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RESUMEN

El cancer cérvico-uterino es la segunda causa de muerte en mujeres en México, la edad
con mas incidencias reportada esta entre los 65 y 74 afios, teniendo en cuenta el
estudio realizado de pacientes de los afios 2016, 2017. Un alto porcentaje de casos con
estudios tempranos de malignidad se presentan en mujeres en edades jévenes, donde
la mayor incidencia esta entre los 25 y 44 afios, lo cual representa una oportunidad para
realizar una detencion del cancer y promover el diagnoéstico de la presencia del Virus
del Papiloma Humano ya que es el factor predisponente mas importante. De las
biopsias de cérvix analizadas, el diagndstico mas sobresaliente es el de Neoplasia
Intraepitelial Cervical de grado uno (NIC1). El diagndstico de carcinoma fue reportado
a partir de los 45 afios, en cambio el diagnéstico de (NIC3) fue a los 19 afios, indicando
gue en un corto tiempo la paciente tendra un carcinoma invasor a temprana edad. Las
mucinas son utilizadas en el diagnostico para ver la malignidad de algunos canceres
como el de pancreas, la sobre-expresion de estas proteinas transmembranales en
neoplasias lleva a predecir metastasis, en algunos casos la sobre-expresion de estas
mucinas pueden predecir el avance en el grado de malignidad, debido a su capacidad
de inhibir la apoptosis. Estas proteinas no se expresan de manera normal en el tejido
cervical, la sobre-expresion de la proteina MUC1 y MUC4 en NIC1 estan presentes.
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INTRODUCCION

El cancer invasor de cuello uterino viene precedido generalmente por una larga fase de
lesiones preneoplasicas. Esto se caracteriza microscopicamente por una serie de
manifestaciones que van de la atipia celular a diversos grados de displasia o neoplasia
intraepitelial cervical (NIC), antes de progresar a una neoplasia invasora. Estas
lesiones, son invisibles a simple vista y no presentan sintomas, existen considerables
diferencias entre las estimaciones de las tasas de progresion y regresion de NIC. Varios
estudios han concluido que NIC puede progresar a cancer invasivo e incluso, la
neoplasia in situ en ciertos casos puede retroceder. La infeccion por el virus del
papiloma humano (VPH) en el aparato genital, sobre todo algunos subtipos
oncogeénicos, juega un papel relevante en la aparicion de las lesiones intraepiteliales y
su posible evolucion a una neoplasia invasora. Se han utilizado marcadores de
proliferacion celular Ki-67 y marcadores del ciclo celular como p16 y p53, para predecir
el avance de la neoplasia cervical a carcinoma invasor, teniendo en cuenta esto en
otros canceres epiteliales como el pancreatico se han utilizado mucinas como

marcadores para predecir el avance a malignidad del carcinoma o la metastasis.

Las mucinas son glicoproteinas de gran pero molecular. Estas macromoléculas, tienen
abundantes filamentos presentes el medio intracelular y extracelular, tienen tres
clasificaciones dependiendo de su funcién, formadoras de gel, secretoras y
transmembranales. Las mucinas se producen normalmente por una gran variedad de
células incluyendo el epitelio gastrointestinal, respiratorio y tractos reproductivos. No
s6lo ayuda en la proteccion del epitelio y proporcionan un material de transporte para
las células, también estan implicados en otras funciones importantes tales como la
renovacion y la diferenciacion epitelial, la integridad epitelial, y carcinogénesis. Las
proteinas transmembranales MUC1 y MUC4 cuando se expresan en lugares donde
antes no estaban pueden llegar al ser de mal pronostico para el paciente, ya que se
han asociado en tumores que progresan a metastasis, se han usado como marcadores

de progresion en tumores de origen epitelial.
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ANTECEDENTES

El cancer cérvico-uterino, es a nivel mundial el segundo cancer mas frecuente en
mujeres, debido al acceso limitado a los servicios de salud, la gran mayoria de las
defunciones ocurren en mujeres que viven en paises de ingresos bajos y medianos.
Segun la OMS cada afio, mas de 2700 000 mujeres mueren de cancer cérvico-uterino
el cual es causado por la infeccion del Virus del Papiloma Humano (VPH) sexualmente
adquiridas. Los tipos de VPH involucrados en la neoplasia cervical invasora son siete,
16, 18, 45, 31, 33, 52 y 58, de los cuales los mas comunes son el VPH 16 y VPH 18
(1,11,14).

Infeccion
por VPH

Population prevalence (not to scale)

Lesiones
precancerosas-D%

Cancer

9ahos 1 5aﬁos 30aﬁos ZhL—)ahos 60 anos

Figura No 1. Edad promedio en que se puede adquirir el VPH hasta llegar a padecer alguna
lesion premaligna o cancer. (1)

La OMS report6 que la infeccion por el virus del papiloma humano inicia con el comienzo
de la vida sexual entre los 15 y 20 afios, se pueden presentar lesiones preneoplasicas
entre los 25 afios en adelante y las cuales pueden progresar a cancer después de los

30 afos, como se puede observar en la figura No. -1 (1).

El cancer cervicouterino es el tercer cancer diagnosticado en mujeres de todo el mundo,
centro América se encuentra en el sexto lugar con una incidencia del 22.3, por cada
100 mil habitantes y una mortalidad del 9.5 por cada 100 mil habitantes, visualizandolo
en la Figura No. -2 (15)

pag. 12




En México la segunda causa de hospitalizacion en mujeres con diagndstico de cancer

fue por el Cancer Cérvico-uterino con un 9.7% en el grupo de 65 a 74 afos se ubica la

tasa mas alta con 53 casos de cada 100 mil mujeres de ese grupo de edad, seguido

por las mujeres de 50 a 59 afios, con 51 de cada 100m mil mujeres de este grupo de

edad, entre la acciones para prevenirlos se encuentran la vacuna de Papiloma Humano

(VPH), la deteccion oportuna y el uso de conddén, como se muestra en la Tabla No.-1

(2).

Principales tumores malignos

Grupo de edad

20229 30a39 40a49 50a59 60a64 65a74 75a79 80y
mas
Mujeres
Bronquios 050 |1.20 | 3.49 9.13 14.27 | 27.36 |29.44 |22.28
Estomago 0.68 |2.88 |6.95 1152 |17.38 |20.79 |28.09 |23.11
Higado y delasvias | 0.37 |[0.52 |2.25 6.59 1592 |20.30 |30.64 |24.29
biliares
intrahepéaticas
Colon 112 |3.44 |841 16.47 | 24.21 |27.63 |27.94 |27.12
Mama 4.13 | 34.53 | 100.87 | 156.26 | 157.95 | 135.24 | 115.50 | 74.75
Cervicouterino 3.75 | 20.14 | 39.789 | 51.09 |47.81 |52.56 |43.26 |37.49

Tabla 1.-Tasa de mortalidad hospitalaria de la poblacion de 20 afios y mas, por principales
tumores malignos segin edad y sexo, por cada 100 000 habitantes. (2)
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FACTORES DE RIESGO DEL CACU

Se ha demostrado que la infeccion por el virus del papiloma humano (VPH) es la causa
necesaria, pero no la Unica suficiente, del cancer cervicouterino. L a gran mayoria de
las mujeres infectadas por algun tipo de VPH oncdgeno nunca presenta cancer cérvico-
uterino. Esto sugiere que otros factores adicionales que actian juntamente con el VPH
influyen en el riesgo de aparicion de la enfermedad. Cofactores como la paridad, el uso
de anticonceptivos orales, el tabaquismo, la inmunosupresion, particularmente la
relacionada con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), la infeccién por otras
enfermedades de transmisién sexual y la desnutricibn se han asociado, en grado

variable, con la aparicion de cancer invasivo del cuello uterino.

a) El tabaquismo esta firmemente asociado con la aparicion de lesiones cervicales
preneoplasicas y neoplasias. El tabaquismo se encuentra entre los cofactores
ambientales méas uniformemente identificados con la probabilidad de influir en el riesgo
de padecer céncer cérvico-uterino, los estudios revelas que el riesgo para las
fumadoras al menos duplica el de las no fumadoras.

b) Las mujeres infectadas por el VIH contraen mas facilmente los tipos de VPH de alto
riesgo y tienen mayor probabilidad de presentar lesiones preneoplasicas (y de aparicion
mas rapida), que las mujeres seronegativas para VIH, del mismo grupo etario. Sin
embargo, hasta la fecha, estd poco claro la magnitud del incremento del riesgo de
cancer cérvico-uterino entre estas mujeres.

¢ Las mujeres con coinfeccién por el VPH y otro agente de transmision sexual, como
Chlamydia trachomatis o virus-2 de herpes simple (VSV-2), tiene mayor probabilidad
de presentar cancer cérvico-uterino que las mujeres sin coinfecciones. Un andlisis
compartido de siete estudios de casos Yy testigos, que examina el efecto de la infeccion
con HSV-2 en la etiologia del cancer invasivo del cuello uterino, encontré que, entre las
mujeres con seropositividad para el ADN de VPH, El HSV-2 se asociaba a un riesgo
unas tres veces superior de presentar cancer cervicouterino, después del ajuste para

posibles variables de confusion.

d Se considera que una baja condicion socioeconomica es un factor de riesgo de
numerosos problemas de salud, incluido el cancer cérvico-uterino; en particular, en
entornos de bajos recursos. Las mujeres con una baja condicion socioeconomica a

menudo tienen bajos ingresos, limitaciones para acceder a los servicios de atencién de
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salud, nutricién deficiente y escasa concientizacion acerca de los temas de salud y de
conducta preventiva. Todos estos factores pueden hacerlas mas proclives a enfermarse

0 a padecer enfermedades que pueden prevenirse, como el cancer cérvico-uterino.

e) Si bien algunos investigadores han postulado que las practicas higiénicas deficientes
o las malas condiciones higiénicas pueden aumentar el riesgo de infeccion por el VPH
o de cancer cervicouterino, no existen pruebas uniformes que sustenten esta

aseveracion (1).

