y los que tienen metdstasis a ganglios
paradrticos presentan de un 10-30 % de sobrevivencia. Los pacientes con
extenso tumor locoregional tienen una alta tasa de reaparicion local del tumor
si son tratados quirurgicamente, por esta razon los pacientes con estadios 11B,
III, y IVA son tratados con radioterapia, la cual produce una sobrevivencia a 5
afios de 65, 40 y 20 %. respectivamente ( Tabla No. 5 ) ( 50 ). Los pacientes
con estadio IVB ( metastasis distantes ) requieren de quimioterapia para el
tratamiento. El agente mas activo para el tratamiento del céncer de cérvix con
metastasis es el cisplatino y sus derivados, el cual produce respuestas

favorables en aproximadamente el 20 % de los pacientes ( 51 ).



CANCER CERVICO = UTERNO Y PAPILOMAVIRUS.

Los papilomavirus son un grupo bastante amplio de pequefios virus de DNA (
gendma de 8000 pb ) que infectan e inducen papilomas en epitelios

epidérmicos y de mucosas ( Fig. No.3 ) ( 52 ).

Pig.No.3 Particula hiral iprica de los
Paplomavirys.

La replicacién del virus se encuentra
aparentemente  relacionada con el
programa de diferenciacion de las células
epiteliales, posiblemente a travez de

proteinas celulares especificas que se unen

al DNA viral y regulan la transcripcion. Se han detectado DNA de varios tipos
de HPV en neoplasias intraepiteliales de cérvix, asi como en carcinomas. Los
HPV que infectan el tracto anogenital pueden ser clasificados en virus de alto

riesgo y bajo riesgo de acuerdo a su asociacidn con el desarrollo de cancer ( 53

) ( Tabla No. 6),
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Tablaflo. 6 Oncogemcidad Entrelos Tipos de HPU y Lesion Producida

TIPODEHPY ONCOGENICIDAD TIP0DE LESION

Bajo riesgo

6. 11 Baja Condilomas v Precancerosas
Alto Riesgo

31,33,35.42.51,62, Intermedia Lesiones de Transito
58 Rapido

Alto Riesgo

16. 18 Alta Precancerosas e Invasoras

Las variedades de bajo riesgo, como los tipos 6 y 11, son comunmente
asociados con condiloma viral 6 con cambios displasticos ligeros en el epitelio
cervical ( NIC I ). los cuales normalmente no progresan a cancer invasor. Estos
tipos de virus de bajo riesgo por lo general no estan presentes en mujeres con
cancer cervical. Los tipos de alto riesgo, tales como los HPV 16, 18, 31, 33 y
35 son asociados con displasia moderada ( NIC If ) y con displasia severa 6
carcinoma in situ { NIC III ). Estos tipos de virus estan presentes en la mayoria
de los pacientes con cancer cervical. Las lesiones intraepiteliales NIC II y III
tienen un gran potencial para progresar a cancer cervical invasor. Los HPV 16y
18 son los virus mas comunes de alto riesgo que hoy en dia son considerados
como el principal factor etiologico del desarrollo de céncer cervical, dado que
aproximadamente el 85-90 % de los pacientes con esta enfermedad tienen DNA

de HPVs ( 54. 35 ). La transfeccion de DNA de HPV 16 y 18 produce



transformacion e inmortalizacion de queratinocitos y fibroblastos en
condiciones de cultivo in virre. Los analisis de mutaciones en regiones
especificas de los virus HPV 16 ¥ 18 indicaron que los genes E6 y E7 del virus
son los responsables de estas modificaciones en queratinocitos y fibroblastos.
Se ha encontrado también que muchos tumores y lineas celulares de cancer
cervical transcriben preferencialmente estos genes. Asi, desde hace varios afios,
las proteinas E6 v E7 del HPV de aito riesgo han atraido especial atencidn,
dado que representan la oportunidad de estudiar los mecanismos moleculares
de oncogénesis viral en humanos { 56 ). Actualmente, las proteinas E6 y E7 de
los HPV de alto riesgo son consideradas las oncoproteinas del virus y ambas
estan directamente involucradas en la carcinogénesis cervical, El mecanismo
molecular de accion de estas proteinas radica en su capacidad de interaccionar
con otras proteinas celulares involucradas en el control del crecimiento y

proliferacion de las células ( 57 ).
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MECARISMOS DE CARCINOGENESIS CERVICAL.: Un praceso de multiples alteraciones.

Los HPV 16 y 18 se encuentran en forma no productiva e integrados al
genoma de las células cancerosas y estan generalmente amplificados en unas
5-200 copias por célula; esto parece indicar que la integracion de los HPV de
alto riesgo esta relacionada con el proceso de malignidad de las células
normales 6 la progresion tumoral. Al momento de la integracién el genoma de
DNA viral se escinde generalmente en la region de los genes tempranos E1-
E2; Sin embargo, los sitios de insercion en el DNA celular son variados y a
pesar de que no existe un patron caracteristico ocurre en sitios fragiles (57 ).
El DNA de HPV se ha encontrado en una posicidn muy cercana a la
localizacién de algunos protooncogenes celulares, tales como: c-myc, c-raf, c-
src. Ademas se ha demostrado que la integracion no solamente puede ser en
la cercania a estos genes celulares, sino que la insercion puede ser intragénica
como en el caso de e-myc produciendo alteracion en el oncogén y presentando
rearreglo y amplificaciones { 8-11 ). Otras alteraciones génicas que han sido
detectadas pueden jugar un papel muy importante, tal es el caso de la
alteracion en la expresion de Ha-ras y amplificacidén del oncogén erbB-2 (
HER / neu ) que son asociadas con un pobre prondstico en esta neoplasia ( 12

). Como se menciond anteriormente la expresion de los oncogenes E6 y E7



esta directamente relacionada a la transformacion de la célula infectada por
HPV; la capacidad transformante de las proteinas E6 y E7 se debe
principalmente a la propiedad de interaccionar con proteinas celulares
involucradas en el control del crecimiento y proliferacion celular. La proteina
E6 forma complejos estables con la proteina p53, una de las proteinas
supresoras de tumor mas ampliamente estudiadas; la proteina E7 interacciona
con la proteina pRb ( 57 ). La asociacion de las proteinas virales E6 y E7 con
los genes supresores de tumor mencionado produce una pérdida de la funcion
de estas proteinas supresoras de tumor en la célula infectada ( 57 ). La pérdida
de la funcién de genes supresores de tumor es una de las alteraciones mas
frecuentemente encontradas en los procesos de carcinogénesis; asi, las
proteinas oncogénicas de los HPV bloquean el papel regulatorio negativo en
el control de la proliferacion celular llevado a cabo por las proteinas
supresoras de tumor ( 38 ). La proteina p53 se asocia actualmente con una
funcion clave dentro del ciclo celular, como guardian del genoma durante este
proceso, asi como de algunas condiciones que representan para la celula un
riesgo elevado de producir alteraciones en el genoma y ademas participa en el
proceso de muerte celular programada ( apoptosis ) ( 59 ). Dadas las

funciones de p53 en las células epiteliales infectadas por HPV, se puede
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suponer que la expresion del oncogén E6 facilita las condiciones de
inestabilidad gendmica para que se generen subsecuentemente alteraciones
en oncogenes u ofiros genes supresores de tumor; asi mismo se puede
establecer que la pérdida de la funcion de p53 en células infectadas por HPV
puede inducir el bloqueo de un proceso de apoptosis mediado por p53 ( 60, 61
). En resumen los oncogenes virales pueden inducir un bloqueo de los
sistemas que controlan las funciones de crecimiento y proliferacion, asi como
un bloqueo en las funciones celulares que controlan la muerte celular. La
expresion de los oncogenes E6 y E7 es necesaria para la induccion del
fenotipo transformadoe de la célula epitelial infectada, pero no son suficientes
para la induccion del cancer, por lo que otros factores pueden ser necesarios,
tales como, las alteraciones en oncogenes y genes supresores de tumor. Los
factores anteriormente mencionados funcionan a nivel intracelular; para el
desarrollio del cancer es posible que existan otros niveles de control
extracelular de igual importancia en el proceso de carcinogénesis cervical ( 62
). Uno de los factores extraceiulares que puede jugar un papel importante en
determinar la progresion ¢ la regresién de neoplasias intraepiteliales
cervicales es la interaccion a nivel celular y molecular entre los linfocitos

intraepiteliales y las células transformadas por HPV. Las interacciones en el



cérvix entre los elementos del sistema inmune del huésped y las células
epiteliales transformadas por los oncogenes E6 y E7 de los HPV de alto
riesgo es actualmente de mucha importancia para ¢l desarrollo de una vacuna

0 para la inmunoterapia del cancer cervical ( Fig. No. 4 ) ( 63).
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LARESPUESTAINMUNE EN CANCER CERVICO= UTERING.
RESPUESTA INMUNE HUMORAL.

Datos historicos de regresiones espontaneas de lesiones cervicales han
documentado que el huésped desarrolla una respuesta contra los HPV
relacionados a infecciones genitales; en dicho proceso han sido implicados
tanto los mecanismos humorales como celulares del sistema inmune ( 64 ).
Uno de los requisitos primordiales para realizar estudios serologicos contra
infecciones virales, es contar con un sistema de obtencion de antigenos virales
purificados; en el caso de HPV esto represento el principal obstaculo por la
falta de un sistema apropiado para propagar el virus en cultivo, de tal manera
que los estudios pioneros de la respuesta inmune humoral especifica contra el
HPV fuecron realizados con viriones obtenidos por purificacion en gradientes de
densidad de tejido infectado ( 65 }. Los problemas con estos estudios son la
pureza de las preparaciones de antigeno para determinar la respuesta serologica
del huésped, la heterogeneidad de la poblacion estudiada, tanto en edad, como
estado inmunologico v tipo de mnfeccion por HPV. Estos estudios deberian ser
reconsiderados en este marco conceptual con el objeto de no incurrir en
apreciaciones equivocadas en relacidn a la respuesta inmune del huesped contra

HPV ( 65 ). Los problemas mencionados llevaron al desarrollo de la tecnologia



necesaria para producir proteinas virales especificas in vifro; en general los
sistemas usados involucran vectores de expresion en los cuales una secuencia
de DNA de HPV es clonada en una orientacidn apropiada para ser inducida en
cultivo bacteriano; la proteina traducida es producida como una proteina de
fusién, la cual al ser purificada puede ser utilizada como antigeno 6 para la
produccion de anticuerpos especificos en animales de laboratorio ( 65 ). Otra
de las tecnologias desarrolladas es la utilizacién de péptidos sintéticos que
corresponden a epitopes de algunas proteinas virales reconocidos por linfocitos
T OB (epitopes de T 6 epitopesde B ) (65 ).

Uno de los primeros estudios utilizando esta tecnologia, fue realizado por
Jenison y cols. analizaron la respuesta serologica en mujeres con cancer
cervical a las proteinas E7 v L2 de HPV16. La seroreactividad a E7 fue del 24
% en las pacientes y 14 % en los coniroles, mientras que la seroreactividad a L2
fue 26 % en pacientes contra 17 % en los controles { 65 ).

Jochmus-Kudielka y cols, estudiaron la respuesta del huésped a las proteinas
E7 y E4 de HPV16 en un grupo de pacientes con lesiones precursoras de alto
grado y carcinomas invasores; el 21 % de las pacientes fueron seropositivos a
E7 contra el 1.6 % en los controles, mientras que la seropositividad a E4 fue

igual en las pacientes como en los controles ( 66 ).



Koechel y cols estudiaron la seroreactividad en un grupo de pacientes con
cancer cervical y controles a las proteinas .1, .2, E4 y E7 de HPV 16 y 18, la
reactividad para E4 y E7 fue del 63 % en los pacientes con cancer cervical y del
9.8 % en los controles, mientras que la reactividad a las proteinas tardias en los

dos tipos de virus fue del 57 % en las pacientes y del 44 % en los controles ( 65

Dillner y cols., han realizado una serie de estudios diseftados para identificar
epitopes lineares que reaccionen preferentemente con el suero de pacientes con
neoplasia cervical ( 67-69 ).

En un primer estudio evalué un epitope localizado en la region E2 de HPV 16
contruyendo un péptido sintético y determiné la seroreactividad por ELISA en
el suero de pacientes con neoplasia cervical, el 78 % de las pacientes con
precancer O cancer invasor mostro reactividad, mientras que sélo el 21 % de los
controles tenian reactividad ( 67 ).

En un subsecuente estudio examino epitopes especificos en las proteinas L1 y
L2 de HPV 16 en el suero de pacientes con carcinoma cervical, por ELISA
encontro que el 60 % de los pacientes reconocieron epitopes encontrados en la

region L1, en contraste al 7 % en el grupo control ( 68 ).



De los los estudios para mapear epitopes especificos de cancer cervical se
pueden concluir las siguientes ascveraciones:

1.- En la mayoria de los casos la reactividad inmune es debida a una
inmunoglobulina de tipo A.

2.- Las proteinas 1.1, E2 y E7 contienen epitopes que son fuertemente asociados
con cancer cervical; la regidn E2 muestra reactividad en el 87 % de los casos.
3.- Existe reactividad en individuos saludables a epitopes localizados en la
porcion carboxilo terminal de las proteinas L1 y L2.

4.- Las proteinas E1 y E5 son virtualmente no reactivas.

Young Son y cols, han encontrado que la reactividad a las proteinas E6, E7 y
L1 de HPV 16 puede ser considerada como marcadores especificos del virus y
de neoplasia cervical; el 33 % mostrd seroreactividad a E6, el 36 % a E7 y el 37
% a L1, mientras que la reactividad a E2, E4 y 1.2 fue considerada baja ( 65 ).
Baay y cols, han encontrado recientemente que la reactividad a un epitope
sintético de la proteina E7 de HPV 16 disminuye despues del tratamiento en
pacientes con cancer cervical; asi la disminucion de la reactividad a un epitope
sintético de E7 esta ligada al curso de la enfermedad y al pronéstico después
del tratamiento ( 71 ).

Existen hasta este momente un sin nimero de estudios relacionados al andlisis

de la presencia cn el suero de pacientes con cancer cérvico uterino de

anticuerpos contra las proteinas de los HPV de alto riesgo; de todos ellos se



pueden resaitar los siguientes aspectos que confirman el desarrollo de una
respuesta inmune mediada por anticuerpos:

a.- Identificacidon de epitopes reconocidos por linfocitos T y B en la proteina
E7 de HPV 16 (71).

b.- Correlacion de la seroreactividad a la proteina E6 de HPV 16 y cancer
cervical ( 72 ).

c.- Correlacion de la seroreactividad a la proicina E7 de HPV 16 y cancer
cervical ( 66 ).

d.- Seroreactividad a las proteinas E6 y E7 de HPV 16 puede ser considerada
como un marcador de cancer cervical invasor asociado a HPV 16 ( 73 -75).

Sin embargo, existen cuestionamientos que ponen en duda el valor de la

seroreactividad a las proteinas de HPV en cancer cervical, a continuacion

mencionamos algunos de ellos:

La seroreactividad es especifica del tipo de HPV?