EPIDEMIOLOGIA DEL VPH

Los papilomavirus han cohabitado con los humanos a través de miles de afios,
sufriendo pocos cambios en su genoma. En nivel evolutivo los papilomavirus se han

agrupado en 16 géneros y los VPH se agrupan en 5 de estos 16 géneros.

Los géneros mas importantes del VPH son los papilomavirus Alpha y beta, la mayoria
de los VPH que infectan el area genital pertenecen al género Alpha. El papilomavirus
16 es el mas prevalente de los VPH oncogénicos, el cual es el responsable de mas de
la mitad de los tumores, mientras que el 18 es responsable del 20% de los tumores (16-
18).

Las mujeres sexualmente activas, de cualquier edad, pueden infectarse con VPH
oncogénico, sin embargo, el cancer de cérvix invasor en mujeres jovenes infectadas
con el virus oncogénico es raro y la prevalencia de VPH en mujeres de 40 afios o
mayores no se correlacionan con la alta tasa de cancer cervical. Es la presencia de
VPH lo que da lugar al desarrollo de lesiones prenoplasicas y posteriormente el cancer

invasivo, lo cual puede llevar afios para su desarrollo (16-19)

pag. 15




PREVALENCIA

La prevalencia del VPH se asocia a la edad, siendo mas alta al inicio de las relaciones
sexuales y responde al comportamiento sexual de la comunidad, los compafieros

sexuales. La prevalencia puede llegar al 30-40% en mujeres menores de 25 afios (20)

INCIDENCIA

Durante once afios que va desde el 2000 al 2011, las infecciones por el virus del
papiloma humano en México han ido incrementando, con 10393 casos en el 2010 hasta
llegar a 36333 casos en el 2011 (2,19)

El virus del Papiloma Humano (VPH) en México ocup6 el decimonoveno lugar de las
veinte principales causad de enfermedades transmisibles, con un total de 36 333 casos
en el 2010 (15). El grupo con mayor afeccién fuel el de las mujeres en el rango de edad
de 25 a 44 afios a razon de 24.0 por cada hombre. Las entidades federativas que
presentaron mayor numero de casos fueron Distrito Federal (29.0 %), Jalisco (11.2%),
y Nuevo Leodn (5.8 %), las que menos presentaron fueron Colima (0.1%), Durango
(0.2%) y Baja California Sur (0.4 %). La secretaria de Salud fue la institucion con mayor
namero de casos (23 449) mientras que SEMAR fue la que menos casos notifico.
Zacatecas en el 2011 se encontraba baja media nacional con una incidencia de 43.69

por cada 100 mil mujeres (2,21).

pag. 16




Tabla. 2 -Casos y tasa de incidencia por entidad federativa de hombres y mujeres en Estados Unidos de
México durante el afio 2011 (2).

Poblacion Femenina

Entidad federativa casos Incidencia*
Aguascalientes 691 114.12
Baja California 60.7 38.16
Baja California Sur 120 42.62
Campeche 141 34.13
Coahuila 308 22.93
Colima 33 10.78
Chiapas 693 29.48
Chihuahua 772 45.63
Distrito Federal 8243 180.12
Durango 67 8.43
Guanajuato 882 32.94
Guerrero 1969 120.96
Hidalgo 1625 127.11
Jalisco 3903 107.91
México 1231 16.16
Michoacan 1033 50.24
Morelos 163 18.74
Nayarit 423 86.10
Nuevo Ledn 2041 90.10
Oaxaca 1482 79.44
Puebla 392 13.10
Querétaro 482 52.92
Quintana Roo 1218 173.11
San Luis Potosi 1019 78.50
Sinaloa 1229 92.99
Sonora 505 40.09
Tabasco 349 33.05
Tamaulipas 497 30.44
Tlaxcala 671 111.40
Veracruz 1540 40.33
Yucatan 245 24.69
Zacatecas 311 43.64

total 34885 62.71

METODOS DE DETECCION DEL VPH

La deteccion del VPH puede realizarse mediante distintos métodos, los que se pueden

clasificar en tres grupos:

1 Diagnostico morfolégico. La identificacion morfolégica de las alteraciones
citopéticas producidas por el VPH en las células escamosas, se pueden observarse en
examenes citolégicos e histopatoldgicos.

2. Detencion de proteinas virales. La identificacion de las proteinas virales se
lleva a cabo por el método de inmunohistoquimica.

3. Detencion de secuencias genomicas del VPH. Existen numerosas técnicas de
analisis cualitativos del DNA, las técnicas mas empleadas en el estudio del VPH son:
4. Hibridacion in situ. Consiste en aplicar sondas complementarias marcadas con
sustancias radiactivas o con colorantes que permiten su posterior visualizacién sobre

un corte del tejido problema o sobre un extendido citolégico.
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5. Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR). Consiste en aplicar un proceso
que multiplique el nimero de copias de un segmento de DNA si esta presente en la
muestra, se produce mediante la reaccion en cadena de la polimerasa.

6. Captura de Hibridos. Se utilizan sondas de RNA capaces de detectar varios
tipos de VPH, cuando la muestra presenta infeccion virica se produce un hibrido RNA-
DNA que es capturado por un anticuerpo especifico contra hibridos y detectado
mediante una reaccion tipo ELISA que utiliza un compuesto quimio luminiscente para

revelar la reaccion. (22)

TRANSMISION DEL VPH

La transmision de la infeccién por VPH es por contacto sexual, a través de erosiones
minimas, algunas veces imperceptibles de la piel y mucosas. Las caracteristicas de la
actividad sexual se vinculan con la probabilidad de contraer la infeccién, pero no se
consideran para la progresion de la infeccion al cancer. Sin embargo, existen cofactores

relacionados con la persistencia de la progresion al cancer.

El factor de riesgo mas importante para el cancer cervicouterino es la infeccion con el
virus del papiloma humano de alto riesgo como los tipos 16, 18 etc. El tabaquismo, ya
que tienen el doble de posibilidades de padecer cancer cervicouterino, se han detectado
subproductos del tabaco en la mucosidad cervical de mujeres fumadores,
investigadores creen que estas sustancias dafian la integridad del DNA de las células
epiteliales cervicales contribuyendo asi al origen del céancer cervical. La
inmunosupresion por el VIH ocasiona que las mujeres estén en mayor riesgo de
infectarse por el VPH. La infeccién por Clamidia, bacteria capas de infectar el sistema
reproductor ya que se contrae por contacto sexual, causando micro lesiones en el
epitelio cervical favoreciendo la entrada del VPH. El uso de pildoras anticonceptivas por
periodos prolongados aumenta el riesgo de cancer cervical. La edad de su primer

embarazo aumenta el riesgo, asi como el estado socioecondmico en el que viven.

El virus puede permanecer latente en las células basales del epitelio, ocasionalmente
las infecciones por VPH se transmiten de madre a recién nacido ocasionando

infecciones en el tracto respiratorio superior, lo cual se conoce como papilomatosis
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laringea. La duracion media de la infeccién por VPH varia entre 6-12 meses y 2 afios
(23).

CARACTERISTICAS DEL VPH

El virus del papiloma humano es un virus de DNA de doble cadena que pertenece a la
familia papovaviridae, no poseen envoltura y tienen un diametro aproximado de 52-55
mm. Las particulas virales estan compuestas por una capside proteica conformada en
un 95% por proteinas L1 y un 5% por proteinas L2, las cuales se ensamblan para formar
capsdémeras heicosaedricas y que serian usadas para la fabricacion de vacunas
profilacticas. En el interior de la capsula se encuentra el DNA circular de doble cadena
de aproximadamente 8000 pares de bases, constituido por 8 genes y una region
regulatoria no codificante, la cual contiene sitios de unién para factores proteicos y
hormonales del hospedador, necesarios para que el virus complete el ciclo de

reproduccion (23).

El genoma del VPH, lo conforman dos tipos de genes aquellos que son codificados en
las etapas tempranas de la infeccion, conocidos como genes E, y aquellos que son
codificados durante las etapas tardias del ciclo de replicacién del mismo, conocidos
como L. Se conocen seis genes tempranos: E1, E2, E5, E6 y E7, y dos tardios: L1y L2.
Los genes tempranos codifican proteinas involucradas en la replicacion y regulacion
viral, asi como en su capacidad carcinogénica Por otro lado los genes tardios codifican
las proteinas estructurales que conforman la capside viral. Una region de
aproximadamente 4000 pares de bases codifica las proteinas para la replicacién viral y
la transformacion celular; otra region que posee 3000 pares de bases codifica proteinas
estructurales de las particulas virales y finalmente una regién de 1000 pares de bases
que no codifica y tiene los elementos reguladores de la replicacion y transcripcion del
DNA viral (24,25).

Virus DNA

Capsid
protein

Figura No. -4 C4pside y DNA del Virus del Papiloma Humano (11)
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CICLO VITAL DE LOS VPH.

INFECCION Y DESENSAMBLE DE VIRIONES.

El ingreso de las particulas viricas a las células basales se da por lesiones o micro
traumas en la piel, el receptor de membrana que facilita la entrada del virus aun no es
identificado, pero se sabe que los proteoglicanos de sulfato de heparina presentes en
la membrana son el lugar de fijacion inicial previo al receptor. El virus es internalizado

por endocitosis.

El desensamble del virion se da gracias a la ruptura de los enlaces disulfuro de las
proteinas que conforman la cépside, dando asi un cambio en el ambiente celular,

favoreciendo el transporte del DNA viral al nacleo celular. (26,27)

MANTENIMIENTO DEL GENOMA.

Una vez ocurrida la infeccion y el desensamble, el virus usa las proteinas tempranas
E1l y E2 para mantener su genoma en estado episomal y generar de manera correcta

la segregacién del virus en la division celular. (23,24,26,27)

FASE PROLIFERATIVA

La region larga de control (LCR) regula la expresion de las oncoproteinas tempranas
E6 y E7, producidas para evitar que la célula basal interrumpa el ciclo celular,

provocando el engrosamiento de la capa basal y el estrato espinoso. (26)

INTEGRACION DEL GENOMA

Las particulas del DNA virico se integra al material genético celular, desencadenando
una serie de alteraciones en el ciclo celular relacionadas con la expresion de las

proteinas E6 y E7, las cuales bloquean a P53 y pRb. (23).

pag. 20




Normal
Virnus introduced nto the skin

through foregn body o MIcroabrason

{ron-chviding)
Kecatinooytes

Figura No. -5 Estructura del epitelio escamoso estratificado cervical y la expresion de las

proteinas virales en la infeccion del VPH (6).

ALTERACIONES DEL EPITELIO CERVICAL.

El cancer cervical comienza en las células de la superficie del cuello uterino. Existen

dos tipos de células en dicha superficie: escamosas y columnares. La mayoria de los

canceres de cuello uterino provienen de las células escamosas. Por lo general, es un

cancer de lento crecimiento y si se detecta de manera temprana puede tratarse con

éxito. Los factores de riesgo para desarrollar este tipo de cancer son, la presencia del

virus de papiloma humano, antecedentes familiares, edad, historia sexual y

reproductiva, estado socioecondémico, fumadores, infeccion por VIH y el uso prolongado

de anticonceptivos orales. (28).
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METODOS DE DETECCION DEL CacCu.

o Examen macroscopico: Comprende la observacion directa de las lesiones
genitales, se puede utilizar acido acético, que tifie de blanco las lesiones observadas
mediante colposcopia del cuello uterino y la vagina, previamente tefiida con yodo o

acido acético, como se muestra en la figura. (6).

o Examen microscopico: Observacion de células sospechosas con cambios
coilociticos en citologias de cuello Uterino y vagina en mujeres, usando la tincién de
Papanicolaou, mostrados en la Figura No. -7. Se pueden tomas biopsias de lesiones
sospechosas, verrugas genitales, tanto de hombres como de mujeres, y enviar las

muestras a una seccion de anatomia patologica para su analisis. (3).

figura No. -6 Colposcopia Cervical a) Cérvix normal b) Lesion intraepitelial de bajo grado
c¢) Lesién intraepitelial de alto grado. 1- Epitelio escamoso original 2- Orificio externo del canal
3- Epitelio columnares y 4- Epitelio acetoblanco (7).
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Figura No. -7 Tincidn de Papanicolau a) Células epiteliales normales b) Células Epiteliales con

transformacién causadas por el VPH.

Imagen tomada en el Laboratorio de Patologia y Diagndstico Molecular del IMSS, Microscopio NIKON
80i.

LESIONES PREMALIGNAS DEL CANCER DE CUELLO UTERINO.

El concepto y la terminologia de las alteraciones premalignas del epitelio cervical han
evolucionado paralelamente al avance del conocimiento de su biologia e historia
natural, inicialmente se uso el término “carcinoma in situ” para designar a las lesiones
que se limitaban al epitelio cervical. En 1949, Papanicolaou introdujo el término
“displasia” para designar cambios epiteliales menos agresivos. Posteriormente en
1953, Reagan consagro este término en histopatologia cervical, la demostracion de
cambios histolégicos similares en algunas displasias y el CIS condujo, a principios de
los setenta a la introduccion del concepto de neoplasia cervical intraepitelial (NIC), el
cual los unificaba clasificando las lesiones en tres grados. Esta terminologia sigue
empleandose en la actualidad en el diagnostico histologico, el término neoplasia
cervical intraepitelial de grado Il (NIC 3) incluye los CIS y las displasias severas, la
mayoria de los patégenos coinciden en que la NIC 3 puede ser comparable con el CIS,

sea la displasia severa mencionada o no.
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La clasificacibn de las neoplasias cervicales intraepiteliales tiene una baja
reproducibilidad diagndstica, tanto en material citolégico como histoldgico, y sobre todo
en las lesiones menos graves, mostradas en la tabla No. -2. Este hecho junto con los
avances en el conocimiento de la carcinogénesis cervical hizo que en 1989 se
propusiera el Sistema Bethesda para describir las alteraciones citolégicas, incluyendo
nuevos conceptos relacionados con la infeccion por virus del papiloma humano (VPH).
En el sistema Bethesda se sustituye el término neoplasia intraepitelial por el de lesion
escamosa intraepitelial (SIL), con dos categorias: bajo grado (LSIL) y alto grado (HSIL).
Esta division en dos grupos se justifica por la evidencia que las LSIL corresponden a
infecciones viricas, en general autolimitadas y que sélo excepcionalmente progresan a
carcinoma, mientras que las HSIL equivalen a verdaderos cambios premalignos que se
corresponden con los siguientes términos utilizados en clasificaciones anteriores:
displasia moderada (NIC2), displasia severa (NIC3) y carcinoma in situ. La
determinacioén del tipo de VPH en las lesiones intraepiteliales ha demostrado que en las
LSIL se identifican tipos muy heterogéneos, de alto y bajo riesgo oncogénico, mientras
que en la gran mayoria de HSIL se hallan tipos de alto riesgo. (11,29).

LESIONES INTRAEPITELIAL ESCAMOSA DE ALTO GRADO

También llamadas Neoplasia Intraepitelial Cervical de grado dos o tres (NIC2, NUC3),
mostradas en la figura No. -8, se caracteriza citolégicamente por células con citoplasma
inmaduro, nucleos anormales y aumento de la relacién ndcleo-citoplasma. Las células
se presentan aisladas o en grupo o incluso en agregados sincitiales. Los nucleos son
mas pequefios que los expresados en LSIL, ya que el tamafio de los nlucleos de HSIL
es de 2-5 veces el tamafio de una célula intermedia. Los nlcleos son hipercromaticos
con cromatina granular gruesa, membranas nucleares arrugadas y hay anisonucleosis,
las células presentan un estrecho ribete citoplasmatico alrededor del nucleo

hipercromatico. (30,31).
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figura No. -8 Estadios de NIC: a) Epitelio escamoso normal, b) NIC1 ¢) NIC2 y d) NIC3 (3)

PAPANICOLAU REAGAN 1954 RICHART 1968 BETHESDA 2001
Clase | Normal
Clase Il Alt. Inflamacion
Clase Il Displasia leve NIC1 LIEBG
Moderada NIC2 LIEAG
Severa NIC3
Clase IV - CIs
Clase V invasor Invasor Invasor

tabla 3.- Clasificacion citolégica, mostrando las diferentes clasificaciones con las que se puede

encontrar un diagnéstico.
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ANTECEDENTES DIRECTOS

MARCADORES EN NEOPLASIAS CERVICALES

La evaluacion histoldgica para determinar el estandar para diagnosticar a las mujeres
con el virus del papiloma humano (VPH), con alguna neoplasia intraepitelial cervical
inducidas, su detencion y clasificacion de la NIC se ha utilizado hematoxilina y eosina,
la cual estd limitada por la variabilidad de diagndsticos. Las pruebas que ayudan para
la deteccion de VPH, tales como la hibridacion in situ y reaccion en cadena de la
polimerasa indican la presencia de HPV, pero no proporcionan la evaluacién del grado
de displasia. (35)

MUCINAS COMO FACTOR DE PROGRESION EN NEOPLASIAS EPITELIALES.

Las mucinas se han incorporado en el panel de biomarcadores para diagnosticar el
prondéstico. Las mucinas se han usado como marcadores para clasificar tumores tanto

d primarios hasta metastasicos. (12)

MUC1 y MUC4 se han asociado en tumores que progresan a metastasis, se han usado
como marcadores de progresion en tumores de origen epitelial. La expresion de MUC1
representa un marcador de agresién biologica en carcinoma de células pequefas en
pulmon, estbmago y el carcinoma colono rectal. En un estudio realizado en cancer
gastrico en ratones, se usaron como biomarcadores MUC1 y MUC5AC, donde los que
expresaban MUC1 tenian un prondstico de sobrevida malo y los que expresaban

MUCS5AC un pronéstico de sobrevida bueno.

La expresion de MUC4 en carcinomas depende de su localizacion histoldgica, ya que
se ha asociado como un mal prondstico en cancer de mama, en carcinoma hepatobiliar,

incrementando su agresividad hasta metastasis, en cambio su expresion en cancer de

pag. 26




ovario, en carcinoma epidermoide de glandulas salivales y en carcinoma de células de
ovario, en carcinoma epidermoide de glandulas salivales y en carcinoma de células
escamosas del tracto Aero digestivo, tienen un prondstico de sobrevida bueno. Esto
indica que la expresion de MUC4 depende del origen del tumor. (8).

MUCINAS

Las mucinas son las principales glicoproteinas de la mucosa que recubre la superficie
epitelial de vias respiratorias, digestivas y urogenitales (30). Su funcién es proteger a
las células epiteliales de infecciones, deshidrataciones, lesiones fisicas y quimicas (38).
Estas proteinas se acumulan en grandes granulos secretores, regulados que ocupan la
mayor parte del citoplasma apical de las células especializadas conocidas como células

de la mucosa/ copa (39).

Las mucinas membranales son: MUC1, MUC4, MUC3B, MUC11, MUC12, MUC16,
MUC17. Las mucinas de secrecion son: MUC6, MUC2, MUC5AC, MUC5B y MUC19
(10,30). Los oligosacéridos presentes en las mucinas les confieren rigidez limitando la
rotacion alrededor de los enlaces peptidicos y por las cargas de repulsion de sus grupos
en tandem (38).

~EF DI
MUC3/3A/3B ? feﬁ.ﬂ-
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Figura No. -15 Estructura de las Mucinas membranales. (10)
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INTERACCION DE LAS MUCINAS CON PROTEINAS EXTRA-INTRACELULAR.