Es la poblacién normal un control negativo a HPV?

La seroreactividad identifica la ruta de exposicion?

Los estudios serolégicos explican la naturaleza de expresion de los genes de

HPV?

Los estudios seroldgicos pueden ser usados para prevenir el cancer invasor?

La tendencia actual es desarrollar estudios seroldgicos con poblaciones de

pacientes perfectamente controladas y homogéneas en relacion al tipo de HPV




infectante determinado por metodologia de PCR, diagnostico preciso del
estadio de la enfermedad, etc., asi como el uso de una nueva tecnologia para
producir antigenos virales nativos usando ul sistema de expresiéon de
baculovirus. Esta clase de estudios con metodologia mas precisa y con
antigenos virales mostrando epitopes naturales, quizas reflejen el verdadero
significado y valor de la respuesta inmune mediada por anticuerpos contra los

HPV asociados a cancer cervical ( 76, 77 ).
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RESPUESTA NMUNE CELULAR.

Los mecanismos celulares de la respuesta inmunolégica han sido considerados
como los mas importantes en el reconocimiento y destruccion de células
infectadas por virus, asi como, de células neoplasicas alteradas ( 78, 79 ). Por
tales motivos ha sido importante determinar cual es el papel que juega la
respuesta inmune celular en cancer cervical. Los primeros estudios realizados
fueron enfocados a analizar a nivel morfoldgico la presencia de linfocitos y
otras células que participan en el desarrollo de una respuesta inmune en tejido
infectado por HPV (80, 81).

Motris y cols., estudiaron la presencia de células de langerhans en verrugas
genitales; ellos observaron que el numero de células y su distribucion varia
considerablemente, estas células participan en el procesamiento de antigenos y
presumiblemente en la activacion de linfocitos infiltrantes del tejido cervical.
La conclusion de este estudio explica que la variabilidad de células de
langerhans observada puede reflejar las diferencias en la respuesta del huésped
a la {esion asociada a HPV (82).

van Nagell v cols., han encontrado que la infiltracién de linfocitos en cancer
cérvico uterino fue asociada con un pronodstico favorable del curso de la

enfermedad ( 83 ).
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Syrjanen y cols., asi como, Chardonnet y cols., encontraron por estudios de
inmunohistoquimica la presencia de infiltrados celulares en lesiones
precursoras cervicales asociadas a HPV, estos infiltrados estan formados
principalmente por linfocitos T y linfocitos B ( 84, 85 ).

Cauda y cols., evaluaron el estado inmunologico de pacientes con condiloma
acuminado, con ¢l objeto de conocer el estado general de respuesta inmune del
huésped en lesiones asociadas a HPV. Ellos encontraron en los pacientes una
disminucion en el radio de células cooperadoras/células supresoras vy
demostraron también una reduccién en la actividad de células asesinas
naturales ( NK ), una disminucién en la produccién de interleucina-2 y de
interferén-y ( 86 ).

Nakano y cols., han encontrado que la infiltracion de células de langerhans en
cancer cérvico uterino tiene un significado pronéstico positivo ( 87 ).

Nakano y cols. han estudiado el papel de las células de langerhans y los
linfocitos T infiltrados en céancer cérvico uterino y han demostrado que la
infiltracion de linfocitos T debe ser considerada de importancia para un
pronostico favorable en cancer cervical, mientras que la infiltracion por

linfocitos B no debe ser considerada de esta forma ( 88 ).



Los estudios anteriormente mencionados comprueban que el estado de la
respuesta inmune celular de los pacientes 6 la infiltracidén de linfocitos en el
tejido tumoral juegan un papel importante en cancer cervical. Asi, se ha
encontrado que el huésped desarrolla una respuesta inmunologica mas que
inflamatoria en sitio donde se encuentra la lesidon, dado que los infiltrados
celulares encontrados estan formados por células de langerhans, linfocitos T y
B, encontrandose una mayor poblacion de CD8", que de CD4™ ( 90-93 ).

Los estudios que se han realizado para evaluar la respuesta inmune sistémica
en pacientes con lesiones de HPV indican que estos presentan profundos
defectos en algunos mecanismos efectores de la respuesta inmune celular (
93-95 ). Estos estudios indican que los pacientes infectados con HPV y con
céncer cervical presentan una profunda depresion de la respuesta inmune
celular sistémica, la cual parece ser secundaria al desarrollo del cancer, pero
establece que las células neoplasicas no pueden ser eliminadas del huésped
porque no existe un sistema inmune intacto capaz de realizarlo. La
importancia de la respuesta inmune en el origen y el desarrollo del céncer
cervical se demuestra por la existencia de una alta probabilidad de aparicion
de una neoplasia genital por HPV en condiciones donde prevalece un estado

de mnmunosupresion en el huésped ( 96-99 ). |
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Otros estudios han sido dirigidos a Ia identificacion de las proteinas virales de
HPV vy sus epitopes que inducen preferentemente una respuesta mediada por
linfocitos T. Asi por ejemplo, Strang y cols., Tindle y cols., y Comerford y
cols., han identificado que en las oncoproteinas E6 y E7 estan localizados los
principales determinantes antigénicos que inducen una respuesta mediada por
linfocitos T ( 100-102 ). Las dos oncoproteinas parecen comportarse como
antigenos especificos de rechazo de tumor, dado que Chen y cols. han
demostrado que tanto, E6 como E7 de HPV 16 son capaces de inducir la
activacidn de linfocitos T citotoxicos CD8" que pueden inducir la regresion de
tumores in vivo ¢ la destruccidn especifica in virro de células tranformadas por
estas oncoproteinas virales (103-105 ).

Se ha estudiado la capacidad de los péptidos sintéticos para inducir la
activacion de los linfocitos T citotoxicos con excelentes resultados, los péptidos
sintéticos utilizados corresponden a epitopes de T presentes en la oncoproteinas
E6 y E7 de HPV 16, Esios estudios generan la posibilidad de desarrollar
estrategias de vacunacion basadas en péptidos inmunogénicos en pacientes con
cancer cervical ( 106- 110).

Actualmente una de [as estrategias para el desarrollo de vacunas contra el

cancer se basa en la identificacion de antigenos. especificos de tumor que sean



eficientemente reconocidos por los linfocitos T, estos antigenos pueden
representar una variedad muy amplia; una de las categorias de antigenos
potencialmente importantes es representada por los oncogenes celulares
rearreglados ¢ mutados, los oncogenes virales y los genes supresores de tumor
mutados, que se presentan con mucha frecuencia en los tumores humanos;
algunos estudios para el disefio de vacunas ¢ estrategias de inmunoterapia en
cancer usando esta alternativa estan en desarrollo ( 111-112),

Pocos estudios de evaluacidén de la respuesta inmune celular local se han
realizado y no se conocen detalles de las interacciones celulares y
moleculares entre los linfocitos intraepiteliales infiltrantes en el cérvix y las
celulas transformadas. Sin embargo, existen algunos datos donde se
manifiesta la importancia del papel que juegan las interacciones entre las
células intraepiteliales transformadas por HPV y los linfocitos intraepiteliales
( 113,114 ), por ejemplo, algunos grupos han encontrado una aberrante
expresion de moléculas de clase II de MHC y una pérdida total 6 alelo
especifica de moleculas de clase I en celula epiteliales neoplasicas ( 115-118
). La perdida de expresion de moléculas de clase I de MHC parece ser debida
a un mecanismo post-transcripcional originado por la pérdida de las proteinas

transportadoras TAP! v TAP2 en el tumor (.119 ). Considerando el papel



biologico de las moléculas de MHC en la regulacion de las funciones de los
linfocitos T, B, macréfagos y células de langerhans de epitelios, se puede
establecer que la modificaciéon en la expresion de moléculas de MHC en
células epiteliales transformadas por HPV tienen una profunda repercusion en
la activacion de linfocitos intraepiteliales.

En resumen, estos datos parecen indicar que los papilomavirus también
regulan la expresion de genes o proteinas relacionadas con el funcionamiento
local de los linfocitos, es decir, modulan algunos eventos inmunologicos en el
tumor posiblemente como un mecanismo de escape de la respuesta inmune

del huésped.
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PAPEL DELAS CITOQUINAS EN CANCER CERVICAL.

Oftros estudios remarcan que las interelaciones entre células transformadas
por HPV con macrotagos y linfocitos intraepiteliales pueden jugar un papel
en la progresién del tumor; por ejemplo, la produccion local de algunas

citoquinas como el TGF-a e IL-6 por HPV ( 120, 121).

Tablallo Y Citoguinas que Inhtben la Expresion
delos Oncogenes de HPU.

Por otro lado, algunas citoquinas producidas por
INF-o
INF-y macréfagos como la JL-1, TNF-o y la proteina
IL-1
INF-ot quimioatractante de monocitos ( MCP-1 ) pueden
TGF-Bly?2
EGF regular la expresion de los oncogenes E6 y E7 de
PDGF

HPV ¢ interferir en ia transcripcion viral ( 122,

123 ). Algunas citoquinas producidas en el tumor, como el INF-a y v, ¢l
factor de crecimiento epidérmico ( EGF ), los factores de crecimiento
transformante ( TGF-B1 v B2 ) tienen la capacidad de regular negativamente
la expresion de los oncogenes virales E6 y E7 ( 124-128 ). Aunque los datos
anteriores han sido obtenidos de estudios in vitro con lineas derivadas de
cérvix O queratinocitos transformados con HPV, pueden sugerir que la

produccién en el tumor de citoquinas por células transformadas & celulas



infiltrantes del sistema inmune pueden jugar un papel importante en el origen

O progresion del proceso de carcinogénesis cervical.

PERSPECTIUAS PRRA EL DESARROLLO DE UNA UACUNA O INMUROTERARIA EN CANCER
CERUICAL:

Considerando que el factor viral { HPV's oncogénicos ) es uno de los
elementos importantes en el desarrollo de cancer cervical, existe la
posibilidad de desarrollar una vacuna antitumoral 6 de implementar una
estrategia de inmunoterapia adoptiva basada en linfocitos T citotéxicos
especificos en esta neoplasia ( 129 ). Toda estrategia de desarrollo de una
vacuna O de inmunoterapia especifica en cancer debe estar basada en
identificar antigenos tumorales especificos que permitan eliminar
exclusivamente las c¢élulas tumorales e ignorar las células normales. Existen
en forma general dos tipos importantes de antigenos tumorales que pueden ser
seleccionados para desarrollar una vacuna en céncer 6 una estrategia en
inmunoterapia, ellos son: a.- los oncogenes y antioncogenes celulares
frecuentemente alterados en las células neoplasicas. b.-  los oncogenes
virales expresados en células transformadas por virus oncogénicos ( 111-112
). Los oncogenes celulares expresan proteinas alteradas que pueden ser

reconacidas como antigenos tumorales por el sistema inmune del huésped y
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activar sistemas citotoxicos antitumorales, tal es el caso de las proteinas
celulares dertvadas de los oncogenes ras, p53 v HER/neu que pueden ser
reconocidas por linfocitos T citotoxicos y eliminar células neoplasicas que
expresan estos oncogenes { 130-136 ). Como se menciond anteriormente, en
cancer cervical el oncogén ras es frecuentemente mutado y los oncogenes
erb-B2, HER/neu son ampliticados y sobreexpresados en esta neoplasia, por
lo que representan blancos potenciales que pueden ser utilizados para el
desarrollo de estrategias antitumorales en cancer cérvico-uterino. Por lo que
respecta a [os oncogenes virales, estos expresan proteinas exclusivamente en
células infectadas y/o transtormadas y son per ende candidatos igualmente
viables para el desarrollo de una vacuna ¢ una estrategia de inmunoterapia en
neopiasias con una etiologia viral asociada ( 137 ). Como se menciond
anteriromente en cancer cervical los oncogenes E6 y E7 de HPVI6 son
requeridos para el proceso de transformacion y son altamente expresados en
carcinomas cervicales, por lo que, representan blancos potenciales para
enfocar la respuesta inmune especifica hacia estas proteinas oncogénicas y
poder distinguir las células infectadas y/o transformadas de las células
normales ( 105 ). Las proteinas E6 y E7 de HPV16 han sido reconocidas

como antigenos tumorales altamente especificos dade que son capaces de
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inducir la generacién de linfocitos T citotoxicos CD8” y estos a su vez pueden
eliminar células tumorales expresando estos oncogenes ( 103, 104, 108, 138).
Basado en los datos anteriores resulta inuy importante 1dentificar antigenos
virales expresados en las células transformadas por HPV que puedan
estimular en forma especifica subpoblaciones de linfocitos T CD4"™ y CD8",
considerande el papel que juegan en los procesos virales ( 139 ) y por la
posibilidad de utilizar estos linfocitos en procesos de transferencia adoptiva
de inmunidad celular { 137,140, 141 ). La capacidad de activar linfocitos T
citotéxicos y cooperadores con péptidos sintético correspondientes a
fragmentos de proteinas virales ha estimulado la posibilidad de desarrollar
vacunas basadas en péptidos sintéticos ( 142-145 ), ademas la activacion de
linfocitos T citotoxicos antivirales ofrece la ventaja de producir una memoria
de largo plazo y no requiere la persistencia del antigeno, caracterizticas muy
importantes en una vacuna { 146, 147 ). Como se menciond anteriormente se
han identificado epitopes de linfocitos T y B en los dos oncogenes E6 y E7 de
HPV 16, asi como en las dos principales proteinas de la capside L1 y L2 (
100-102, 104, 108, 138 ), los epitopes de T han sido definidos mediante

ensayos de proliferacion y los epitopes de B por pruebas seroldgicas.



Sin embargo, no se han caracterizado bien cuales de estos epitopes inducen Ja
generacion de linfocitos T citotoxicos y a cuales antigenos de
histocompatibilidad de clase I se asocian.

Recientemente se han identificado epitopes que inducen la activacion de
linfocitos T citotéxicos en los oncogenes E6, E7 y son candidatos para usarse
como una vacuna en lesiones cervicales producidas por HPV 16 ( 148-152 ).
En general el perfil de respuestas proliferativas y citotdxicas obtenidas con
los epitopes de T identificados varia grandemente entre haplotipos
individuales, lo cual tiene importantes implificaciones cuando se considera
que epétopes son reconocidos en poblaciones abiertas. Actualmente es
necesario realizar estudios encaminados a identificar epitopes inductores de
linfocitos T citotoxicos y activadores de linfocitos TH1 asociados a los
haplotipos de mujeres mexicanas que tienen lesiones causadas HPV 16. Una
alternativa que también se esta considerando para utilizarse como vacuna son
las particulas virales formadas por el autoensamblaje de proteinas de capside
recombinantes. las cuales son altamente inmunogénicas, pero se desconoce si
tiene la capacidad de estimular respuestas celulares mediadas por linfocitos
TH y T citotoxicos { 153-156 ). Los estudios realizados a la fecha indican que

existen candidatos viables para desarrollar una vacuna contra las lesiones



producidas por HPV 16 ( 129, 157 ), pero para realizar los primeros ensayos
preliminares en una pequefia poblacién es necesario caracterizar las
respuestas inmunolégicas sistématicas e intralesion con respecto a los

haplotipos de mujeres mexicanas con céncer cervical y lesiones de bajo

grado.
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BASES PRRA EL DESARROLLO DE UNA URCUNA PROFILACTICA PARA PREVENIR LA
NFECCION PORHPY.