Las interacciones entre las mucinas transmembranales ejecutan diferentes funciones

mediadas por diferentes eventos celulares y moleculares tal y como se muestra en la

Tabla No. -4.
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Figura No. -10 Funciones celulares mediadas por mucinas transmembranales.

Tabla 4.- Interaccion de mucinas con diferentes moléculas, métodos de deteccion y

funcion.
Mucinas Interaccion Método de  Molecular/Interaccion en funcion
Deteccion celular
MUC1 ICAM-1 |pa Promotor cancer metastasico (in
vitro)
Galectin-3 IP and ACP | Promotor cancer metastasico (in
vitro)
EGFR IP Promotor de tumorigenesis.
Regulador de proliferacion vy
diferenciacion normal de células
epiteliales (in vitro)
Met IP, IKAc and | Reduce cancer metastasico (in vitro)
MS/MS
FGFR3 IP Ayuda a MUCICT en Ila
translocacion nuclear y mitocondrial
(in vitro)
PDGFRp IKA Promotor cancer metastasico (in
vitro and in vivo)
c-Src IP and IKA | Promotores de tumorigenesis (in
VivO)
Lyn IP and IKA | Maduracion y expansion de la
respuesta inmune (propuesta)
Lck IP and IKA | Activacién de células T (propuesta)
c-Abl IP and IKA | Promotor tumorigenesis (in vitro)
GRB2 IP, and IBA | Promotor de tumorigenesis
APC IP Posible rol en cancer de mama
iniciacion and progresion
(propuesta)
ERa IP Promotor de tumorigenesis (in vitro)
MUC4 HER?2 IP Promotor de tumorigenesis (in vitro)
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MUCINAS TRANSMEMBRANALES E INTERACCION CON PROTEINAS.

La mayoria de las interacciones entre las mucinas transmembranales y sus parejas
unidas a la membrana se producen en condiciones patologicas tales como cancer,
estas parejas de unidn tipicamente pertenecen a las familias de tirosina quinasas de

receptores o moléculas de adhesion. (9)

PROTEINA MUC1

El gen localizado en 1922, como se observa en la Figura No-17, codifica una proteina
unida a la membrana que es un miembro de la familia de mucina. Las mucinas son
proteinas O-glicosiladas que juegan un papel esencial en la formacién de barreras
mucosas protectoras sobre las superficies epiteliales (5,36) estas proteinas también
juegan un papel en la sefializacion intracelular. Esta proteina se expresa en la superficie
epical de las células epiteliales que recubren las superficies mucosas de muchos tejidos
diferentes, incluyendo de pulmoén, mama, estdbmago y pancreas. Esta proteina se
encinde proteoliticamente en subunidades alfa y beta que forman un complejo
heterodimero. Las funciones de las subunidades alfa N-terminal en la adhesién celular
y la subunidad beta C-terminal esta involucrado en la sefalizacién celular. La
sobreexpresion, localizacion intracelular aberrante, y los cambios en la glicosilacion de
esta proteina se han asociado con carcinomas. Este gen se sabe que contiene un
dominio variable altamente polimorficos repeticiones en tdndem. La subunidad alfa
tiene propiedades adhesion celular. Puede proporcionar una capa protectora sobre las
células epiteliales contra bacterias. La subunidad beta contiene un dominio C-terminal
que esta implicado en la sefalizacion celular, a través de fosforilaciéon y de las
interacciones proteina-proteina . Modula la sefializacion de ERK, SRCy las vias de NF-
Kappa-B. En las células T activadas, las influencias directa o indirectamente la via Ras/
MAPK. Promueve la progresion del tumor (46,47). Regula la transcripcion mediada por
TP53 y determina el destino celular en la respuesta al estrés genotipico. Se liga, junto
con KLF4, el elemento promotor PE21 de TP53 y TP53 reprime la actividad. (5, 48)
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Figura No. -11 Localizacién de MUC1 en el cromosoma 1 (5).
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La proteina MUCL1 puede ser detectada por medio de la técnica de inmunohistoquimica
la cual se observa principalmente en membrana, citoplasma, ndcleo y en el aparato de
Golgi, de acuerdo con el anticuerpo empleado como se observa en la siguiente figura
No. -13(5).

Cytoskeleton

Endoplasmic
reticulum

FUNCION DE LAS SUBUNIDADES ALFA Y BETA DE MUC1
SUBUNIDAD ALFA.

La subunidad alfa tiene la funcién de la lubricacion epitelial y proteccion superficial,
resulta en la formacion de geles en la superficie celular epical, permeable a iones,
moléculas y particulas. Algunos investigadores la denominan un antigeno asociado a
tumor, debido a su interaccién con las células tumorales. Se cree que por la propiedad
adhesiva y anti adhesiva de alfa-MUC1 promueve la migracion celular, su estructura
cargada negativamente le confiere propiedades anti adhesivas a las células que sobre
expresan MUC1, ya que interfiere en la comunicacion celula-celula. Por otra parte, a
las células tumorales que sobre expresan MUC1 les confiere propiedades de adhesion
cuando estan presentes a células endoteliales, ayudada por las selectinas y la
galectina-3. La alfa-MUC1 es un autoantigeno que desata la respuesta inmune en

pag. 31




pacientes con cancer, pero la presencia de alfa-MUCL1 inhibe la respuesta inmune de

los linfocitos T citotoxicos debido a sus propiedades de anti-adhesion. (13).
SUBUNIDAD BETA

La subunidad beta contribuye en la sefalizacion de crecimiento celular. Beta MUCL1
contiene 72 aminoacidos que al pasar al citoplasma (MUC1-CD) conserva el 95% de
sus aa, promueve la progresion tumoral y la metastasis. La sefializacion de beta-MUC1
en la membrana celular ocurre después de su fosforilacion. MUC1 CD contiene restos
de tirosina, lo cual es un muy buen sustrato, el receptor de crecimiento de fibroblastos
y el factor de crecimiento de plaquetas. Un residuo de asparagina en N-glicosilacion
presente en la region extracelular de beta-MUCL1 proporciona la union de la galectina-
3. (13).

REGULACION EN LA TRANSCRIPCION DE MUC1 EN NEOPLASIA DE CELULAS
EPITELIALES.

La regulacion en la transcripcion de MUC1 ha sido ampliamente estudiada en las
células del cancer de mama, ya que su sobreexpresion contribuye a la progresion de la
enfermedad. El promotor de MUCL1 es rico en guanina y citosina (GC), contiene una
caja TATA situada a 25 nucledtidos rio arriba del sitio de inicio de la trascripcion. Se
caracteriza por numerosos sitios de union para la proteina especifica -1, en carcinomas
relanes MUCL1 es regulado directamente por el factor de hipoxia inducible, esto puede

ser observado en la figura No. -14 (8).
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Figura No -14 Mecanismo de regulacion en la transcripcion de MUC1 en cancer de células epiteliales

(8).
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PROTEINA MUC4

Los principales constituyentes de moco, la secrecién viscosa que cubre las superficies
epiteliales tales como los de la traquea, el colon y cuello uterino, son proteinas
altamente glicosiladas denominadas mucinas. (49). Estas glicoproteinas juegan un
papel importante en la proteccion de las células epiteliales y se han implicado en la
renovacion y la diferenciacion epitelial. Este gen se localiza en 3929 como se muestra
en la Figura No. - 21, codifica una glicoproteina de membrana integral que se encuentra
en la superficie celular, aunque puedan existir isoformas secretadas (5, 50). Se han
encontrado variantes de transcripcion de este gen, aunque la transcripcion de larga
duracion no se ha determinado o so6lo se encuentran en los tejidos tumorales. Este gen
contiene una region en la secuencia de codificacion que tiene un ndamero variable
(>100) de 48 repeticiones en tandem (5). Puede desempefiar un papel en la progresiéon
tumoral, tiene capacidad para promover el crecimiento del tumor debido principalmente
a la represion de la apoptosis en oposicion a la proliferacion. Tiene propiedades anti-
adhesivas. Parece alterar el comportamiento celular a través de efectos anti adhesivas
en la célula-célula y las interacciones célula-matriz extracelular y tiene la capacidad de

actuar como un ligando intramembranal para ErbB2. (5,52).
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Figura No. 15 localizacién de MUC4 en el cromosoma 3 (5).

La expresion de la proteina MUC-4 puede ser detectada por medio de la técnica de
inmunohistoquimica observandose principalmente en membrana, citoplasma y aparato

de Golgi dependiendo del anticuerpo empleado como se observa en la figura No. (5)
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Figura No. - 10 Localizacion celular de la proteina MUCA4. (5).

FUNCION DE LAS SUBUNIDADES ALFA Y BETA DE MUC4
SUBUNIDAD ALFA

Una funcion importante de la subunidad alfa-MUC4 en la célula tumoral es la prevencion
o interrupcion de la interaccidn celula-celula, un estudio realizado mostré que MUC4
tiene formas esto debido a la presencia de VNTR, en donde la MUC4 que tiene ocho
elementos de VNTR es més eficiente en la interrupcion de la adhesion celular, en
cambio las otras MUC-4 con cinco, tres o un VNTR disminuyen la anti-adhesion celular.
(13).

SUBUNIDAD BETA

La subunidad beta-MUC-4 parece estar implicada en la sefalizacién oncogénica, sin
embargo, la porcién citoplasmatica hasta el momento no se ha demostrado que juegue
un papel prominente. La region extracelular de MUC4 contiene tres dominios de
factores de crecimiento epidermoide, donde uno de ellos tiene una gran similitud con
los factores de crecimiento, el cual activan a los miembros de la familia de HER, se ha
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demostrado que MUC4 y HER2 se asocian cuando dos proteinas se coexpresan en la
célula, en este caso es el dominio homologado a EGF (52). Cabe sefialar que MUC4
podria ser un ligando potencial para HER2, debido a la elevacién de la fosforilacion de
la tirosina de HERZ2 la cual no se produce en todas las células. (13,52).

MUC4 e
.

normal epithelial cell

» O-giycosylation
« N-glycosylation tumor cell

Figura No. -17. Mucinas transmembranales MUC1 y MUC4 A) Proteina MUC1 y MUC4 en la superficie
de células epiteliales. B) Proteinas MUC1 y MUC4 transmembranales en células epiteliales normales y
en tumorales (13).

EXPRESION DE MUC1 Y MUC4

Cuando un epitelio sufre transformacion maligna, los genes de las mucinas pueden
someterse a la expresion aberrante causando reduccion en a produccién de una mucina
y/o produccién esperada de una mucina estructuralmente diferente e inesperado en el

epitelio transformado. (53).

A) VIAS RESPIRATORIAS

El patron de expresion de genes de mucina en las vias respiratorias normales es
complejo. Genes de mucina se expresan en una variedad de células epiteliales que
exhiben diversos fenotipos: MUC1 en las glandulas submucosas, MUC1 MUC4 y
MUC13 en el epitelio de superficial. En los bronquiolos distales, células claras expresan

MUC1 y MUCA4. En la hiperplasia atipica adenomatosa, la lesion preinvasiva de
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adenocarcinomas pulmonares periféricas, expresa altos niveles de MUC1 y bajos

niveles de otra mucina. (54).

B) TRACTO GASTRO INTESTINAL

*Esofago

MUC1 y MUC4 son las principales mucinas expresan tanto en los niveles de ARNm y
proteinas en el epitelio escamoso estratificado. MUC1 y MUC4 se encuentran
predominantemente en las células epiteliales de la membrana. (55)

*Estdmago

La mucosa normal del estbmago se caracteriza por la expresiéon de MUC1, MUC5AC,
MUC6, MUC1 su expresion epical se produce en el epitelio y células de la zona del
cuello, MUCA4 esta generalmente ausente en la mucosa géstrica normal. (56).

*Intestino delgado

MUC1 se detecta en las glandulas de Bruner, en el duodeno normal, la apomucina
MUC1 no se detecta mientras MUC4 se encuentra en las células columnares y las
glandulas de Bruner. (57)

*Colon

Las dos mucinas unidas a la membrana MUC3 y MUC4 se expresan por las células

caliciformes columnares del colon. (58).
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*Pancreas

MUC1 es la principal mucina unidas a la membrana expresada en condiciones normales
en el pancreas, no existe la expresion de MUC4 de manera normal, pero en lesiones

no neoplasicas como en conductos atroficos o en inflamaciones. (60)

*Tracto Hepatobiliar

Se ha descrito una fuerte expresion de MUC3 y una débil expresiéon de MUCL1 en células
epiteliales biliares y en hepatocitos. El aumento en la expresion de MUC1 y MUCA4 esta
relacionado con el comportamiento agresivo de células carcinogénicas de mal

pronéstico. (61)

C) Mama

MUC1 se identificd por su marcada sobreexpresion en canceres de mama humanos en
comparacion con las células normales en ductales epiteliales de mama, Los cambios
en los O-glicanos de MUC4 presentes en esta glicoproteina se han asociado al
desarrollo del cancer de mama. Se han asociado las mucinas MUC2, MUC5AC, MUC3,

MUCS6 en el desarrollo del cancer de mama. (40)

D) APARATO REPRODUCTOR FEMEMENINO

El tracto reproductivo femenino humano expresa una variedad de mucinas incluyendo
ambos tipos secretadas y unidas a la membrana. Mientras MUC4 y MUC5B son las
mucinas predominantes que se encuentran en el epitelio del tracto reproductivo. En
contraste, MUC5AC cuenta con una mayor expresion en liminal que en el epitelio
glandular, mientras que MUCG6 exhibe una distribucion irregular sin correlaciéon a luminal
0 regiones glandulares. Los altos niveles de MUCS8 se han detectado en diversos tejidos
del tracto reproductivo, como la placenta, endometrio y cérvix, lo que contrasta con una

expresion débil o falta de deteccion en el ovario, trompas de Falopio y el utero. MUCL1,
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se expresa de forma ubicua en todos los tejidos epiteliales del tracto reproductivo,
incluyendo la trompa de Falopio, el Gtero, endocérvix, exocérvix y la vagina, mientras
MUC4 es producido por la endocervical, ectocervical, y las células epiteliales vaginales.
Solo el endocérvix expresa consistentemente las mucinas secretadas, MUC5AC,
MUC5B, MUCG6, y menor medida MUC2. (12).
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Airways (upper & lower)
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Figura No. - 18 Distribucién especial de mucinas en el cuerpo humano. Las mucinas se producen por
una variedad de tejidos epiteliales. Mostrando (un cddigo de colores) son los principales sistemas de
organos productoras de mucina y las mucinas expresan en condiciones fisioldgicas normales. (12).
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MUCINAS COMO MARCADORES EN NEOPLASOAS CERVICALES.

El cuello utero tiene 2 tipos de células epiteliales: en el endocérvix que estd compuesto
por células secretoras de moco que expresa varios genes de mucina, y el exoceérvix con
un tipico de epitelio escamoso estratificado y no expresa mucinas secretadas. El
dominio transmembranal de MUC4 y su estructura molecular sugiere que tiene un papel
protector y también pueden estar implicados en la sefializacion en el exocérvix. El
epitelio cervical normal est4 cubierto por una capa de moco secretado por las células
secretoras de moco endocervical que protege el epitelio de las agresiones externas y
facilita la fecundacién (53,62). EI moco se compone principalmente por mucinas,
proteinas altamente glicosiladas entre las cuales estdin MUC2, MUC5AC, MUCS5B y
MUCS6, que codifican la formacién de gel MUC1, MUC3, MUC4 y MUC12, codifican para
las glicoproteinas transmembranales. Estudios realizados por Allyson Baker, William
Grizzle y David Chhieng, donde evallan la expresion de las mucinas en lesiones de
cérvix, demostraron que en lesiones del exocérvix se presenta MUC4, en lesiones
inmaduras de metaplasia escamosa se encuentran MUC2 y MUC4, basandose en los
adenocarcinomas encontraron la sobre- expresion de MUC1l y en neoplasias
endocervicales MUC2. Estudios realizados por la Unidad de Biologia Celular y
molecular del Instituto Municipal de Investigacion Médica de Barcelona Espafia en el
2001, demuestran que MUCA4 en epitelio exocervical normal no se expresa, en cambio
en lesiones por el Virus del Papiloma Humano en estudios NIC2 y NIC3 existe una
expresion en la mayoria de las células con esta condicidén, aunque la relacion entre la
expresion de MUC4 y la infeccion por el VPH no se conoce, la activacion de MUC4 en
respuesta a la infecciéon por VPH podria ser la consecuencia de la activacion de las
proteinas E6 / E7, asi MUC4 puede ser un marcador util para la transformacion
displastica cervical (62). MUCL1, se ha estudiado extensamente en el tracto reproductivo
femenino y se expresa en el endometrio. Desempefia un papel importante durante la
implantacion y el del embrién, pero se han revelado niveles altos en el adenocarcinoma
de endometrio y de carcinomas de cuello uterino en comparacion con los tejidos

endometriales y cervicales normales (64).

pag. 40




JUSTIFICACION

El cAncer-uterino ocupa uno de los principales lugares en muertes a nivel mundial, sin
embargo, es considerado un cancer cien por ciento prevenible, ya que toma afos su
desarrollo desde la infeccion de VPH en el cuello uterino, lo cual da un lapso donde la
prevencion y deteccion temprana pueden hacer la diferencia. En el tracto reproductor
femenino se muestra normalmente una débil expresion de MUC1 y una fuerte expresion
de MUCA4. Cuando un epitelio sufre transformacion maligna, los genes de las mucinas
pueden someterse a la expresion aberrante causando reduccion en la produccién de
una mucina y/o produccion esperada de una mucina estructuralmente diferente en el
epitelio transformado. La sobreexpresion de MUC1 y MUC4, se han asociado en
tumores que progresan a metastasis, se han usado como marcadores de progresion en
tumores de origen epitelial. MUC4 en epitelio exocervical normal no se expresa, en
cambio en lesiones por el Virus del Papiloma Humano en estudios NIC2 y NIC3 (LIEAG)
existe una expresion en la mayoria de las células con esta condicién, asi MUC4 puede
ser un marcador util para la transformacion displasica cervical. MUC1, se ha estudiado
extensamente en el tracto reproductivo femenino y se expresa en el endometrio y se
han revelado niveles altos en el adenocarcinoma de endometrio y de carcinomas de
cuello uterino en comparacioén con los tejidos endometriales y cervicales normales. Bajo
estas investigaciones resulta evidente la realizacion de estudios por medio de
inmunohistoquimica para la observacion de la expresibon de MUC1 y MUC4 en
neoplasias cervicales con presencia del VPH, para predecir el cambio a malignidad.
(62,64).
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HIPOTESIS

La expresion de las proteinas MUC1 y MUC4, en tejidos de cérvix se pueden
correlacionar directamente con neoplasias causadas por el virus del papiloma humano

por medio de la técnica de inmunohistoquimica.

OBJETIVO GENERAL

Identificar la expresiéon de MUC1 y MUC4 transmembranales en biopsias de cérvix con
neoplasias causadas por el virus del papiloma humano, por medio de la técnica de

inmunohistoquimica.

OBJETIVOS PARTICULARES

Clasificar las biopsias de cérvix de acuerdo con la malignidad.

Identificar la presencia de mucopolisacaridos acidos y neutros en las biopsias de cérvix.
Identificar la presencia del virus del papiloma humano en las muestras mediante
inmunohistoquimica.

Clasificar los tejidos de acuerdo con su malignidad utilizando los biomarcadores Ki-67,
pl6 y p53.