La infeccién natural de los papilomavirus oncogénicos ocurre en la superficie
de la mucosa genital, la cnal se caracteriza por ser un area de muy pobre
inmunocgenicidad para el huésped; esto es reflejado en parte por la falta de
una infeccidn productiva, las imitaciones de los queratinocitos para funcionar
como células presentadores de antigeno y la co-evolucién del virus y el
huésped, dado que los papilomavirus han evolucionado para evadir la
respuesta del huésped mas que para inducirla { 129 ). Una estrategia de
vacunacion profilactica debe superar estos problemas de inmunogenicidad y
establecer una barrera inmunolégica en el epitelio anogenital dirigida a las
proteinas estructurales L1 y L2 de la cépside viral ( 129 ). Dos de las grandes
dificultades para producir antigenos de la cdpside viral para una vacuna
profildctica radica esencialmente en que los viriones de HPV no pueden ser
propagados facilmente in vitre y tampoco se pueden obtener cantidades
rasonables de viriones de las lesiones { 129 ). Recientemente se han
desarrollado estrategias para producir particulas virales { VLP ) libres de
DNA en levaduras y en otros tipos de células usando como vectores virus

vaccinia, baculovirus y virus de semliki forest { 159-162 ). Aunque parecen



existir diferencias antigénicas entre este tipo de particulas virales v los
viriones nativos, las VL.P pueden representar una fuente adecuada de epitopes
conformacionales naturales para estimular una respuesta inmune contra las
proteinas de la capside viral ( 162 ). En algunos sistemas experimentales en
animales y humanos se ha observado la necesidad de usar epitopes
conformacionales en los antigenos para inducir una respuesta Optima de
neutralizacién contra los papilomavirus, lo que apoya el uso de antigenos
vacunales con conformaciones nativas ( 163-165 ). Asi mismo, estos epitopes
conformacionales son generalmente especificos del genotipo viral, lo que
obviamente obstaculizara el desarrolio de una vacuna maultiple contra los
genotipos de HPV asociados a lesiones anogenitales de alto riesgo ( 166 ).

Existen los suficientes datos experimentales que muestran que las particulas
virales ( VLP ) formadas por proteinas de capside L1 y L2 de papilomavirus
usadas como antigenos vacunales son efectivas en producir una inmunidad
sistémica y en mucosas: dichas VLP confieren proteccion a las lesiones
inducidas por papilomavirus infecciosos { 163-165 ). Una nueva estrategia
para producir inmunidad especifica en mucosas contra las proteinas de
capside viral de papilomavirus radica en la inyeccion de plasmidos que

controlan la expresion de proteinas heterdlogas. en el sitio de la inoculacion ;

46



esta estrategia ha recibido el nombre de “Inmunizacion con DNA” y ha
demostrado que induce proteccién contra las lesiones inducidas por
papilomavirus ( 167 ). Esta estrategia puede ofrecer la posibilidad de
desarrollar una vacuna polivalente combinando el DNA que codifica para las

proteinas de cépside viral de varios genotipos de HPV.
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BASES PARA EL DESARRGLLO DE UACUNAS TERAPEUTICAS PARA ELIMINAR LA REPLICACION
INTRACELULAR DE HPU .

[.La prevencion de la infeccion es una estrategia dificil, debido a las
complicaciones de generar una inmunidad que esterilice al huésped del virus,
principalmente por que los anticuerpos neutralizantes no pueden localizar a
los viriones de HPV infracelulares. Para lograr eliminar a los wvirus
replicantes, una vacuna debe de inducir la activaciéon de linfocitos T
citotoxicos especificos de epitopes derivados de proteinas virales procesadas
intracelularmente v presentadas en el contexto de cualquiera de las moléculas
de MHC clase I del huésped { 129 ). Las proteinas de HPV L1, L2 y E4 son
principalmente expresadas en las células diferenciadas de la capa superior del
epitelio infectado por HPV. Enfocar la respuesta de linfocitos T citotoxicos a
estas células seria de poco beneficio terapéutico, porque estas células son
terminales y no se dividen, a menos que las células de la capa basal que se
autorenuevan también fueran eliminadas ( 129 ). Las proteinas blanco mas
adecuadas serian las proteinas El v E2, dado que son las principaimente
expresadas en las células epiteliales suprabasales. Estas proteinas podrian ser
expresadas a tan bajos niveles que de unos 100-500 epitopes virales podrian

ser presentados por moléculas de clase 1, por lo,que el nivel de exposicion de
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epitopes seria insuficiente para convertir a estas células en blanco del ataque
de los linfocitos T citotéxicos. Las vacunas que estén disefiadas para inducir
una respuesta celular dirigida a células diferenciadas y células suprabasales

infectadas con HPV deberfan de ser mas efectivas ( 129 ).
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BASES PARA EL DESARROLLO D€ UACUMAS TERAPEUTICAS PARA CONTROLAR CELULAS
TUMORALES -

Como se ha mencionado anteriormente la expresion de las proteinas
oncogénicas E£6 y E7 son necesarias para mantener a las células epiteliales del
cérvix en un estado transformado. Estas proteinas han sido detectadas como
antigenos especificos de tumor y por ende representan blancos adecuados
para una vacuna dirigida a controlar tumores inducidos por HPV. Las células
tumorales podrian ser eliminadas por una vacuna que esfimule linfocitos T
citotoxicos especificos para E6 y E7 aun con la presion selectiva
predominante en el huésped inmunocompetente donde se han creado
condiciones para minimizar la presentacion de proteinas oncogenicas de
HPV: dichas condiciones inhiben la activacion de los mecanismos efectores
de la respuesta inmune. como por ejemplo, la pérdida de expresion de alelos
de HLA clase I, mutaciones puntuales en epitopes inductores de linfocitos T
citotoxicos y la inhibicion de la expresién de proteinas de la maquinaria que
procesa péptidos endogenos derivados de antigenos virales { 115, 119, 152).
Usando algoritmos predictivos y ensayos de uniéon a moléculas de HLLA clase
I vacias, se han identificado epitopes inductores de linfocitos T citotdxicos en

las proteinas E6 y E7 de HPV 16 que se unen a los haplotipes de HLA clase I
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mas comunes ( 148-150 ). Esta estrategia abre la posibilidad de construir una
vacuna de “poliepitopes” formada por miultiples epitopes inductores de
linfocitos T citotoxicos arreglados en un polipéptido linear y presentados por
los alelos de HLA expresados por el paciente con céncer cervical ( 129 ). Una
vacuna “poliepitope genérica” podria ser desarrollada usando multiples
epitopes inductores de linfocitos T citotdxicos que se asocian a los haplotipos
de HLLA mas comunes de una poblacion abierta { 129 ).

Actualmente se vislumbran varias estrategias para potenciar la respuesta
inmune especifica contra el tumor, todas basadas en el control inmunologico

del cancer cervical :

® Vacunacion con péptidos conteniendo epitopes inductores de linfocitos T
citotdxicos ( 129.157. 158,168 ).

® Inmunizacion con proteinas recombinantes E£6 y E7 expresadas en sistémas
bacterianos como proteinas de fusion ( 129 ).

® Vacunacion con cclulas de tumor autélogas modificadas geneticamente ex
vivo para secretar citoquinas ( 169. 170 ).

® Administracion de linfocitos T citotéxicos especificos de tumor
modificados genéticamente ex vivo para producir citoquinas ( 171, 172 ).

® Dirigir el inmunogeno ( proteina E7 ) a los compartimentos endosémicos y
lisozomales de la via de presentacion de MHC clase II, usando una
secuencia sefial de distribucién intracelular de la proteina de membrana
asociada a lisozoma ( LAMP ). La inmunizacién con el virus vaccinia con
un gene quimerico E7/LAMP-1 produce mas anticuerpos y mayor
respuesta de linfocitos T citotdxicos capaces de generar una proteccion
contra tumores establecidos y contra el reto del tumor epitelial expresando
E7 (173 ). ‘



® Infusiones subcutdneas multiples de células dendriticas autélogas cargadas
con antigeno tumoral ( E7 ), las cuales son capaces de inducir linfocitos T
citotoxicos in vivo e inducir respuestas clinicas parciales 6 totales en otros
tipos de tumores ( 151).

® [nmunizacion con virus vaccinia recombinante expresando las proteinas
oncogénicas E6 y E7. Esta estrategia se basa en la induccién de linfocitos T
citotoxicos especificos contra las células tumorales transformadas por HPV
(174).

® Inmunizacion con plasmidos desnudos para inducir Ia expresién de las
proteinas oncogénicas E6 y E7 de HPV. La expresidn de las proteinas
oncogénicas puede potencialmente inducir linfocitos T citotdxicos
especificos para el tumor.
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ENSAYOS CLINICOS CONVACUNAS TERRPEUTICAS €N CANCER CERVICAL

Las proteinas oncogénicas E6 y E7 de HPV 16 y 18 6 péptidos de ellas son
los principales antigenos hacia los cuales se han enfocado los primeros
ensayos clinicos ( Tabla No.7 ). Una vacuna basada en un vector de virus
vaccinia recombinante que expresa E6 y E7 de HPV ha sido administrada en
una sola dosis a ocho pacientes con cancer cervical avanzado en el Reino
Unido. Todos los pacientes desarrollaron una respuesta de anticuerpos IgG
antivaccinia y solamente tres generaron anticuerpos especificos contra HPV
debido al proceso de vacunacién ; mientras que la respuesta de linfocitos T
citotdoxicos especificos fue primeramente detectada a las nueve semanas de
vacunacion pero desaparecié a las 14 y 20 semanas ( 129 ). En otro estudio
que se esta llevando a cabo en Australia, cinco pacientes con cancer cervical
avanzado fueron inmunizadas tres veces con varias dosis de la proteinas E7
de HPV 16 como proteina de fusién asociada a la glutatién-s-transferasa en el
adyuvante algammulin ( 129 ). Todos los pacientes desarrollaron anticuerpos
conira la proteina E7 y dos de los tres pacientes evaluables presentaron
respuestas linfoproliferativas de linfocitos T a la proteina GST-E7 y a
péptidos de E7. Un Gltumo protocolo se esta llevando a cabo en Holanda

usando dos péptidos conteniendo epitopes inmunogénicos de ia proteina E7
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inductores de linfocitos T citotdxicos que es presentado por moléculas de

HLA A*0201 v un péptido cooperador en mujeres con HLA A*0201 ( 129 ).

En este momento no se conocen datos de este estudio, aunque en seis

pacientes que fueron vacunados no se ha podido demostrar una respuesta de

memoria de linfocitos T citotoxicos en sangre periférica.

TablaNlo.1Prmeros Protocolos Climeos dela tilzacidn de Uacunas en Cancer Gervical,

leszec Borysiewicz.
University Hospital of
Wales.

Protocole Fase |

8 mujeres CaCU

Tipo de Vacuna :Virus
Vaceinia Recombinante
E6y E7de HPV 16y 18
Cantab, Cambridge,
England.

Ian Frazer.
Princess
Hosgpital,
Auatralia.

Alexandra
Qeensland,

Protocolo Fase I
5 mujeres CaCu

Tipo de

proteina

recambinante de HPV 16

Vacuna :

E7

en Algammulin.

Martin Kast
Cornelius Melief.
University Hospital
Leiden. Holanda.
Protocolo Fase 1

15 mujeres HLLA A0201
Dos péptidos sintéticos
de E7 de HPV 16 en
Montanide.

Cytel Corp. San Diego,
Cal.
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MATERIAL Y METODOS

OBTENCION BE BIOPSIAS DE TE.IND CERVICAL -

Para este estudio se obtuvieron 30 especimenes de biopsias de tejido cervical,
todos los pacientes tenian carcinoma escamoso invasor, ¢l cual fue
confirmado por histopatologia de acuerdo a los estatutos establecidos por la
Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia ( FIGO ). Dos biopsias
fueron clasificadas como NIC HI y el resto como tumores invasores estadios
del T al IV. De igual forma se obtuvieron 10 biopsias de tejido cervical
normal. Los tejidos fueron inmediatamente transportados al laboratorio y

congelados en nitrigeno liquido y almacenados a -70°C hasta Jas extracciones

de RNA, DNA y proteinas.

CULTIVO D LINEAS CELULARES - Hela. Sifla. Cast, Jurkat y U=931.

Las células Hela, SiHa v Caski fueron cultivadas en RPMI 1640 con 10 % de
suero fetal en 5 % de atmosfera de CO, y fueron recuperadas para su
utilizacion hasta que alcanzaron un 90 % de confluencia. Las células Jurkat y
U-937 fueron cultivadas en DMEM con 10 % de suero fetal en 5 % de CO, y

se utilizaron cuando alcanzaron un 90 % de confluencia.

55



DBTENCION SIMULTANEA D€ BNA. ONAY PROTEINAS POR EL METOD0 DE TRIZOL -

Las extracciones de RNA, DNA y proteinas fue realizada de acuerdo al
método de TRIzol ( Gibco, BRL, Gaithersburg, MD ) basado en la tecnica
previamente descrita por Chomezynski ( [75 )}, Las muestras fueron
homogenizadas en un Polytron ( Brikmann Instrument Inc., Westbury, N.Y. )
en presencia de 1 ml de TRIzol, al homogenizado se le agregd 200 ml de
cloroformo y se agité suavemente en el vortex. Cada muestra fue centrifugada
a 10,000 rpm / 15 min. La fase acuosa superior fue transferida a otro tubo
para precipitar el RNA agregando 500 ml de isopropanol. E]l RNA precipitado
fue lavado con etanol 75 % y después resuspendido con 30 ml de agua tratada
con DEPC. El RNA fue mantenido en congelacion a -70°C hasta su uso. El
DNA fue precipitado de la fase organica con 300 ml de etanol, lavado y
redisuelto en 8 mM NaOH y luego neutralizado con la adicion de 0.1 mM
HEPES. Las proteinas fueron precipitadas de la fase fenol-etanol con 1 ml de
isopropano), el paquete de proteinas fue disuelto en 1 % de SDS y luego
dializadas y congeladas a -70°C. El DNA vy el RNA fue cuantificado en un
espectrofotometro DU-40 y 3 mg de cada muestra fueron utilizados para
analizar la integridad del RNA y DNA en geles de Urea-poliacriamida y

agarosa respectivamente.
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ESTARDARIZACION 0 LA REACCIGN £N CADENA DE LA POLIMERASA [ PCR I PARA PAPILOMAVIRUS DE
ALTORIESGO.

e PHEPHHHGIGH DE LAS MUESTRAS -
il OBTENCIQN DE PLASTMDO CONGENGMA D€ HPU ELONADD .