Detectar la expresion de las proteinas MUC1 y MUC4 en las biopsias de cérvix por
medio de inmunohistoquimica.

Correlacionar la expresion de MUC1 y MUC4 con el estudio de malignidad en tejido

cervical.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

DESARROLLO EXPERIMENTAL
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MATERIALES Y METODOS

SELECCION DE MUESTRAS

Este fue un estudio de tipo retrospectivo, donde se incluyeron biopsias de cérvix.
Dichas biopsias se obtuvieron de la Clinica de displasias de los Servicios de Salud de
Zacatecas, muestras que fueron previamente diagnosticadas histopatolégicamente por
Patélogo y Oncologo. Diagnosticos de pdlipos inflamatorios, cervicitis, NIC1, NIC2,

NIC3 y carcinomas.

Se recolecto un total de 255 muestras, pero 109 fueron las que cumplieron con los
requisitos para ser procesadas por la técnica de inmunohistoquimica (Edad y
condiciones fisicas adecuadas para su procesamiento). El trabajo experimental tuvo

lugar en el laboratorio de Patologia y Diagnéstico Molecular.

PRETRATAMIENTO DE PORTAOBJETOS

Se preparo Silano Sigma-Aldrich al 2.5% en acetona, los portaobjetos fueron limpiados
con gasa, incubados por 5 minutos en el silano, lavados con dos cambios de agua
destilada y se dejaron secar a 60-70°c por una hora, esto se realizé para que los tejidos

se adhieran mucho mejor a los portaobjetos.
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CORTE DE MUESTRAS

El corte de las muestras se llevo a cabo en el laboratorio de Patologia y Diagnéstico
Molecular, los cortes realizados de cada bloque de parafina se realizaron en un
micrétomo de rotacion “LEICA RM2125RTS” de un grosor de 1-2 uC. Un corte de cada
muestra fue tefiido con Hematoxilina y Eosina para destacar su estructura al

microscopio optico y asi verificar el diagnostico y el lugar de la lesion.

TINCION HEMATOXILINA-EOSINA

El método de coloracibn méas convencional usado en histologia e histopatologia se
conoce como hematoxilina y eosina. La hematoxilina es un colorante basico (colorante
catiénico) por la presencia del grupo amino (-NH2), que tifie los componentes acidos de
los tejidos, los nucleos celulares por su contenido de DNA se observan de color azul-
violaceo. La eosina es un colorante acido (colorante anidnico) por la presencia del grupo
carboxilo (-COOH) tifie los componentes basicos de los tejidos, el citoplasma celular de

distintas tonalidades de rojo (65).

Los tejidos fueron desparafinadas en xileno, hidratadas en alcoholes degradados
empezando por etanol absoluto hasta agua destilada, tefiidas con Hematoxilina de
Harris de Hycel, decoloradas con alcohol &cido al 0.5% y fijando el color en Carbonato
de litio, lavadas en agua destilada, en etanol al 96% vy tefiidas con Eosina de Sigma,
lavadas y deshidratadas en cambios graduales de alcohol hasta llegar a alcohol
absoluto, se dejaron secar a temperatura ambiente, se montaron con cubre objetos de
vidrio y resina sintética y se observaron, para el andlisis histolégico e identifican el sitio

de la lesion causada por el Virus del Papiloma Humano.
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TINCION PAS-AZUL ALCIANO

Esta técnica se encuentra una oxidacion de acido periodico, que reacciona con grupos
hidroxilos libres de una hexosa o0 con grupos adyacentes hidroxilo y amino de una
hexosamina, convirtiéndolos en grupos aldehidos con rotura de la union carbono-
carbono. En el siguiente paso, los aldehidos reaccionan con el reactivo de Shiff
produciendo un complejo estable de color rojo magenta en los sitios donde se
encuentran los azucares ya mencionados. La mayor parte de esta reaccién
correspondiente a glucégeno y glicoproteinas. El azul alciano reacciona con
compuestos anidnicos, como sustancias mucosas acidas o mucinas acidas con pH 2.5,
las sustancias mucosas &cidas, tanto carboxilicas como sulfatadas, se tifien de azul. La
demostracion de las diversas mucinas dependera de sus caracteristicas particulares.
Las mucinas neutras pueden ser tefiidas por la tincion de PAS, mientras que las

mucinas acidas pueden tefirse con azul alciano.

Los tejidos fueron desparafinadas en xileno, hidratadas en alcoholes degradados
empezando por etanol absoluto hasta agua destilada, se cubrié cada tejido con &cido
acético al 3%, se tifid con azul alciano de Sigma, fueron lavadas con agua destilada,
secando cada laminilla se le adicion6 acido periédico al 0.5% y lavadas con agua
destilada, se cubri6 cada tejido con el reactivo de Shift, lavadas con agua corriente para
terminar la reaccion, tefiidas con Hematoxilina de Harris de Hycel, fueron lavadas con

agua destilada, deshidratadas en cambios graduales de etanol desde agua destilada

Hasta etanol absoluto, se dejaron secar a temperatura ambiente, se montaron y se
observaron, para identificar los mucopolisacaridos ya sean acidos o neutros que pudo

presentar la muestra.
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INMUNOHISTOQUIMICA

La técnica inmunohistoquimica (IHQ) es un método con el objetivo de localizar un
antigeno especifico en tejidos, basdndose en el reconocimiento antigeno anticuerpo.
Esta técnica ha ido evolucionando y juega un papel importante en el diagndstico
histopatolégico, especialmente con respecto a la clasificacion y diagnéstico de un
tumor. Por otra parte, se ha ido adaptando para la identificacion y demostracion de

marcadores prondsticos y predictivos (68,69).

Los tejidos fueron desparafinadas en xileno, hidratadas en alcoholes degradados
empezando por etanol absoluto hasta agua destilada, los epitopes fueron
desenmascarados con Buffer Citrato 10mM de pH 6.03 en la olla de presion Oster y
tender Cocker, lavadas con PBS de pH 7.4, la peroxidasa enddgena fue blogueada con
H202al 0.9%, el anticuerpo primario fue incubado a temperatura ambiente durante 45
minutos, se realizaron lavados con PBS, se incubd con el anticuerpo secundario a
temperatura ambiente durante 20 minutos, se lavd con PBS, se incubd con
estreptavidina durante 15 minutos, se lavé con PBS, se revelaron las reacciones con
diaminobencidina al 4% monitoreado cada reaccién al microscopio, fueron contra
tefidas con Hematoxilina de Harrys Hycel por, fueron lavadas con agua destilada,
deshidratadas en cambios graduales de etanol desde agua destilada hasta etanol
absoluto, se dejaron secar a temperatura ambiente, se montaron con cubre objetos de
vidrio y resina sintética y se observaron. El kit de inmunohistoquimica utilizado fue el
Starr Trek Universal HRP Detection System de Biocare medical y para pl6 el kit de
deteccion de BIOSB. Los controles utilizados para esta técnica fueron piel, pdlipos de

colon, adecarcinomas de coldn, células siHa y Caski.
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Los anticuerpos utilizados es este trabajo fueron:
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Tabla 5.- Anticuerpos usados durante el estudio

BPV- Citrato BIOCARE Células

Ratén 1/1H8+CAM 10mM MEDICAL siHa y Caski
Monoclonal VIR pH=6.03 PM 177 AA
Conejo SP6 Citrato THERMO Piel, CaCu
Monoclonal 10mM SCIENTIFIC

pH=6.03 RM-9106-S1
Raton 2D9A12 Citrato ABCAM CaCu
Monoclonal 10 mM

pH=6.03
Conejo EP9 Citrato BIOCARE Adenocarcinoma
Monoclonal | Anteriormente | 10 mM MEDICAL de colon

Y5 pH=6.03 CME 298 AK

Raton 695 Citrato BIOCARE Adenocarcinoma
Monoclonal 10mM MEDICAL de colon

pH=6.03 CM319B
Ratén 1G8 Citrato INVITROGEN | Pdélipos de colon
Monoclonal 10Mm BY LIFE

pH=6.03 TECHNOLOGI

ES
18-2322




HIBRITACION in situ CROMOGENICA (CISH)

Hidratacion in situ es una técnica que detecta secuencias de acidos nucleidos en
células, cromosomas o tejidos preservados. La deteccion in situ provee una
visualizacion directa de la localizacion espacial de secuencias especificas que es
crucial para dilucidar la organizacion y funcién génica, por lo que el método de
hibridacion in situ se ha convertido en una técnica importante en diversos campos,
incluyendo diagndsticos de rearreglos cromosomales, deteccidon de infecciones virales

y analisis de la funcion génica durante el desarrollo embrionario.

La hibridacién in situ toma como fundamento la complementariedad de los acidos
nucleidos, la cual puede ser DNA y/o RNA, a través de puentes de hidrogeno formados
entre las bases: adenina-timina (DNA) o uracilo (RNA) y citosina guanina (DNA y RNA).
Este apareamiento da lugar a una doble cadena en la cual una cadena, tiene la
orientacion opuesta a la otra con respecto al esqueleto azucar-fosfato. La secuencia es
leida de 5°a 3" (70).

Los tejidos fueron desparafinados en xileno, hidratadas en alcoholes degradados
empezando por etanol absoluto hasta agua destilada, los epitopes fueron
desenmascarados por medio de una digestion enzimatica con proteinas K, lavadas con
PBS de pH 7.4, la peroxidasa enddgena fue blogueada con H202 al 0.90%, se
deshidrataron las muestras y se le coloc6é la sonda HPV amplio espectro para
6,11,16,18,31, 33, 35, 39, 45,51 y 52, DAKO CYTOMATION. Se colocaron en el equipo
Microprobe ™ FisherBiotech, se incubé a 95°C por 10 minutos, después se incubé a
37°C toda la noche para maximizar la hibridacién, se dio un lavado astringente a 55°C
por 30 minutos, se maximizo la sefal y se revelo con diaminobensidina, se contra tifid
con Hematoxilina de Harris Hycel, fueron lavadas con agua destilada, deshidratadas en
cambios graduales de etanol desde agua destilada hasta etanol absoluto, se dejaron
secar a temperatura ambiente, se montaron y se observaron. Los controles fueron

células Caski.
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RESULTADOS

Se realiz6 un estudio analitico, cualitativo y retrospectivo, donde se identificaron los
diferentes diagnosticos en biopsias de cérvix, para después analizar la expresion de las

mucinas transmembranales MUC1 y MUC4.
CLASIFICACION DEL TOTAL DE BIOPSIAS RECOLECTADAS
Clasificacion por diagnostico.

Se identificaron 255 biopsias de cérvix de los meses octubre a diciembre 2018,
obtenidas del consultorio médico y Laboratorio de Patologia y Oncologia. Se
seleccionaron las muestras que tuvieran la edad reportada para el estudio. Como se
puede ver en la tabla No. -6 se arrojaron diferentes diagnosticos, donde el que mas se
observa en la poblacion de estudio es la de NIC1 con un total de 163 muestras lo que
corresponde al 79.80% de las muestras, se observa que va aumentando este
diagndstico que va de 45 muestras en octubre y 70 muestras de noviembre a diciembre
2018. Se reportaron 12 muestras de NIC2 arrojando un mayor nimero, en cambio solo
se reportaron 3 NIC2, se reportaron 5 carcinomas y un adenocarcinoma. Se reportaron
49 cervicitis, 15 pélipos endocervicales inflamatorios, una hiperplasia escamosa, 3

quistes de Naboth, un leiomioma, adenofibroma y una muestra sin lesion aparente.

Tabla 6.- Diagndsticos Histopatolégicos de biopsias de epitelio cervical de octubre a diciembre del 2018.

Muestras

octubre noviembre diciembre total %
MDIAGNOSTICO
NIC1 45 48 70 163 79.80
NIC2 4 12 2.63
NIC3 0 3 0.65
CARCINOMA 1 5 1.09
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ADENOCARCINOMA | 0 0 1 1 0.22
CERVICITIS 2 25 22 49 10.77
POLIPO 4 8 3 15 3.30
ENDOCERVICAL

INFLAMATORIO

HIPERPLASIA 0 0 1 1 0.22
ESCAMOSA

QUISTE DE NABOTH | 0 1 2 3 0.65
LEIOMIOMA 0 1 0 1 0.22
ADENOFIBROMA 0 1 0 1 0.22
SIN LESION 0 0 1 1 0.22
TOTAL 56 89 110 255 100%

CLASIFICACION POR EDAD

Se clasificaron las muestras de acuerdo con la edad, tomando en cuenta cada
diagnostico.

Como se puede observar en la figura No.27 mostrando el rango de edad donde se
pueden clasificar los diagndsticos de las pacientes, el registro de edad en el diagndstico
de NIC1 va desde los 16 a los 64 afios de edad, donde un 18.6% de las muestras con
este diagnaostico tienen una edad entre los 15y 24 afos, el 32.6% va de los 25 a los 34
afos, el 32% va de los 35 a los 44 afios, 14.6% va de 45 a 54 afios y el 2% de 55 a 64
afos de edad. Por consiguiente, los rangos de edad mas frecuentes en la poblacion de
estudio para este diagndstico estan entre los 25 y 44 afios. El registro de edad en NIC2
va desde los 25 a los 74 afios con el 11.11% entre los 25 a los 34 afios y 65 a los 74
afnos, un 55.55% entre los 35 a los 44 afos, 22.22% entre los 45 a los 54 afios,
observando que el rango de edad mas frecuente para este diagnéstico en la poblacion
de estudio es 35 a 44 afos. El registro de edad en NIC3 va de los 19 a los 34 afios en
la poblacién de estudio siendo el diagnéstico mas severo reportado en una edad
temprana. El registro de edad en carcinoma va de 45 a los 84 afos, dando un 40%
entre 45 a 54 afios y en 75 a 84 afos. El registro de edad en cervicitis va de 15 a los
54 afnos, donde el rango de edad mas frecuente con un 50% esta entre 25 a 34 afios,
seguido por un 34.6% entre 35 a 44 afos. El registro de edad de los pélipos
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inflamatorios va de los 15 a los 54 afios, donde el rango de edad mas frecuente esta

entre 25 a 34 afos y de los 35 a 44 afios con un 34.6% cada uno.

Incidencia
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Figura No. - 19 Incidencia por edades a partir de la primera edad mas joven reportada en los diferentes

diagndsticos histopatoldgicos en muestras de epitelio cervical.

PRESENCIA DE MUCOPOLISACARIDOS ACIDOS Y NEUTROS

Se realizaron los cortes a las muestras recuperadas y se tifieron con las técnicas de
H&E y PAS/AA como se menciona en el apartado de materiales y métodos, de las

cuales se excluyeron las que no tenian un buen proceso de fijacion.
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PROCESADAS

DIAGNOSTICO OCTUBRE NOVIEMBRE | DICIEMBRE | TOTAL
NIC1 8 58 43 109
NIC2 3 3 3 9

NIC3 0 0 3 3
CARCINOMA 1 2 2 5
POLIPOS 0 1 0 1
INFLAMATORIOS

CERVICITIS 0 0 1 1

Tabla No. -7 Muestras aptas y procesadas en el estudio.

La expresion de mucopilisacaridos acidos y neutros en las muestras procesadas de
NIC1, NIC2, NIC3, carcinoma y cervicitis fueron negativos a secrecién tanto para
mucopolisacaridos &cidos como neutros, asi como se muestra en la figura No. -21. Las
muestras procesadas de polipos inflamatorios fueron positivas a secrecion a
mucopolisacaridos acidos, dando una coloracién azul, asi como se muestra en las

figuras No. - 22y 21.
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Figura No. 20. Muestras tefiidas con H&E y PAS/AA. a) NIC1 tincion H&E b) NIC1 tincion PAS/AA
¢) NIC2 tincion H&E d) NIC2 tincion PAS/AA e) NIC3 tincion H&E f) NIC3 tincion PAS/AA.

Las fotografias fueron tomadas en el Microscopio Olympus 1x71 en el objetivo de 20x.
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Figura No. - 2 Muestras tefiidas con H&E y PAS/AA g) Carcinoma tincion H&E h) Carcinoma tincion
PAS/AA i) Cervicitis tincion H&E j) Cervicitis tincion PAS/AA k) Pdlipo inflamatorio tincion H&E 1) Pdlipo
inflamatorio tincion PAS/AA. Las fotografias fueron tomadas en el Microscopio Olympus 1x71 en el

objetivo de 20x.
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IDENTIFICACION DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

Se realizo la técnica de Inmunohistoquimica para anti L1 de VPH como se menciona
en el apartado de materiales y métodos. La presencia de la proteina L1 de la Capside
del Virus del Papiloma Humano en las muestras procesadas mostradas en la Tabla No.
7 va disminuyendo conforme la lesion aumenta como se puede observar en la Figura
No. -22. Las muestras procesadas con el diagnéstico de NIC1 dio positivo en el 90%
de las muestras, en cambio en las muestras procesadas de NIC2 y NIC3 dieron positivo
por debajo del 33% de las muestras, en carcinoma el 20% de las muestras procesadas
dieron positivo, pero solo en aquellas células que no estan completamente

transformadas, asi como se muestra en la figura No. -23.

EXPRESION DE L1 DELVPH
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60%
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40%
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Diagnostico histopatologico

Figura No. - 22 Expresion de la proteina L1 del VPH de alto riesgo en las diferentes muestras.
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Se realizé la técnica de Hibridacion in Situ Cromogénica (CISH) como se menciona en
el apartado de materiales y métodos en algunas de las muestras procesadas, se llevo
a cabo en el Laboratorio de Patologia comprobando que el DNA viral se encuentra en
las muestras procesadas, el DNA del VPH de alto riesgo fue detectado en los
diagnosticos NIC1, NIC2, NIC3 y carcinoma, en cambio en las muestras procesadas
con los diagndsticos de cervicitis y polipos inflamatorios dieron negativo a la presencia

del DNA viral, asi como se muestra en la Figura No.-24.

pag. 57




Control
~| positivo de L1

Figura No. - 23 Expresion de la proteina L1 del VPH de alto riesgo en: a) Pélipo inflamatorio b) Cervicitis
¢) NIC1 d) NIC2 e) NIC3 y f) Carcinoma. Las flechas sefialan la sefial positiva a la proteina. Las muestras
estudiadas fueron reveladas con DAB y contra tefiidas con hematoxilina.

Las fotografias fueron tomadas en el Microscopio Olympus 1x71 en el objetivo de 40x. En el recuadro de

la parte superior se encuentra el control positivo de L1 del VPH en un carcinoma de cérvix.
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Control positivo
de VPH.

Figura No. -24 CISH de VPH de alto riesgo en: a) Polipo inflamatorio b) Cervicitis ¢) NIC1 d) NIC2 e)
NIC3 f) Carcinoma. Las flechas sefialan la sefial positiva al DNA viral. Las muestras estudiadas fueron
reveladas con DAB y contra tefiidas con hematoxilina. Las fotografias fueron tomadas en el Microscopio
Olympus 1x71 en el objetivo de 40x. En el recuadro de la parte superior se encuentra el control positivo
del VPH en la linea celular Casky.

pag. 59




BIOMARCADORES EN NEOPLASIAS CERVICALES

En este estudio se analizaron y procesaron un total de 109 biopsias de cérvix incluidas
en parafina con las metodologias de IHQ, ampliamente descritas en la seccién de
material y métodos, observadas en la Tabla No. -7

IDENTIFICACION DE KI-67

Se realizo la técnica de Inmunohistoquimica para anti-Ki-67 como se menciona en el
apartado de materiales y métodos. La presencia del marcador de proliferacion celular
en las muestras procesadas con presencia y ausencia del Virus del Papiloma Humano
se encuentra expresado con forme aumenta la malignidad de la lesion, salvo las
muestras procesadas con el diagnostico de NIC3 que fueron negativas a este
biomarcador. En la Figura No. — 25, se observa que el 23.68% de las muestras
procesadas con diagnostico de NIC1 son positivas y el 100% de los carcinomas
expresan este biomarcador, en cambio las muestras procesadas con el diagnostico de
cervicitis y polipos inflamatorios dieron un resultado negativo a la expresion del

biomarcador como se puede observar en la Figura No. -26.