Se llevo a cabo usando un sistema comercial “Wizard Miniprep” ( Promega
Corporacion, Madison ), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se inicio
con 3 ml de un cultivo de 18 hrs. de la bacteria. Se obtuvo un paquete de
celulas por centrifugacion a 13,000 rpm durante 5 min, el paquete celular se
resuspendié con 200 mi de la solucidn de resuspencion. Se agrego 200 ml de la
solucion de lisis y se mezeld por inversion vartas veces. Luego se agrego 200
ml de la solucidn de neutralizacidn y se mezcld por inversidn, Se centrifugé la
muestra a 13,000 rpm durante 5 min, Se transfirié el sobrenadante clarificado a
un nuevo tubo. Se unié una jeringa de 3 ml sin embolo a una minicolumna
Wizard. Se transfirio la solucién de la resina-DNA a el barril de la jeringa,
empujando lentamente el embolo de la jeringa para pasar la solucion por la
minicolumna. Se desensamblo la minicolumna de la jeringa y se quito el
embolo de la misma. se unio el barril de la jeringa a la minicolumna y se
colocaron 2 ml de solucion de lavado de la columna, y suavemente se paso la

solucion por la minicolumna. La minicolumna se fransfirio a un tubo de



microcentrifuga de 1.5 ml, y se centrifugé a 13,000 rpm por 20 seg, para secar
la resina. La minicoiumna se colocd en un tubo nuevo y se agregd 50 ml de
agua O amortiguador TE 1x a 65°C. El plasmido fue eluido centrifugando a
13,000 rpm durante 20 seg. Finalmente se checo la calidad del plasmido en un
gel de agarosa 1%.

B.o DBTENCION DE DA NE LINEAS CELULRRES TRANSFORMADAS COR HEU [ Hela, SiMla. Casth ).

El DNA de las lineas celulares fue obtenido apartir de 20x10° de células, las
cuales fueron lisadas directamente en presencia de 1 ml del reactive de TRIzol.
Posteriormente se realizd de acuerdo al método de TRIzol descrito

anteriormente.

C.= OBTENCIAN DE DA DE RASPADDS PARA CITOLOGIA CERVICS UABINAL [CEV).
TRATAMIENTO a 100°C.

Un volumen de 500 ml- 1 ml de cada uno de los raspados cervico vaginales
fueron centrifugados a 10,000 rpm por 10 min. Los paquetes de céfulas fueron
lavados 2 veces con amortiguador de fosfatos pH 7.2 y finalmente
reconstituidos con 50 ml del mismo amortiguador. Cada una de las muestras
fueron colocadas a 100 °C por 3 min y los sobrenadantes usados para la

reaccion de PCR.
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TRATAMIENTO CON PROTEINASAK.

Un volumen de 500 mi- 1 ml de cada uno de los raspados cervico vaginales
fueron centrifugados a 10,000 rpm por 10 min. Los paquetes de células fucron
lavados 2 veces con amortiguador de fosfatos pH 7.2 y finalmente
reconstituidos con 50 ml del mismo amortiguador. Las muestras fueron
incubadas con 100 ml de amortiguador de digestidon que contiene 100 mg / mi
de Proteinasa K en 100 mM de Tris-HCl ( pH 8.5 ) a 40 °C durante 18 hrs.
Posteriormente las muestras fueron incubadas a 95 °C por 5 min para inactivar
la proteinasa. Las muestras fueron centrifugadas y una parte del sobrenadante (

1-5 ml ) fue usada para la reaccidén de PCR.

D. OBTEACION O DA DE BIORSIAS DE TEJIDO CERVICAL -

El DNA de las biopsias de tejido cervical fue obtenido apartir de 100 mg de
tejido congelado, las muestras fueron homogenizadas directamente en
presencia de 1 ml del reactivo de Trizol. Posteriormente se realizd de acuerdo al

método de TRIzol descrito anteriormente.
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Il.= REACCION €N CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) PARA LA AMPLIFICACION DG SECUENCIAS GERBIMECAS D
PROILOMAVIRUS DE ALTO RIESGO.

La deteccidon molecular de [a presencia de secuencias gendmicas de los
papilomavirus oncogénicos se realizé mediante la técnica de la reaccién en
cadena de la polimerasa ( PCR ) usando iniciadores consenso de la region LI
para el grupo de los papilomavirus genitales ( HPV 16, 18, 33, 35, 52, 6, 11 )(
176 ). Cada reaccién se realizé ensamblando los siguientes componentes de la
mezcla de reaccion en un area separada del equipo termociclador {( DNA
Thermal Cycler 480, Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT. ).

Mezcla de reaccion :

REACTIVO VOLUMEN
AMuestra de DNA 10
Amortiguador de PCR 10x 5.0l
MgCl2 2mM 2.0pl
Iniciador L1C1 100 ng/pl 1.5 ul
Inmciador 1.1C2 100 ng/ul 1.5l
Aezela de dNTP's 200uM 9.0 pnl
Agua ultrapura 19 ul
Taq DNA  Polimerasa 2.0ul
1T/

Aceite Mineral 50 ul
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Los iniciadores utilizados son secuencias consenso para amplificar los
papilomavirus genitales :

L1C1 5 CGTAAACGTTTTCCCTATITTTTT 3

L2C2 5'CAATACAGAGTATTTAGGGTA 3'

De igual [orma se llevaron a cabo reacciones para la amplificacion del gene de
B-globina, usando los siguientes iniciadores :

BG1 5'CAACTTCATCCACGTTCACC 3

BG2 5'GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 3

Todos los iniciadores utilizados fueron producidos en un sintetizador de DNA
Modelo 380B ( Applied Biosystems, Foster City, CA. ) en el Lab. de
Inmunologia Viral del Depto. de Virologia Molecular del CISEI, INSP.

El programa de amplificacion usado fue el siguiente :

PASO DE LA REACCION | TEMP. / TIEMPO
"Hot Start” 95¢C / 5 min.
Desnaturalizaciéon 949C / 1.5 min.
Alineamiento 489C / 1 min.
Extension 728C / 2 min.

35-40 Ciclos
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Para el analisis de los productos de amplificacion de PCR, se realizo un
corrimiento electroforetico en gel de poliacrilamida al 8 %. La deteccién de los
fragmentos amplificados se llevd a cabo mediante una tincidén del gel con
bromuro de etidio. La presencia de un fragmento amplificade con un tamafio
correspondiente a 253 pb en el gel indico la presencia de alguno de los

papilomavirus genifales en la muestra.

M. TIPIF l(.'ﬂ[:l[][l DE PAPILOMAVIRUS GEMTALES MEBIANTE €L POLIMORFISMO DE LONGUITUD DE FRAGMENTAS DE
RESTRICEIAN.

La identificacién del tipo viral se realizd por un andlisis de restriccion del
producto amplificado por PCR. Basado en el siguiente patron de restriccion

para los papilomavirus genitales:

Tipode| HPV | HPV | HPV | HPV | HPV | HPV | HPV | HPV | HPV
Enzima| 6 11 16 18 31 33 42 52 58

Ddel 169. | 216, 180, | 170,
84 37 80 90

Haelll | 207. | 207, | 200. | 210, | 122, | 112, | 140, | 190, | 200,
37 37 53 43 g1 91 60 50 40

Xbal 143, | 143, _ 146,
101 101 107

Accl 19a. 196,

60 60




Los numeros en cada casilla representan los tamafios de los fragmentos, en
pares de bases, que son generados por cada enzima en particular.

Representacion esquematica de la tipificacion de los papilomavirus genitales

por el polimortismo de los fragmentos de restriccion :

Cada muestra que presentd un producto amplificado de 253 pb, fue sometida a

corte con enzimas de restriccion, ensamblando la siguiente reaccién :

Producto amplificado, 10.0 pl
Amortiguador de enzima de restriccién 10x 5.0 ul
Xbal 6 Acel (10U} 1.0 pl

Incubaciin a 37°C / 12 hrs.

Para monitorear los productos de corte con las enzimas de restriccion, se realizéd
un corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida al 8 %. La deteccidn de
los productos de corte se llevo a cabo mediante una tincion del gel con bromuro
de etidio. La presencia de un fragmento de 193 pb y otro de 60 pb al corte con
la enzima Accl indica la presencia de HPV 16, mientras que la presencia de un
fragmento de 146 pb y otro de 107 pb indica la presencia de HPV 18. La
presencia de un fragmento de un tamafio correspondiente a 253 pb en el gel
indica que el producto viral no fue cortado por las enzimas correspondientes y

que el HPV presente en la muestra es otro tipo viral distinto a los mencionados.



EHPHESI[][! DELOS ONCOGENES VIRALES €6 Y £ DEHPU 16 EN CANCER CERVICAL .
|.= DBTERCION DE RNA DE LINEAS CELULARES -

El RNA de las lineas celulares transformadas con HPV 16 y 18 ( Hela. Silla,
CasK) ) fue obtenido apartir de 20x10° de células, las cuales fueron lisadas
directamente en presencia de I ml del reactivo de TRIzol. Posteriormente se

realizd de acuerdo al método de TRIzol descrito anteriormente.

11> OBTENCION DE ANA DE BI0PSIAS D TEJDO CERVICAL -

El RNA de las biopsias de tejido cervical fue obtenido apartir de 100 mg de
tejido congelado, las muestras fueron homogenizadas directamente en
presencia de 1 ml del reactivo de Trizol. Posteriormente se realizé de acuerdo al

método de TRIzol descrito anteriormente.

.= PRODUCCLON D& BNA COMPLEMENTARIC { cDAR ).
La produccién de la primera cadena de DNA complementario para cada una de
las muestras de RNA obtenido de las biopsias y de las lineas celulares se llevé a

cabo ensamblando la siguiente reaccion :
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REACTIVO VOL.

3-5 pg de RNA Total 5ul
Amortiguador Reverso Transcriptasa 5x

5 ul
RNAsin (40U} 1pl
dATP 10 mM 1pl
dCTP 10 mM 1l
dGTP 10 mM 1ul
dTTP 10 mM 1ul
Oligo d(T)18 65uM 1ul
M-MLYV Reverso Transcriptasa (2001J) Ipl
Incubacién a 37°C 1.5 hrs
Inactivacidén a 95°C 5 min

1> METODO0 DE REVERSD TRARSCRIPCIAN=REACEION EN CADENR DE LA POLIMERASA PARA DETEAMINAR LA EXPRESIEN
0ELOS ONCOGENRES E6Y .

La determinacion de la expresion de los oncogenes virales de HPV 16 se
realizé mediante la técnica de reverso transcripcidn-reaccion en cadena de la
polimerasa ( RT-PCR ) usando iniciadores para la regidn E6 y E7. Cada
reaccion se realizé ensamblando los siguientes componenies de la mezcla de

reaccion :



REACTIVO VOLUMEN
Muestra de cDNA 3.0 ulL
Amortiguador de PCR 10x 5.0 pl
MgCl2 2mM 2.0 ul
Iniciador E6E7 5 100 1.5 ul
ng/pl
Iniciador E6E7 3 100 1.5 ul
ng/ul
Mezcla de dNTP's 200puM 9.0 pl
Agua ultrapura 19 ul
Tag DNA  Polimerasa 2.0ul
1U/ul
Aceite Mineral 50 ud

E6E7

EG6E7
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Los iniciadores utilizados son secuencias de la region E6-E7 de papilomavirus

5' CAAGCAACAGTTACTGCGACGTG 3
5 TCCGGTTCTGCTTGTCCAGCTGG 3
Estos iniciadores estan disefiados para diferenciar los transcritos de los
oncogenes E6 y E7 producidos por el proceso de maduracion diferencial, el
transcrito inmaduro E6-E7 se detecta como un producto de 527 pb, mientras

que los transcritos E6 v E7 son amplificados con un tamaiio de 321 y 204 pb




respectivamente. De igual forma se llevaron a cabo reacciones para la
amplificacion del gene constitutivo G3PDH, usando los siguientes iniciadores :
G3PDH1 5'ACCACAGTCCATGCCATCAC 3'

G3PDH2 5'TCCACCACCCTGTTGCTGTCA 3

El programa de amplificacion usado fue el siguiente :

PASO DE LA REACCION | TEMP./TIEMPO
"Hot Start” 950C / 5 mun.
Desnaturalizacién 940C / 1 min.
Alineamiento 600C / 45 seg.
Extension 720C 1 45 seg.
35 Ciclos
Extensién Final 72°C /7 min.

Para el anilisis de los productos de amplificacion de PCR, se realizd un
corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida al 8 %. La deteccién de los
fragmentos amplificados se llevé a cabo mediante una tincion del gel con

bromuro de etidio.
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EAPRESION DE CITOGUINAS THI Y TH2 €N BIOPSIAS DERIVADAS DE CANCER EEHUICU°UTEHIHU ¥ ENLINERS
CELULARES TRANSFORMADAS CON HPV,

|. OBTENCIAN B ANADE LAS LINEAS CELULARES - JURKAT U071, HELA. SIKR. CASKI.

El RNA de las lineas celulares transformadas con HPV 16 y 18 ( Hela. SiHa,
CasKi ) fue obtenido apartir de 20x10° de células, las cuales fueron lisadas
directamente en presencia de 1 ml del reactivo de TRIzol. Posteriormente se
realizo de acuerdo al método de TRIzo!l descrito anteriormente. Las células U-
937 fueron tratadas con 1 mg/ml de LPS durante 1 hr. y las células Jurkat
fueron tratadas con 100 ng/ml de PMA durante 1 hr., después fueron

procesadas para la obtencion de RNA.

Ii.= OBTENCION DE ANA D BIBPSIAS 0E TEJIN0 CERVICAL.

El RNA de las biopsias de tejido cervical fue obtenido apartir de 100 mg de
tejido congelado, las muestras fueron homogenizadas directamente en
presencia de 1 ml del reactivo de Trizol. Posteriormente se realizé de acuerdo al

meétodo de TRIzol descrito anteriormente,
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1. PRODUCCION DE ONA COMPLEMERTARID { cORA -
La produccioén de la primera cadena de DNA complementario para cada una de
las muestras de RNA obtenido de las biopsias y de las lineas celulares se llevo a

cabo ensamblando la siguiente reaccion :

REACTIVO VOL.

3-5 ug de RNA Total 5 ul
Amortiguador Reverso Transcriptasa 5x

5 ul

RNAsin (401D 1l

dATP 10 mM 1 pl

dCTP 10 mM 1l

dGTP 10 mM 1ul

dTTP 10 mM 1l

Oligo d(TH18 65pM 1ul

M-MLV Reverso Transeriptasa (200U) 1pl

Incubacion a 37°C 1.5 hrs

Inactivacion a 959C 5 min

La determinacion de la expresiéon de citoquinas TH1 y TH2 se realizé mediante
la técnica de reverso transcripcidn-reaccidn en cadena de la polimerasa ( RT-
PCR ) usando iniciadores especificos para cada una de las citoquinas. Cada
reaccion se realizo ensamblando los siguientes componentes de la mezcla de

reaccion :
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REACTIVO VOLUMEN
Muestra de cDNA 3.0 uLu
Amortiguador de PCR 10x 5.0 ul
MeCl2 2mM 2.0
Inwciador Citoquina & 100 1.5 pl
ng/ul
Iniciador Citoquina 3' 100 1.5
ng/pl
Mezcla de dNTP's 200uM 9.0 pl
Agua ultrapura 19 pl
Taqg DNA  Polimerasa 2.0ul

1U0/ul

Aceite Mineral

50 pl
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Los iniciadores utilizados son secuencias especificas para cada una de las
citoquinas :

GENE SECUENCIA DE LS INICIADDRES THMAND DEL PRODOCTA {pb )
GIPDH |5 ACCACAGTCCATGECATCACY 452
5 TCCACCACCCTGTTGETGICA I
COU |5 GIGACCCTGGTGGTAATERGAGE I 38
5 6666CTACRTGTCTTCTBARACCGETG I
C0B |5 TTECGGCGAGATACGTCTAAECETGTGE Y 39
5 TITAGECTCCCCCTTTGTARAACGGECE ¥
feg |5 CRTTGCACTARGTCTTGEACTIGICR Y 305
‘ o CoTTGRTATIGCTGATTAAGTECCTG I
MFey |5 GOATAGTTTIGEGTICTCTIGGCTGTIACTG 3 42l
5 CTCCTITTICGCTICCETETTITARCTGUTGE Y
ILel@ |5 CCTCAGAAGCTARCCATCTCCT Y 08
5 CAGCCATGAGCACGTGAACCET I
=4 |5 RIGGETCTCACCICCCAACTBET I 456
5 CGARCRCTTTGARTATTICTCICICATY
IL=G {5 ATGAGGATGCTTCTGCATITGY Uiy
5 TCRACTTTCTATTATCCACTCGBTGTTCATTAL 3
Lo |5 ATGTTCCATGTTICTTTIRGGTATATCT Y GBI
5 T6CATTTCTCARATRCCCTARTCEG 3
ILet0 {5 ATGCCCEARGCTGAGARCCARAGACCTA Y 426
5 TCTCANGEEBCTGRRTCAGCTATCCCAT
TNfecy |5 GAGTGACARGCCTOTRGCCCATGTTETAGTRY YUy
5 GCARTGATCCCARAGTABACCTGCCCAGACT Y
L6 {5 AIGARCTCCTTCTCCACARGCGE 628
5 GRAGAGCCCTCAGGCTRGCCTE T
T6Fep1 |5 GCCCTERACACCRACTATTBCTY 1i]
5 AGGCTCCARATGTRGGGGCAGE I
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El programa de amplificacion usado fue el siguiente :

PASO DE LA REACCION | TEMP. / TIEMPO |
"Hot Start" 950C / 5 min.
Desnaturalizacion 940C 1 45 seg.
Alineamiento 600C / 45 seg.
Extension 720C / 2 min.

35 Ciclos
Extensién Final 72°C / 7 min.

Para el apalisis de los productos de amplificacidon de PCR, se reahizo un
corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida al 8 %. La deteccion de los
fragmentos amplificados se llevé a cabo mediante una tincién del gel con

bromuro de etidio.

INMUNOELECTROTRARSFERENCIA AARA LA DETECCION DE IL.=10 €N PROTEINAS TOTALES DERIVADAS DE
BIOPSIAS DE CERVIR .

La electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes
se llevé a cabo bajo el procedimiento descrito por Laemmli ( 177 ), mientras

que la transferencia fue realizada de acuerdo al procedimiento estandar descrito
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por Towbin { 178 ). 50-100 mg de las proteinas iotales de cada una de las
biopsias fue mezclada con 10 ml amortiguador de muestra y luego cada una fue
aplicada a geles de poliacrilamida al 12 %, después de la electroforesis, los
geles fueron equilibrados con amortiguador de transferencia ( Glicina (0.76 M,
20 % Metanol y Tris 2.5 mM pH 8.0 ). Las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa a 0.5 amp/100 V a 4°C de 2-3 horas. Las
membranas fueron bloquedas a temperatura ambiente en TBST conteniendo 10
% de leche en polvo baja en contenido de grasa, posteriormente la membrana se
incubo con una dilucién 1:100 de un anticuerpo monoclonal anti-IL-10
humana ( Genzyme, Boston, MA ) durante toda la noche a 4°C. Las membranas
fueron lavadas durante 10 min en TBST y luego incubadas con un anticuerpo
anti-IgG conjugado a fosfatasa alcalina durante 1.5 hrs. Finalmente las
membranas fueron reveladas por incubacién con 5-bromo-4-cloro-3-
indolilfosfato p-toluidina y nitroazul de tetrazolio ( Bio-Rad Laboratories,

Richmond, CA ).

DETECCION DE LA EXPRESION DE IL.=10 POR IMUNCHISTORUIICA EN BIOASIAG DE CERVIY-

Las biopsias de tejido cervical fueron fijadas en 10 % de formalina neutra

amortiguada a pH 7.2. procesadas para inclusion en parafina mediante los



meétodos convencionales de histologia. Se obtuvieron cortes de cada biopsia de
6-8 m, los cuales fueron colocados en laminillas recubiertas con poli-L-listna
0.01 %. Los cortes fueron desparatinados en xilol e hidratados por pases
sucesivos en etanol { 100, 95,90,80,75,50 y 30 % ) y agua destilada. Para
inhibir la peroxidasa enddgena los cortes fueron incubados con 0.3 % de
peroxido de hidrogeno en metanol durante 30 minutos. El paso de bloqueo fue
-llevado -a cabo usando 5 % de suvero normal de conejo durante 30 min a
temperatura ambiente. El procedimiento de inmunotincion fue realizado usando
el método ABC ( ABC-Elite, Vectastain, Vector, Burlingame, CA. ) Los tejidos
fueron incubados con un monocional anti-11.-10 humana { Genzyme, Cambrige,
MA ) durante una hora a temperatura ambiente, y posteriormente con un
anticuerpo anti-igG biotinilado durante el mismo tiempo. Los tejidos fueron
lavados en PBS y luego incubados con una solucidn ABC por 30 min a
temperatura ambiente. Finalmente la reaccion fue desarrollada usando
diaminobencidina en Tris-HCIl 0.05 M pH 7.4 conteniendo 0.1 % de H,0O,
durante 5-10 minutos v luego los tejidos fueron contratefiidos con
hematoxilina. Se realizaron controles negativos omitiendo el anticuerpo

primario.



RESULTADOS

Las biopsias de tejido de cancer cérvico uterino obtenidas para la realizacion
de este estudio fueron sometidas a un anélisis histopatologico para la
certificacion del estadio clinico de acuerdo a los criterios de la Federacion
Internacional de Ginecologia y Obstetricia. Se determind que todos los
tumores fueron carcinomas escamosos avanzados estadios [-IV con excepcién

de dos neoplasias intraepiteliales cervicales grado I11 ( Tabla 1 ).

Tabla No. 1BIOPSIAG DE TUMGRES DE CANCER CERVICAL,

Bl0ASIA ESTADID CLIMCD
fmo NIC III
£ds NICIII

AS IB
MJRa IB
MUB IB
A iIB
(] IiB
TeR 1B
9606 IiB
ROV IIB
eev B

A iIB

e B
fcL IIIB
meag [ B
£on B

iR e

A6S B

UCH InB
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o IVA

R IVB
emn IVA
JUB IVA

Las caracteristicas de las alteraciones histopatologicas tipicas del NIC IIT y de los
estadios avanzados de cancer cervical I, IIl y IV son representadas en los cortes

histologicos de cuatro de las biopsias incluidas en este estudio ( Fig. No. 1 y 2 ).

DETECCION DE SECUENCIAS GENAMICAS DE HPY {6 CLONABAS EN PLASMIDOS POR PCR

La primera fase de estandarizacion de la deteccidn de secuencias genomicas de
paptlomavirus genitales por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa fue
establecer las condiciones de amplificacion de HPV 16 usando secuencias
clonadas en plasmido de este tipo viral y los iniciadores consenso para la regién
L1. De esta forma teniendo purificado y cuantificado el DNA se optimizaron las
condiciones de reaccion en relacion al namero de ciclos, cantidad de enzima y la
concentracion minima de DNA que puede ser amplificada. Se analizo el efecto de
1,2 y 4 U de enzima en 33. 40, 45, 50 ciclos de amplificacién. Se determind como
parametros Optimos bajo estas condiciones que 2 U de enzima y 35 ciclos de
amplificacion geperan un producto especifico de amplificacion de 235 pb de buena
concentracion en el gel { Fig. No. 3A ). Usando estos parametros se procedio a
determinar bajo estas condiciones cual es la cantidad minima de DNA gue puede
ser amplificado, usando diversas concentraciones que van desde 2 ng hasta 2 pg.
Se encontro que 2 pg pueden ser perfectamente amplificados bajo estas

condiciones ( Fig. No. 3B ).
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DETECCION DE SECUENCIAS GENOMICAS DE HAU (6 y 18 €N LINEAS CELULARES DERIVADAS DE
EPITELIOCERVICAL POR PCH.

La segunda fase de estandarizacion de la deteccidon de secuencias genomicas de
papilomavirus genitales por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa fue
aplicar las condiciones previamente establecidas para la amplificacion de HPV 16
y I8 apartir de DNA total obtenido de tres lineas celulares de epitelio cervical
transformadas con estos virus. Se determinoé que bajo las condiciones anteriores se
amplifica optimamente HPV 16 a partir del DNA de células HeL.a y HPV 18 de
células SiHa y CasKi, ademas se encontré que la concentraciéon del producto
amplificado guarda relacion con el numero de copias que tiene integradoe cada
linea celular, por ejemplo, usando la misma cantidad de DNA , la concentracion
del producto amplificado fue mayor en la linea CasKi que tiene mayor numero de
copias de HPV 16 que SiHa ( Fig. No. 4A ). La cantidad minima que se amplifica a
partir del DNA obtenido de estas lineas es de 10 ng y el producto de 253 pb puede
ser perfectamente restringido por enzimas para permitir la identificacion del tipo

viral, como se muestra para la determinacion de HPV 16. ( Fig. No. 4B y C).

DETECCION DE SECUENCIAS GENGMICAS DE HOU 16 y (8 £ RASPADOS CERVICO VAGINALES POR
PCR.

La fase final de estandarizacién de la deteccion de secuencias gendmicas de
papilomavirus genitales por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa fue
aplicar las condiciones previamente establecidas para la amplificaciéon de HPV 16
y 18 apartir de DNA total de raspados cérvico-vaginales obtenidos para citologia.
Tomando en cuenta la npaturaleza de las muestras y la necesidad de procesar un
nimero amplio de ellas. se analizaron dos métodos rapidos para la extracion del
DNA, calentando las muestras a 100°C y tratando las muestras con Proteinasa K.

Los dos métodos resultaron igualmente efectivos para la amplificacion del
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producto especifico de HPV de 253 pb, sin embargo cuando se sometieron a
extraccion por los dos métodos diferentes niumeros de células, se encontré que el
numero de células guarda una relacion inversa a la cantidad del producto
amplificado vista en el gel, dado que la cantidad del producto amplificado fue
mayor con 20 células que con 5000 en ambos métodos ( Fig. No. 5A ). Usando el
método de extraccion de DNA con proteinasa K se puede determinar la presencia
de HPV en los raspados cérvico-vaginales ( Fig. No. 5B ). El producto amplificado
de 253 pb en cada una de las muestras fue extraido de la mexcla de reaccién y
sometido a corte con dos enzimas de restriccion, para determinar el tipo viral
presente. Se encontrd que el patron de corte producido con Accl y Xbal
corresponde a la presencia de HPV 16 en todos los raspados cérvico-vaginales (

Fig. No.6 AyB).

DETERMINACION 06 LA PRESENCIA DG SECUENCIAS GENOMICAS DE HPU POR TR €N CANCER
CERUICO UTERING AUANZADD

Una vez que se estandarizaron a diferentes niveles las condiciones para la
deteccion de secuencias genémicas de HPV por PCR, se procedio a determinar la
presencia del virus en 30 biopsias de cancer cérvico uterino avanzado de células
escamosas. Para determinar la calidad para PCR del DNA obtenido de todas las
biopsias, se amplificé el gene de f3-globina en todas las muestras, indicando la
ausencia de algun tipo de inhibidor de PCR ( Fig. No. 7A ). Posteriormente ¢l
DNA se amplificd con los iniciadores de la region L1 para diversos tipos de HPV
de alto riesgo. En 26 muestras se detectd un producto especifico de la
amplificacion de HPV de 253 pb ( Fig. No. 7B y 8A ). Este producto fue extraido y
digerido con dos enzimas de restriccion Xbal y Ddel para determinar el tipo de
virus de acuerdo a su patron de restriccion, sl el fragmento de 253 pb es cortado

por Ddel produce dos fragmentos de 169 y 84 pb, el tipo viral en cuestion sera
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HPV 16, mientras que si es cortado por Xbal el tipo serda HPV 18. De esta forma se
tipificé el tipo viral presente en todas las biopsias, de las cuales 25 fueron positivas
para HPV 16, siendo el tipo prevalente, alrededor del 90 % en la poblacidn
estudiada ( Fig. No. 8B ). Un total de 25 biopsias de lesiones cervicales producidas
por HPV 16 y adecuadamente caracterizadas en cuanto a su estadio clinico fueron
seleccionadas para posieriores estudios para la expresion local de citoquinas y de

los oncogenes virales ( Tabla No. 2).

* TABLA Mo 2 TUMDRES O CANCER CERVICD-UTERIN, ESTADIO CLIRICa ¥

PRESENCIA BE HPU 16 POR PCR
fCR
BIOPSIA ESTADIG CLINGO HPU G

img NIC III +
£ug NIC 11T ++
fs IB +
MJRD IB +
me IB +
ity 1B A+
6EB 1B +
PR IIB 4+
S6eT IIB +
S]] 1B ++
£U 1B ++
AR 11B +
I IIB +
AL B +
e I B +
il | B ++
Ja B ++
RES III B ++
o)) I B +
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L IVA +

anG IVB +
Em IV A +
JUB IV A ++

La clave de una cruz (+) o dos cruces (++) han sido asignadas arbitrariamente de acuerdo a
la intensidad del producto amplificado observado en los geles de poliacrilamida al 8 %.

ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS ONCOGENES VIRALES €6 Y €1DE KAV (6 &N CANCER CERVICAL

A fin de determinar el estado de expresion de los oncogenes virales E 6 y E7 de
HPV 16 en las biopsias de cdncer cervical, se establecid primeramente un método
de RT-PCR para analizar la expresion de los oncogenes en una linea celular
derivada de tejido cervical transformada con HPV 16. Mediante este método se
lograron detectar los mensajeros de los tres tipos de transcritos que se generan a
partir del procesamiento diferencial de E6 y E7, el transcrito de 527 pb de E6/E7,
el de 321 pb denominado E6 I* y el E6 [I*de 204 pb ( Fig. No. 9 A y B ). Cuando
se analizé mediante este método la expresion de E6 y E7 en los tejidos de cancer
cervical, se encontrd una expresion heterogenca de los tres transcritos
mencionados en los tumores, dado que se puedo determinar claramente que hay
grupos de tumores que expresan unicamente el transcrito E6/E7, otros sodlo
expresan dos transcritos ( E6I* y E6II* ) y otros tumores expresan los tres
transcritos ( Fig. No. 10 A v B ). Al asociar los tumores de acuerdo a su estado de
expresion de E6 y E7 y su estadio clinico se observa que la expresion de los
transcritos de E6 y E7 se presenta en el estadio mas avanzado de cancer cervical (

IVayIVb) ( Tabla No. 3 ).
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TABLAo. I CORRELACION ENTRE EL ESTADD OE ERPRESION DE LOS ONCOGENES VIRALES DE HPY
15 L ESTADO CLINIC

Expresién de los Oncogenes EB y €l Biopsia / Estadio Clinico

AMO / NIC 1]
E6/E7 EVG /NIC I
All
ROV /1Ib
CVA /lIb
E6/E7, E6 y E7 ACL/Illb
EMN /1Va

AS/1Ib 39/(Va
JCA/IIIb  EHG/IVb
VCH/IIIb ERH/IVh
E6y E7 MRB/IVh 12/IVa
B/lIva TPA / IVb
IS/Ivh JVB /Iva
HGS/IVb  RRM/IVa

ANALISIS DE LA EXBRESION DE CIT0QUINAS POR RT=PCR EN LAS LINEAS CELULARES JURKAT Y Ue
931

Con el propésito de estandarizar las condiciones para analizar la expresion de

citquinas por medio de RT-PCR usamos dos lineas celulares una de linfocitos (
JURKAT ) y una de macrofagos ( U-937 ) que con estimulos apropiados pueden
producir varios tipos de citoquinas. El RNA obtenido de células JURKAT y U-937
estimuladas con esteres de forbol ( PMA ) y LPS respectivamente fue usado para
Optimizar la produccion de DNA complementario y las condiciones de
amplificacion por PCR de varios genes de citoquinas. Se determiné que usando las
condiciones de reaccion estandar para la produccidn de la primera cadena de DNA
complementario a partir de 1 mg de RNA total en un volumen final de 30 ml y
usando un decimo de la reaccion se pueden amplificar varios genes de citoquinas.
Bajo estas condiciones se determind la expresion de los genes G3PDH, IL-2 e INF-
g en las células JURKAT v G3PDH, TGF-b, IL-6 y TNF-a en las células U-937 (
Fig. No. 11).
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EXPRESION DE LOS GENES £DY Y CD8 ENLINFOCITOS INFILTRANTES N CANCER CERVICAL

Los tumores de tejido cervical tienen la caracteristica de presentar infiliracion
abundante de linfocitos, por tal motivo en primera instancia estudiamos la
expresion local de marcadores de superficie que identifican las dos subpoblaciones
mas importantes de linfocitos ( CD4 y CDS8 ). Comparativamente los tumores
analizados presentaron una mayor expresion del gene CD8 y una menor expresion
del gene CD4, lo que sugiere que la especie celular mds frecuente en estas
neoplésias son los linfocitos T citotdxicos y una menor poblacién los linfocitos T

cooperadores ( Fig. No. 12 By C).

EXPRESIOI LOCAL DE CITOQUINAS THIEN CANCER CERVICO UTERING CONHPY=(6

Con ¢l propésito de determinar cual es el patron de expresion local de citoquinas
TH1 o TH2 en tgjido de cancer cervical con HPV-16, se analizé la expresion de
RNAm de estos genes por RT-PCR, en 20 biopsias. Para analizar la expresién del
RNAm de estas citoquinas en pequenos especimenes de tejido de cancer cervical
humano, se obtuvo el RNAm total y se transcribié en forma reversa a ¢cDNA. Para
tener una significante comparacion entre diferentes muestras de tejido, las
cantidades de cDNA fueron normalizadas mediante la amplificacion de G3PDH (
Fig. No.12 A ). Para analizar la expresion del RNAm de las citoguinas TH]I,
amplificamos 11.-2, IL.-12 e INF-y. De las 20 muestras analizadas, 16 no
expresaron 1L-2 y s6lo 4 de las muestras expresaron IL-12, mientras que todas
ellas expresaron INF-v a niveles muy bajos ( Fig. No. 13 A,B y C ). En resumen la
baja expresion de INF-v, y la falta de expresion de IL-2 e IL-12 en los tejidos de
cancer cervical avanzado con HPV-16, sugiere que hay una ausencia de expresion

local de los genes de citoquinas THI { Tabla4 v 5).



EXPRESION LOCAL DE CITOQUINAS THE €N CANCER CERVICO UTERING CON KPUI5

Posteriormente se analizd la expresion local de citoquinas TH2 en los tejidos de
cancer cervical. Con el objeto de tener una apropiada comparacion entre la
expresion de los genes de cifoquinas en diferentes muestras de tejido, las
cantidades de ¢cDNA fueron normalizadas mediante la amplificacién de G3PDH (
Fig. No.12 A ). La expresion de IL-4 fue detectada en 17 de las 20 muestras
estudiadas, mientras que unicamente 3 y 4 muestras expresaron I[.-5 e IL-7
respectivamente ( Fig. No. 14, Tabla No. 4 y § ). Otra de las citoquinas que fue
muy significativa su expresion es la IL-10, dado que se encontrd su expresion en
14 de las 20 muestras estudiadas ( Fig. No. 15 ). En resumen las biopsias
estudiadas de cancer cervical con HPV 16 expresan preferencialmente citoquinas

del tipo THZ ( Tabla No. 4y 5).

EXPRESION LOCAL DE CITOQUINAS INFLAMATORIAS EN CARCER CERVICO LTERIND CON HOU=(6

Para investigar la produccidn local de citocinas pro-inflamatorias en biopsias de
cancer cérvico uterino, se analizo 1a expresion del RNAm de las citoquinas TNF-q,
IL-6 y TGF- en los tejidos. La expresion del RNAm del TNF-a no se detectd en
la muestras estudiadas. Mieniras que 4 de los 20 tejidos expresaron IL-6, en
coniraste, todos los tejidos expresaron TGF-f3 en niveles muy significativos ( Fig.
No.16 ). Estos datos indican que los estadios avanzados de cancer cervical no
parecen expresar citoquinas inflamatorias, la expresion local de TGF-f§ mas que
promover funciones inflamatorias, puede estar relacionada con inhibir funciones

inmunologicas.
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ASOCIACION DE LA EXPRESION DE CITQUINAS THIY TH2. ONCORENES VIRALES Y ESTADID CLINICO

Previamente habiamos establecido que los estadios de cancer cérvico uterino mas
avanzados expresan unicamente los transcritos de los oncogenes E6 y E7, por lo
que tratamos de establecer si existe una asociacion con el tipo de citoquinas THI 6
TH2 expresadas localmente. Para establecer esta asociacion asignamos un patron
THI 6 TH2 a aquellos tejidos que hayan expresado cuando menos dos citoquinas
de cada tipo y asignamos un patron no determinado a aquellos tejidos que
expresaron citoquinas de ambos tipos. Se encontré que los estadios mas avanzados
expresan preferencialmente un péatron de citoquinas de tipo TH2, con una total

ausencia de un patron indeterminado 6 de citoquinas tipo TH1 ( Tabla No. 6 ).

TABLA Mo. 6 ASCCIACION ENTRE LA E4PRESION DE LOS ONCOGENES VIRALES. ESTADID CLINICO Y
EXPRESION DE CITOQUINAS.

Expresion delos OncogenesEGiyE1|  Biopsia Estadio | Citoquinas
Elimeo

AMO NIC 111 TH2
E6/E7 EVG NICIII **
A I Rk

ROV 1Th TH2

CVA I1Ib TH2

E6/E7, E6y E7 ACL IIIb TH2

EMN IVa TH1

AS Ib TH2

JCA IIIb TH1

VCH ITTh TH2

PFT IVb TH2

MREB IVb TH2

E6yE7 B IVa TH2
IS IVh ww

39 IVa TH2

EHG IVb TH2

ERH IVb TH1

12 IVa TH2

TPA IVb TH2

JVB IVa TH2

HGS Vi TH2

RRM ° IVa TH2
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ARALISIS OE LA ERPRESION DE iL.=10 €N CARCER CERVICO UTERIND

Con el fin de determinar la expresion de 1L-10 en cancer cérvico uterino avanzado
con HPV-16. Se analizd la expresion del RNAm de esta citoquina por RT-PCR.
Para investigar la expresion del RNAm de IL-10 en pequefias biopsias de cancer
cervical humano, se obtuvd el RNAm total de los tejidos y después se produjo <l
cDNA. 14 de las 20 muestras fueron positivas para la expresion de RNAm de [[ -
10, y de estas 7 mostraron una alta expresion de IL-10 ( Fig. No. 15 A y B ). Estos
datos indican una frecuente expresion de IL-10 en los tumores avanzados de

cancer ceérvico uterino.

- -

QETECCIN 06 LR PROTEING IL=10 €N CANCER CERUICO UTERMO POR MEDID D€
MMUNOELECTROTRANSFERENCIS.

Para determinar si la expresion del RNAm de IL-10 correlaciona con la presencia
de la proteina IL-10, se obtuvieron las proteinas totales de 5 biopsias positivas a
IL-10, y se detecto la proteina IL-10 con un anticuerpo monoclonal. El anticuerpo
monoclonal identificé una proteina de 35 kD en dos de las cinco tejidos de cancer
cervical. ( Fig. No. 17). La presencia de la proteina IL-10 se detect6 en los tejidos
que mostraron altos niveles del RNAm de IL-10 por RT-PCR. Estos datos indican
que la deteccion de la proteina IL-10 por inmunoelectrotransferencia mostré una
alta corretacion con la expresion del RNAm de IL-10 determinado por RT-PCR.
La ausencia de la proteina IL-10 en algunas muestras, en las que el RNAm para IL-
10 fue positivo, se debe a que la sensibilidad de la técnica es menor que el RT-
PCR, y por lo 1anto, no es posible detectar niveles de proteina por debajo del limite

que permite la técnica.
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ANALISIS DE LA PROTEINA IL10 €N CARCINOMAS HOU=(5 POR INMUNOHISTORUIMICA

Para identificar en los tejidos cuales células producen IL-10, se analizd las
muestras de tejido con alta expresion de RNAm por inmunohistoquimica
utilizando un anticuerpo monoclonal contra la IL-10 humana. En dos muestras, las
células neoplasicas fueron inmunoreactivas para IL-10, mas atin en las mismas
biopsias, las células coilociticas displasicas también mostraron una intensa
inmunoreactividad citoplasmica ( Fig. No. 18 A y B ). En contraste, en los
infiltrados linfocitarios, ninguna de las cinco biopsias fueron positivas para IL-10.
Nosotros encontramos una alta correlacion entre la inmunotincién de IL-10 v la
expresion de RNAm de 1£.-10, debido a que dos carcinomas inmunoreactivos para
IL-10, también mostraron altos niveles de expresion de RNAm para esta citoquina
por RT-PCR. Estos resultados indican que las células epiteliales infectadas y

transformada por HPV-16, son las que producen IL-10.

EXPRESION DE CITONUNAS EN LINEAS CELULARES DE CERVIX TRANSFCRMADAS CONHAY

Los datos anteriores muestran que las propias células tumorales del cérvix
producen 1L-10 v dado que algunas células epiteliales pueden producir algunas
citoquinas decidimos analizar su expresion en lineas celulares derivadas de cérvix
transformadas con HPV ( Hela, SiHa y CasKi ). Se encontré que las lineas
celulares epiteliales expresan unicamente INF-y de las citoquinas TH1 ( Fig. No.
19A ), mientras que de las citoquinas TH2, las células epiteliales expresan niveles
considerables de IL-10 v IL-7 ( Fig. No. 19B ). Por lo que respecta a las citoquitias
inflamatorias se encontrd una considerable expresion de IL.-6, TNF-a y TGF-b (
Fig. No. 19C ). Estos datos confirman lo encontrado en los tumores en relacidn a
que las células epiteliales transformadas por el HPV expresan IL-10, aunque las
lineas epitelilaes expresan citoquinas inflamatorias que no fueron detectadas en los

tumores, como el caso del TNF-a y la IL-6 ( Tabla No. 7).
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Tabla No. 1EPRESION DE CITOQUINAS €N LINEAS CELULARES TRANSFORMADAS CON
HeUiGY 18

LINEA IL-4 JIL-5 |IL-7 |IL-10}INF-o {IL-2 |IL-1 |IL-6 |TNF-o [ TGF-p
CELULAR
Hela - - + + +++ - - ++ | +++ ++
SiHa - . + + ++ I ot
Caska - - + ++ | - - ++ | +++ ++

TH-2 TH-1 Inflamatorias
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Figura No. 1 Fotografia de un corte histologico obtenido de una biopsia con
neoplasia intraepitelial cervical grado III ( A ) y cancer cervical grado 1Ib (
B ) tenido con hematoxtlina y eosina.



Figura No. 2 Fotografia de un corte histologico obtenido de una biopsia con
cancer cervical grado I1Tb ( A )} y cancer cervical grado IVh ( B ) tenido con
hematoxilina y eosina.
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Figura No. 3 Deteccién de secuencias genomicas de papilomavirus
mediante la reaccién ‘en cadena de la peolimerasa usando iniciadores
consenso para la region L1. Analisis del efecto de varias concentraciones de
enzima v el numero de ciclos en el proceso de amplificacion ( A ),
Concentracion minima de DNA de HPV en plasmido gue puede ser
amplificada ( B ). Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis
en geles de poliacrilamida al § % y tefiidos con bromuro de etidio.
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Figura No. 4 Deteccién de secuencias genomicas de papilomavirus 16 y 18
en lineas celulares derivadas de cervix mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa usando iniciadores consenso para la region L1. Amplificacién de
HPV en Hela, SiHa vy CasEKi { A ), Concentracidn mimma de DNA de HPV
en celulas Hela que puede ser amplificado y restriccidn del producto
amplificado de 253 pb con Ddel ( B ). Los productos de PCR fueron
analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 % y tenidos con

bromuro de etidio.
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Figura No. 5 Deteccion de secuencias genomicas de papilomavirus en
raspados cervico-vaginales mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
usando imciadores consenso para la region L1. Amplficacién de HPV en
muestras tratadas con agua a 100°C v proteinasa K ( A ), Amplificacion de
HPV apartir del DNA obtenido por tratamiente con proteinasa K en
diversas muestras de raspados cervico-vaginales { B ). Los productos de
PCR fueron analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 % y

tefiidos con bromuro de eiidio.
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Figura No. 6 Deteccién de secuencias genomicas de papilomavirus en
raspados cervico-vaginales mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
usando iniciadores consenso para la region Ll. Identificacién del tipo viral
mediante restriccion del fragmento de 253 pb con la enzima Accl ( A ),
identificacién del tipo viral mediante restriccién del fragmento de 253 pb
con la enzima Nbal ( B ). Los productos de PCR fueron analizados por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 % y tefiidos con bromuro de
etidio.
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Figura No. 7 Deteccibén de secuencias genomicas de papilomavirus en
biopsias de tejido cervical mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
usando iniciadores consenso para la region L1. Amplificacién del gene de B-
globina en biopsias de la 1-13 (fragmento de 268 pb ) (A ), Amplificacién de
HPV en biopsias de la 1-10 ( fragmento de 253 pb ) ( B ). Los productos de
PCR fueron analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 % y
tenidos con bromuro de etidio.
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Figura No. 8 Deteccién de secuencias genomicas de papilomavirus en
biopsias de tejido cervical mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
usando iniciadores consenso para la region LY, Amplificaciéon de HPV en
biopsias de la 11-21 (fragmento de 253 pb }( A ), identificacién del tipo viral
mediante restriccidn del fragmento de 253 pb con las enzimas Ddel y Xbal (
B ). Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 8 % y teftidos con bromuro de etidio.
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Figura No. 9 Expresion de los oncogenes E6 y E7 de HPV 16 en lineas
celulares epiteliales de cervix mediante RT-PCR. ( A ) Expresién de E6/E7,
E6 y E7 en celulas Hela (2), SiHa (3), CasKi (4) y PCR en plasmidos
conteniendo la region E6/E7 de HPV 16, pGEM E6/E7 (6), pUCHPV16 (7,
pGEM HPV16/1.7 (8), pUCE6/ET (9). ( B ) Expresién de E6/E7, E6 y E7 en
celulas U-937 (2), Jurkat (3), SiHa (4), Hela (6) y PCR plasmidos
conteniendo la region E6/E7 de HPV 16, pGEM E6/E7 (6), pUCHPV16 (7),
pGEM HPV16/1.7 (8). pUCE6/ET (9). Los productos de PCR fueron
analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 % y tefiidos con

bromuro de etidio.
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Figura No. 10 Expresion de los oncogenes E6 y K7 de HPV 16 en biopsias
de cancer cervico-uterino mediante RT-PCR. ( A ) Expresién de E6 y E7 en
ocho biopsias de tejido cervical, las biopsias en carriles 2,3,4 v 9 presentan
expresion de loz tres transcritos y las biopsias en los carriles 5,6,7 y 8 solo
expresan los transcritos de E6 y E7. ( B ) Expresién de E6 y E7 en nueve
biopsias de tejido cervical, las biopsias en carriles 2,5, y 9 presentan
expresion de los tres transcritos y las biopsias en los carriles 3,4 y 8 solo
expresan los transcritos de E6 y E7. Los productos de PCR fueron
analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 % y tefiidos con
bromuro de etidio.
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Figura No. 11 Expresién de citoquinas en las lineas celulares Jurkat y U-
937 mediante RT-PCR. Expresién de G3PDH, IL-2 e INF-y en celulas Jurkat
y expresién de G3PDH. TGF-B, TNF-a, e IL-6 en celulas U-937. Los
productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 8 % y teniidos con bromuro de etidio.
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Figura No. 12 Expresion de marcadores de linfocitos T en biopsias de
cancer cervico-uterino mediante RT-PCR. ( A )'Expresion de G3PDH ( 452
pb), ( B ) Expresion de CD4 ( 438 pb ), ( C ) Expresién de CD8 (379 pb ) en
biopsias de cancer cervical. Los productes de PCR fueron analizados por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 % y teiiidos con bromuro de
etidio.
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Figura No. 13 Expresion de citoquinas TH1 en biopsias de cancer cervico-
uterino medianie RT-PCR. ( A ) Expresién de INF-y ( 427 pb ), ( B )
Expresién de IL-2 ( 305 pb ). Los productos de PCR fueron analizados por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 % y temidos con bromuro de
etidio.
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Figura No. 13 Expresion de cifoquinas THI en biopsias de cancer cervico-
uterino mediante RT-PCR. ( C ) Expresién de IL-12 ( 498 pb ). Los
productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 8 % y tefildos con bromuro de etidio.
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Figura No. 14 Expresion de citoquinas TH2 en biopsias de cancer cervico-
uterino mediante RT-PCR. ( A ) Expresion de 11-4 ( 456 pb ), ( B )
Expresion de IL-7 ( 681 pb }. Los productos de PCR fueron analizados por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 % y tefiiddos con bromuro de
etidio.
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Figura No. 15 Expresion de citoqumas TH2 en biopsias de cancer cervico-
uterino mediante RT-PCR. (A ) y ( B ) Expresién de IL-10 ( 326 pb ). Los
productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 8 % y tefiidos con bromuro de etidio.



TGF-p

«—161Pb

Figura No. 16 Expresién de citoquinas inflamatorias en biopsias de cancer
cervico-uterino mediante RT-PCR. ( A )} Expresién de TGF- (161 pb ). Los
productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 8 % y tenidos con bromuro de etidio.
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Figura No. 17 Deteccion de la proteina de IL-10 por inmuno-
electrotransferencia en biopsias de cancer cervico-uterino. Las proteinas
totales obtenidas de las biopsias fueron separadas en geles de poliacrilamida
al 12 % y transferidas a membranas de nitrocelulosa. La deteccién de IL-10
con un anticuerpo monoclonal mostro una sola banda de 35 Kd. Del carril 1-
5 son muestras de cancer cervical y del carril 5-10 son muestras de tejido
normal de cervix.



Figura No. 18 Deteccién de 1la proteina de IL-10 mediante
mmunochistoquimica en dos biopsias de cancer cervico-uterino. ( A ) tincion
citoplasmatica de IL-10 en celulas coilociticas. ( B ) Tincion citoplasmatica
de IL-10 en celulas tumorales, las flechas senalan la presencia de un grupo
de celulas tumorales con mayor tincidn.
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Figura No. 19 Expresidn de citoquinas en las lineas celulares derivadas de
cervix transformadas con HPV 16 y 18 mediante RT-PCR. ( A ) Expresién
de INF-y en celulas Hela (carriles 2 vy 5), SiHa ({carriles 3 y 6) v CasKi
(carriles 4 y 7). ( B ) Expresién de 1L-5, IL-7 e IL-10. ( C ) Expresion de
TNF-a, IL-1 e IL-6. En B y C los carriles 2, 5 vy 8 son celulas Hela, los
carriles 3, 6 v 9 son celulas SiHa v los carriles 4, 7 y 10 son CasKi. Los
productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 8 % v tefidos con bromuro de etidio.



DISCUSION

Para la fasc inicial del estudio fue necesario establecer un método altamente
sensible y especifico que requiera de una pequefia cantidad de material biologico
para la deteccion de los papilomavirus que infectan el tracto genital. Se han
descrito varias técnicas para determinar la presencia de HPV en muestras
provenientes del tracto genital ( 179 ). De las opciones sefialadas se escogid la
técnica de PCR para llevar a cabo la determinacion de secuencias genomicas de
HPV en biopsias de tejido cervical, basadas en este método hay reportadas varias
versiones para la deteccién de papilomavirus { 180 ). Sin embargo, se determiné
estandarizar un método descrito previamente en el que se utiliza un solo par de
iniciadores consenso localizados en Ja region L1 de los papilomavirus que infectan
el tracto genital, con este método la determinacion del tipo viral se lleva a cabo
mediante un analisis de restriccion del producto amplificado obtenido con los
iniciadores consenso ( 176 }. Asi mediante este proceso se identifica el tipo de
HPV presente en una muestra en solamente dos pasos a diferencia de otros
métodos donde Ia identificacion del tipo viral se realiza mediante un
procedimiento mas laborioso de hibridacidén con oligonucleotidos especificos
(181).

Tomando en consideracion que el PCR es un proceso muitifactorial, que requiere
de condiciones altamente reproducibles para confiar en los resultados de la técnica,
se planteo una estrategia en varias fases para la estandarizacion de las condiciones
para la amplificacion de secuencias genomicas de HPV. En cada una de las fases
fue necesario estandarizar las condiciones utilizando muestras de distinta
naturaleza, por ejemplo, en la primer fase se usaron secuencias genémicas de HPV
16 clonadas en plasmidos con el propdsito de contar con DNA purificado y

cuantificado para Optimizar las condiciones de amplificaciéon enfocandose
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. principalmente en la cantidad de enzima, nimero de ciclos y concentracion
minima de DNA que puede ser amplificada. Después de varios experimentos se
controlaron las condiciones para lograr amplificar con éxito un fragmento de 253
pb a partir de 2 pg de DNA plasmido usando 2 U de enzima y 35 ciclos de
amplificacion ( Fig, No. 3A v 3B ), este orden de sensibilidad alcanzado es similar
a los reportados previamente ( 179 ).

Se obtuvieron resultados similares cuando se extrapolaron estas condiciones a la
siguiente fase para amplificar HPV 16 y 18 a partir de DNA total obtenido de
lineas célulares de epitelio cervical transformadas con estos virus. Aunque en este
caso el limite de deteccion de secuencias de HPV fue en 10 ng de DNA total ( Fig.
No. 4B ). Asi mismo se pudo observar una aparente correlaciéon de la cantidad del
producto amplificado con el nimero de copias de HPV que tiene integrado cada
linea célular ( Fig. No. 4A ). Ademas el producto amplificado de 253 pb puede ser
perfectamente cortado con varias enzimas de restriccion ( Fig. No. 4B ).

Con el proposito de encontrar un método sencillo para obtener el DNA de las
células presentes en los raspados cérvico-vaginales, se implementaron dos formas
para tratar las muestras, en la primera las células fueron colocadas a 100°C y en |a
segunda las células fueron tratadas con proteinasa K y los sobrenadantes de ambos
tratamientos fueron utilizados para la reaccion de PCR. Se logré amplificar las
secuencias de HPV apartir de 20 células usando ambos métodos de tratamiento.
Cuando se utilizaron mayores cantidades de células, se encontré que el producto
amplificado disminuye proporcionalmente al incremento en el nimero de células,
este comportamienio de la reaccidn parece indicar la presencia de un inhibidor de
amplificacion en este tipo de muestras. Aunque la naturaleza del inhibidor no fue
caracterizada, es posible que se trate de un alto contenido de polisacaridos y
hemoglobina presente en este tipo de muestras, dado que se han reportado que

estos compuestos son potentes inhibidores de 1a reacciéon de PCR ( 182, 183 ). Aun
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bajo estas condiciones se puede detectar secuencias genémicas de HPV por PCR (
Fig. No. 5B ), una extraccion con fenol-cloreformo y una precipitacion con etanol
puede eliminar los potenciales inhibidores de la restriccion del producto
amplificado de 253 pb ( Fig. No. 6A y 6B ).

Sin embargo, lo mas importante de estos experimentos radica en que un simple
tratamiento a 100 °C de las muestras de raspados cérvico-vaginales es suficiente
para determinar la presencia de secuencias de papilomavirus por PCR.

Este sencillo manejo de las muestras puede permitir el procesamiento de una gran
cantidad de muestras en un tiempo corto lo cual es requerido para estudios de
epidemiologia molecular del HPV.

Debido a la presencia de potenciales inhibidores detectados en las muestiras de
raspados cérvico-vaginales, fue necesario llevar a cabo la amplificacion del gene
de (3-globina en el DNA obtenide de las biopsias de tejido cervical, con el
proposito de excluir falsos negatives en la deteccidn de HPV ( Fig. No. 7A), por
ejemplo, las biopsias 3.6,7,11 y 16 fueron negativas a la presencia de HPV, y
podrian ser consideradas falsas negativas si no se hubiera realizado previamente la
amplificacion de B-globina ( Fig. No. 7A, 7By 8A ).

El producto de la amplificacion de HPV obtenido en las biopsias fue en todos los
casos de menor concentracidn, con respecto al tipo de muestras anteriores, por lo
que para la identificacion del tipo viral por el corte con enzimas de restriccion fue
necesario llevar acabo una concentracion del producto de la reaccién obtenido en
50 pl de volumen final. solo bajo estas circunstancias se logrd obtener suficiente
producto de amplificacion para realizar el corte con las enzimas de restriccion (
Fig. No. 8A y 8B ).

Las condiciones establecidas en las diferentes etapas de la deteccién de secuencias
genomicas de HPV, nos permitieron conocer. cuales de las biopsias de cancer

cervical son HPV 16 positivas, de estas se seleccionaron 20 biopsias para
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posteriores estudios en base a la positividad de HPV 16 y a la cantidad del tejido

obtenido de cada una de ellas ( Tabla No. 2).

Después de establecer la presencia de HPV 16 por PCR en las biopsias de cancer
cervical, se llevd a cabo la determinacion del estado de expresion de los oncogenes
virales E6 y E7. Para ello se establecieron las condiciones para el andalisis de su
expresion por RT-PCR, nuevamente primero se utlizaron las lineas célulares
derivadas de cérvix transformadas con HPV 16.

HPV 16 genera tres transcritos policistronicos del marco de lectura abierta de E6-
E7, un transcrito grande que corresponde a todo el marco de lectura abierta y dos
especies de transcritos generados por procesamiento diferencial que son conocidos
como E6I* y E6IT* |, por ello se usaron unos iniciadores disefiados para detectar
estos transcritos generados por procesamiento diferencial (184 ).

Los iniciadores detectan por PCR un producto de amplificaciéon de 527 pb usando
como controles varios plasmidos que tienen clonados las secuencias de E6-E7 (
Fig. No. 9A v 9B ). En la linea c€lular SiHa se detectaron por RT-PCR tres
transcritos de 327 pb, 321 pb y 204 pb, el fragmento de 321 pb corresponde al
transcrifo E6I* v el de 204 pb al transcrito E6II* ( Fig. No. 9A y 9B ).

El anadlisis de la expresion de los oncogenes virales en las biopsias de tejido
cervical mostré que existe variabilidad en el tipo de transcritos presentes en las
muestras, de acuerdo a esto, tres grupos se definieron claramente en cuanto a su
estado de expresion. Un grupo pequefio presentdé unicamente la expresién del
transcrito grande de 527 pb, las muestras fueron dos neoplasias intraepiteliales
cervicales v dos tumores de estadio I y II ( Tabia No. 3 ).

Otro grupo pequefio de muestras presentd los tres transcritos, el transcrito grande
de 527 pb en una mayor concentracion que los otros dos transcritos E61* y E6IT* (

Fig. No. 10A v 10B ) ( Tabla No. 3 ). En este grupo todos fueron tumores de
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estadios avanzados y la presencia de los tres transcritos puede deberse a la
deteccion simultanea de transcritos procesados y no procesados diferencialmente.
Un grupo mas amplio de 14 tumores avanzados expresaron exclusivamente los
transcritos E6I* y E6II*, lo que correlaciond con estadios avanzados de ia
enfermedad ( Tabla No. 3 ).

La respuesta inmune inducida luego de la infeccion por papilomavirus, se
manifiesta por infiltrados linfoides en la vecindad de lesiones pre-cancerosas del
cérvix, donde estan presentes tanto linfocitos B como T, con una mayor
proporcion de CD8" que de CD4" ( 92, 93 ). La respuesta inmune célular juega un
papel importante en el reconocimiento inicial de la célula neoplasica, y
eventualmente en su eliminacion, sin embargo se desconoce el papel de los
linfocitos infilirantes presentes en las lesiones producidas por papilomavirus.
Varias lineas de evidencia suguieren que la respuesta inmune célular es importante
en controlar infeccidnes y neoplasias inducidas por HPV, por ejemplo, se ha
encontrado una mayor prevalencia de infeccidnes relacionadas con HPV (
infecciénes y cancer ) en receptores de transplante y en pacientes infectados con
HIV, ambos tipos de pacientes tienen afectada la respuesta inmune célular ( 96, 99
). También se ha observado que las verrugas inducidas por HPV en pacienies que
estan bajo terapia inmunosupresora desaparecen cuando se suspende el
tratamiento. Finalmente se ha observado una gran infiltracion de linfocitos T CD4"
y CD8" en lesiones producidas por HPV que estan bajo regresién espontanea (
113, 114 ). Recientemente se ha reconocido que la respuesta inmune local
desempefia un papel muy importante en el proceso de carcinogénesis cervical,
aunque se desconoce el tipo de respuesta efectora que se produce locaimente ( 129
).

La inmunidad mediada por céiulas es regulada por citoguinas que son secretadas

por los linfocitos TH » pueden ser clasificados como THI y TH2 en base a los
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diferentes tipos de citoquinas que producen ( 185 ), la proteccién mediada por
linfocitos T de infecciones virales, asi como del control de tumores es mediada por
respuestas de citoquinas tipo TH1, mientras que las respuestas de citoquinas tipo
TH2 generalmente bloguean ¢ favorecen estos procesos, de esta forma las
citoquinas TH1 y TH2 juegan un papel importante en enfermedades infecciosas y
cancer ( 186 ).

Estas citoquinas s¢ sintetizan en pocas cantidades y se requieren cantidades en
nanogramos-picogramos para ejercer su funcion. Su deteccién en tejidos es muy
problematica, por el nivel de deteccidon requerido, la presencia de inactivadores &
bloqueadores y €l tamafo de [a muestra, por lo que para estudios de deteccion de
citoquinas en tejidos tumorales se recurre regularmente a analizar la expresion del
RNAm que codifican para las citoquinas por medio de RT-PCR.

Las condiciones para determinar la expresion de diversas citoquinas se
estandarizaron con dos lineas célulares, donde se logré amplificar eficientemente
el mensajc de varias de ellas ( Fig. No. 11 ). En los tejidos la mayoria de las
muestras de CaCu HPV-16+, fueron negativas en la expresidn de citocinas TH1
(IL-2 € IL-12) ( Tabla No. 1 y 2 ), baja expresion de INF-y y mostraron expresion
preferencial de citocinas tipo TH2Z (IL-4 e IL-10} ( Tabla No. 1 y 2 ). La expresion
preferencial de citoquinas tipo TH2 en el microambiente del tumor puede ser la
responsable de regular negativamente algunos de los principales mecanismos de la
respuesta inmune célular local contra HPV ( 187 ). Una desminucidn similar en la
respuesta de citoquinas tipo TH1 con un predominante perfil de citoquinas TH2 ha
sido encontrado en pacientes con varias neoplasias, carcinoma broncogenico (188
), carcinoma de células renales ( 189 ), carcinoma de células basales ( 190 ),
linfoma (191 ), glioma ( 192 ), melanoma ( 193, 194 ) y cancer de pulmon ( 195),
estos datos parecen asociar la presencia de un patron de citoquinas TH2 con el

desarrollo de la neoplasia, atraves de un mecanismo de evasion de la respuesta
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inmune en el microambiente del tumor, como fue establecido para dos tumores
epiteliales ( 188, 190 ). Tomando en consideracion el importante papel biologico
de la IL-10 analizamos el origen célular de la expresion de IL-10 en los tumores de
CaCU y los datos por inmunohistoquimica indicaron que son las propias células
epiteliales transformadas por el virus ( Fig. No. 18 A 'y B ), se desconoce si juegan
algun papel las proteinas del virus en Ia produccién de IL-10 en células epiteliales
transformadas por HPV o si la produccion de 1L-10 es debida a un epifenomeno
posterior a la produccion inducida por HPV. La consecuencia biologica de la
produccion en el epitelio cervical de IL-10 es mediar algunos eventos que generan
alteraciones en la respuesta inmune en el microambiente del tumor, por ejemplo,
puede ser la responsable de atraer en su mayoria a los linfocitos CD8" que infiltran
el epitelio ( 196 ), puede inhibir algunas funcidnes de los linfocitos infiltrantes,
como por ejemplo, inhibir la produccion de citoquinas en linfocitos T ( 197 ), 0 a
traves de inhibir la presentacion de antigenos especificos del tumor en células
epiteliales presentadoras de antigeno ( 198 ), o inhibiendo la acitividad co-
estimulatoria ( 199 ), puede inducir en los linfocitos T un estado de anergia local
especifica de antigenos de umor ( 200 ), ademas, puede proteger a las propias
células tumorales epiteliales de! ataque de los linfocitos T citotoxicos por medio de
la inhibicién en la expresion de antigenos HLA clase I ( 201 ), lo cual correlaciona
con la pérdida de la expresion de estos antigenos que ha sido descrita
anteriormente ( 119 ). Por lo que respecta a la expresion de 11-4 en los tejidos, esta
citoquina puede estar jugando un papel predominante en promover el patron de
citoquinas TH2, sola ( 202-204 ), o en combinacidn con otras citoquinas { TGF-B e
IL-10) que fueron conjuntamente expresadas en los tumores ( 205 ). Asi mismo, la
IL-4 puede potenciar los efectos inhibitorios sobre algunas funciénes citotdxicas
producidas por la IL-10 v el TGF-8 ( 206 ). La-expresion de TGF-6 en los tumores

puede estar contribuyendo a acentuar los efectos inhibitorios de las funcidnes de
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los linfocitos infiltrantes, por ejemplo, inhibiendo la actividad citotoxica de
linfocitos T ( 207, 208 ), & regular la funcion de los linfocitos B ( 209 ),
macrofagos ( 206, 210 ), asi mismo, puede modular la expresion locai de
citoquinas y la expresion de antigenos de histocompatibilidad de c¢lase 11 { 211,
212 ). El TGF-B producido por las células tumorales del epitelio cervical puede ser
unos de los principales responsables de la inmunosupresién local inducida por el
tumor ( 213,214).

Por otro lado, otros estudios a nivel de la respuesta inmune célular sistémica en
pacientes con cdncer cervical indican una desminucion en la produccién de
citoquinas TH1 a nivel de sangre periférica, por e¢jemplo, existe una ligera
desminucién en la produccién de IL-2 en 38 pacientes con céncer cervical
comparado con 31 controles sanos ( 95 ). Asi mismo, se observado una clara
desminucion en la produccion de INF-y e IL-2 inducidas por mitdgenos en
linfocitos de sangre periférica en 63 pacientes con cdncer cervical, ademds se
encontrd una desminucion gardual en la produccion de citoquinas con respecto al
crecimiento del tumor ( 94 ). También se ha encontrado una desminucion en la
produccién de citoquinas THI, especificamente 1L-2, en linfocitos de sangre
periférica en respuesta a péptidos especificos de los oncogenes E6 y E7 de HPV 16
( 215 ). Recientemente se ha reportado el perfil de citoquinas en linfocitos de
sangre periférica en 54 mujeres con neoplasia intraepitelial cervical y 30 con
cancer cervical, la produccidn de 1L-2 y INF-y fue significativamente reducida en
los pacientes con NIC v céncer, mientras que la producciéon de 1L-4 e IL-10 en
respuesta a mitdgenos fue muy elevada en ambos grupos ( 216 ).

Los datos anteriores de expresidn de citoquinas en linfocitos de sangre periférica y
nuestros datos de expresion de citoquinas en el microambiente del tumor indican
que la produccién de citoquinas THI que. aumentan la inmunidad célular

antitumoral esta inhibida 6 bloqueada en mujeres con infeccion por HPV y que la



progresion de lesiones precursoras de cancer cervical puede estar asociada a un
cambio en la produccion de citoquinas TH1 a THZ. En este momento es de suma
importancia determinar si este cambio de citoquinas THi a TH2 da lugar al
desarrollo de la neoplasia por una inhibicidon de los mecanismos de vigilancia
inmunologica, 0 si este cambio de citoquinas se debe a un efecto secundario
inducido por las células tumorales ¢ por la infeccion viral persistente.

Por otro lado, las células epiteliales infectadas con HPV con capaces de producir
algunas citquinas y potencialmente pueden modificar los perfiles de citoquinas en
el microambiente del tumor ( Fig. No, 9 ) ( 217 ). Células de cdncer cérvico uterino
pueden producir IL-6 ( 218 ) Tomando en cuenta todos estos hallazgos en
combinacién con nuestros resultados, sugieren que el HPV-16 es capaz de inducir
la expresion de citoquinas en células epiteliales humanas que pueden modificar la
respuesta inmune [ocal y posiblemente puedan influenciar los perfiles de
citoquinas sistémicos.

Tomando en cuenta que la inmunidad célular es preferencialmenete activada por
citoquinas THI y que las citoquinas TH2 tienen una accién supresora ( 219 ), es
necdsario buscar alternativas que puedan modificar los perfiles de citoquinas en el
microambiente del tumor y a nivel sistémico. Existen varias evidencias que indican
que es factible modificar un patron preexistente de citoquinas TH2, por ejemplo, se
ha encontrado que la IL-12 es capaz de restaurar la produccion de INF-y en
linfocitos de sangre periférica de pacientes seropositivos a HIV en donde la
produccion de INF-y es reducida 6 ausente { 220 ). Asi mismo, el tratamienfo con
IL-12 recombinante a ratones con leishmaniasis produce una cura absoluta de la
enfermedad y genera resistencia contra la reinfeccidn, este efecto terapeutico de la
IL-12 fue asociado a una desminucion en el produccion de IL.-4 y a un incremento
en la produccién de INF-y, a traves de un mecanismo de inversion de citoquinas

TH2 a THI (221, 222 ). Ademas de tener la capacidad de regular las funciones de
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THI, la IL-12 tiene un efecto antitumoral y antimetastatico ( 223, 224 ), as
también, tiene la capacidad mejorar la inmunogénicidad de una vacuna antivira! (
225 ). Los datos anteriores demuestran que la I1.-12 previene los efectos deletere©S
de las respuestas TH2 y promueve los efectos protectivos y curativos de las
respuestas THI1 en efermedades infecciosas y cancer. Finalmente es necesario
determinar el papel de las citoquinas en el paso crucial entre infeccion y nvs:oplflsia
con el propdsito de desarrollar nuevas alternativas de tratamiento en la infeccion

por HPV y cancer cervical basadas en la terdpia con citoquinas THI.
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CONCLUSIONES

I.-Se desarrollé un método basado en la reaccién en cadena de la polimerasa
{ PCR ) para deteclar secuencias gendmicas del grupo de los papilomavirus
asociados a cancer cervical en muestras de citologia cérvico vaginal y
biopsias de tejido cervical fresco.

11.-La presencia de HPV 16 en 50 tumores analizados fue del 98 %5, indicando
que este fue el tipo viral mas frecuente.

III.-Se desarrolld un método basado en RT-PCR para determinar la
expresion de los oncogenes E6 y E7 de HPV 16 en pequeiias biopsias ( 50-
100 mg ) de tejido cervical.

IV.-La expresién de los dos transcritos de los oncogenes E6 ( E6I* de 321pb )
y E7 ( E6Il* de 204pb ) de HPV 16 fue asociada a los estadios mas
avanzados de cancer cervical.

V.-El analisis de marcadores de linfocitos T en los tejidos indicéd que existe
una expresion diferencial de CD4" y CD8", con una mayor expresion de
CD8", indicando que esta poblacidn de linfocitos se encuentra en mayor
cantidad en los tejidos.

VI.-Se desarrollé un método basado en RT-PCR para determinar la
expresion de citoquinas TH1, TH2 e inflamatorias en pequefias biopsias (
50-100 mg ) de tejido cervical, que puede ser aplicada a oftros tejidos
tumorales.

VII.-La mayoria de los tumores analizados ( 80 % ) no expresaron citoquinas
THI1, por el contrario presentaron un perfil preferencial de citoquinas TH2.

VIIL-La expresion de citoquinas TH2 fue asociada al grupo de tumores que

mostraron unicamente la expresion de los dos transcritos de los oncogenes
E6 y E7 de HPV 16.
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IX.-La expresion preferencial de citoquinas TH2 ( 1L-4 e IL-10 ) puede
inhibir las funciones de los linfocitos infiltranies en el tejido cervical y
contribuir a crear un estado de inmunosupresion en el microambiente del
fumor.

X.~La expresion elevada de TGF-B en el tejido tumoral puede contribuir a
acentuar el estado de inmunosupresion local.

Xl.-Las células epiteliales derivadas de cérvix transformadas con HPV 16
expresan varias citoquinas y potencialmente pueden contribuir a modificar
el perfil de citoquinas en el microambiente del tumor.

XII.-La produccion de IL-10 en el tejido cervical fue detectada en células
epiteliales alteradas ( células coilociticas y tumorales ) por HPV 16, lo que
puede representar una estrategia del virus para evadir la respuesta inmune
célular en el microambiente del tumor.

XIIL.-La predominante expresién de citoquinas TH2 en el microambiente del
tumor puede jugar un papel importante en la transicion de infeccién a
neoplasia y favorecer el proceso de carcinogenesis cervical por inhibicion
de los mecanismos de vigilancia inmunolégica. Un modelo esquematico
del papel de la citoquinas TH2 en cancer cervical es representada a
continuacion :
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PERSPECTIVAS

Una de las principales aportaciones del presente estudio es haber establecido que
en el cancer cervical avanzado predomina un patrén de citoquinas tipo TH2 y que
las propias células epiteliales transformadas por HPV son las productoras de una
citoquina ( [L-10 ) que puede crear un microambiente en el tumor favorable para
evadir [os mecanismos efectores de [a respuesta inmune célular.
Estos hechos habren desde nuestro punto de vista las siguientes perspectivas :
1.- Analizar los mecanismos involucrados en la desregulacién de citoquinas ( IL-
10 y TGF-B ) en células epiteliales transformadas por HPV.
a.- Estudiar el papel de algunas proteinas virales (E6 y E7) de HPV 16 en
regular el promotor de IL-10 y TGF-B en células epiteliales transformadas
con HPV 16.
b.- Estudiar la influencia de la expresiéon de TGF-3 sobre la expresién de [L-
10 6 viceversa en las mismas células epiteliales.
2.- Estudiar la expresion de citoquinas TH1 y TH2 en linfocitos infiltrantes de
tumores cervicales avanzados y en lineas céluiares epiteliales transformadas con
HPV derivadas de tumores cervicales.
3.- Analizar algunas alternativas terapéuticas para el manejo del cancer cérvico
uterino avanzado basadas en la manipulacion de la respuesta inmune local para
eliminar el componente TH2 promoviendo la activacion de los linfocitos TH1.
a.- Estimular la funcién THI : Una alternativa es la utilizacidén de citoquinas
recombinantes como la [L-12 y el INF-y (lograr la expresién in vivo de
estas citoguinas mediante la administracion de plasmidos desnudos 6 en

liposomas.



b.- Estimular la funcion TH1 y CTL : Una alternativa es mediante la
utilizacion de péptidos activadores de TH1 y CTL de las proteinas

oncogenicas E6 y E7 de HPV 16,

A confinuacion se muestra una representacion esquematica de las perspectivas

anteriormente mencionadas :
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