Expresion de KI-67
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Diagnostico histopatologico

Figura No. -26. Expresion del biomarcador Ki-67 en los diferentes diagnésticos histopatolégicos de las
muestras procesadas.
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Control positivo Ki-

Figura No. -26 Expresion del biomarcador Ki-67 en los diferentes diagnosticos histopatoldgicos de: a)
Pélipos inflamatorios b) Cervicitis c) NIC1 d) NIC2 e) NIC3 y f) Carcinoma. Las flechas sefialan la sefial
positiva a la proteina Ki-67. Las muestras estudiadas fueron reveladas con DAB y contra tefiidas con
hematoxilina. Las fotografias fueron tomadas en el Microscopio Olympus 1x71 en el objetivo de 40x. En
el recuadro de la parte superior se encuentra el control positivo de Ki-67.
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IDENTIFICACION DE P16

La identificacion de pl16 en algunas de las muestras procesadas se llevo a cabo en el
Laboratorio de Patologia. En la figura No. - 27 podemos observar la expresion de p16
en las muestras procesadas con los diagnésticos de NIC1, NIC2, NIC3 y carcinoma,
donde la expresion en las muestras procesadas con el diagndstico de NIC3 observamos
solo una baja expresion citoplasmatica del biomarcador, en comparacion de los demas
diagnésticos donde se observa tanto en nucleo como en citoplasma.

Figura No. -27 Expresion del biomarcador p16 en los diagndsticos histopatolégicos de: a) NIC1 b) NIC2
¢) NIC3 d) Carcinoma. Las muestras estudiadas fueron reveladas con DAB y contra tefiidas con
hematoxilina. Las fotografias fueron tomadas en el Microscopio Olympus 1x71 en el objetivo de 40x. En
el recuadro de la parte superior se encuentra el control positivo de p16 en un carcinoma de cérvix.
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IDENTIFICACION DE P53

Se realizo la técnica de la Inmunohistoquimica para anti p53 como se menciona en el
apartado de materiales y métodos. La presencia de p53 en las muestras procesadas
con la presencia del Virus del Papiloma Humano, se encuentra disminuida con forme la
lesion aumentada, es decir p53 se expresa de forma nuclear en las muestras
procesadas con el diagnostico de NIC1 y NIC2, en NIC3 la expresion de p53 no fue
nuclear sino citoplasmética, en carcinomas solo se expreso en aquellas células que no
estuvieron del todo transformadas, en cambio en las muestras procesadas con el
diagnéstico de polipos y cervicitis fue negativa la expresién, tal y como se muestra en

la Figura No.-28.
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Figura No. - 28 Expresion del biomarcador p53 en los diferentes diagnésticos histopatoldgicos de: a)
Pdlipo inflamatorio b) Cervicitis ¢) NIC1 d) NIC2 e) NIC3 f) Carcinoma, la flecha muestra la reaccién
positiva. Las muestras estudiadas fueron reveladas con DAB y tefiidas con hematoxilina. Las fotografias
fueron tomadas en el Microscopio Olympus 1x71 en el objetivo de 20x. En el recuadro de la parte superior
se encuentra el control positivo de p53 en un adenocarcinoma de colon.




MUCINAS EN NEOPLASIAS CERVICALES

En este estudio se analizaron y procesaron un total de 109 biopsias de cérvix incluidas
en parafina con las metodologias de IHQ, ampliamente descritas en la seccion de

Material y Métodos, observadas en la Tabla No 7.

CORRELACION DE LA EXPRESION DE MUC1 Y MUC4

La expresién de las proteinas MUC1 y MUC4 se encuentran ausente en las lesiones de
tipo inflamatorio. Las proteinas MUC1 y MUC4 se expresan claramente en mas del 50%
de las muestras procesadas con el diagndstico de NIC1, sin embargo en NIC2 se
observa la diferencia en el nUmero de muestras que expresaron ambas proteinas ya
gue MUC1 se expresa en mas de la mitad de las muestras procesadas, en cambio
MUC4 se observa solo en aproximadamente el 30%, no asi en las muestras
diagnosticadas como NIC3 donde el 100% de las muestras procesadas expresa MUC4
pero solo el 60% presenta MUC1. La expresion de ambas proteinas en las muestras
procesadas diagnosticadas como carcinoma se comportan casi de la misma manera

que las lesiones de NIC3, tal y como se observa en la figura No. - 29.
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Figura No. - 29 Expresién de las proteinas MUC1 y MUC4 en las muestras procesadas con diferentes
diagndsticos histopatoldgicos.

EXPRESION DE LA PROTEINA MUC1

Se realiz6 la técnica de Inmunohistoquimica para anti MUC1 como se menciona en el
apartado de materiales y métodos. La expresion de la proteina MUC1 en las muestras
procesadas con el diagnéstico de NIC1 se expreso en el 76.31% de las muestras, en
NIC2 y NIC3 se expres6 en el 66.66% de las muestras procesadas con estos
diagnésticos, en carcinoma solo el 60% de las muestras expresdo MUC1, en cambio en
los diagndsticos de cervicitis y polipos la expresion fue negativa. Tal y como se muestra

en la Figura No. - 30.
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Figura No. - 30 Expresion de la proteina MUC1 en las muestras procesadas con diferentes diagndsticos

histopatolégicos.

La tabla No. 8 muestra la intensidad de expresion de MUCL1 en las diferentes muestras
procesadas para este estudio, donde la intensidad se mide por cruces o tachas, desde
0 que indica nada no expresion o negativa y +++ 0 xxx que indica una intensidad muy
alta. En la figura No 31 podemos observar que el 60% de las muestras procesadas con
el diagndstico de Carcinoma tiene una intensidad de expresion alta y el 40% restante
no expreso la mucina, el 33.33% de muestras procesadas de NIC3 tiene una intensidad
de expresion de baja y alta respectivamente, el 44.44% de las muestras de NIC2 tienen
una intensidad de expresion baja y el 22.22% moderada, en cambio en muestras de
NIC1 la intensidad de expresion aumenta teniendo un 53.66% con una intensidad de

expresion alta, como se puede observar en la figura No.-32.
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INTENSIDAD | MUCL1 MUC1 MUC1 MUC1 MUC1 MUC1
CARCINOMAS | NIC3 NIC2 NIC1 cervicitis | Pdlipos

0 40% 33.33% | 33.33% | 23.68% | 100% 100%

+ 0% 33.33% | 44.44% | 8.42% 0% 0%

++ 0% 0% 22.22% | 14.21% | 0% 0%

+++ 60% 33.33% | 0% 53.68% | 0% 0%

Tabla8.- Intensidad de Expresion de MUC1 en muestras de cérvix.
Nota: 0 no expresion, + baja expresion, ++ moderada expresion, +++ alta expresion
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Figura No. -31 Intensidad de Expresion de la proteina MUC1 en muestras procesadas de los diferentes

diagnésticos histopatolégicos.
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Control positivo

Figura No. - 32 Expresion de la proteina MUCL1 en los diferentes diagnésticos histopatologicos a) Pdlipo
inflamatorio (0) b) Cervicitis (0) c) NIC1 (xxx) d) NIC2 (xx) e) NIC3 (xxx) f) Carcinoma (xxx). Las muestras
estudiadas fueron reveladas con DAB vy tefiidas con hematoxilina. Las fotografias fueron tomadas en el
Microscopio Olympus 1x71 en el objetivo de 40x. En el recuadro de la parte superior se encuentra el

control positivo de MUC1 en un adenocarcinoma de colén.
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IDENTIFICACION DE MUC4

Se realiz6 la técnica de Inmunohistoquimica para anti MUC4 como se menciona en el
apartado de materiales y métodos. La expresion de la proteina MUC4 y MUCL1 en las
muestras procesadas con el diagnostico de NIC1 se expreso en el 67.89% de las
muestras, en NIC2 se expresé en el 33.33% de las muestras procesadas con estos
diagnésticos, en NIC3 y carcinoma se expreso en el 100% de las muestras procesadas,

en cambio en los diagndsticos de cervicitis y polipos la expresion fue negativa, tal y

como se muestra en la Figura No. 33.
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Figura No. -33 Expresion de la proteina MUC4 en las muestras procesadas con diferentes diagnésticos

histopatolégicos.
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La tabla No. -9 muestra la intensidad de expresiéon de MUCL1 en las diferentes muestras
procesadas para este estudio, donde la intensidad se mide por cruces o tachas, desde
0 que indican nada de intensidad o negativa y +++ 0 xxx que indican una intensidad
muy grande. En la figura No.-34 podemos observar que el 40% de las muestras de
Carcinoma tienen una intensidad de expresion alta y baja, el 20% tienen una intensidad
de expresion de moderada, el 33.33% de muestras de NIC3 tienen una intensidad de
expresion baja y el 66.66% alta respectivamente, el 11.11% de las muestras de NIC2
tienen una intensidad de expresién de baja, moderadas y alta respectivamente, en
cambio en muestras de NIC1 la intensidad de expresion baja y moderada es de 28% y
una intensidad de expresion alta en el 11% de las muestras respectivamente, como se

puede observar en la Figura No.- 35.

INTENSIDAD | MUC4 MUC4 MUC4 MUC4 MUC4 MUC4
CARCINOMAS | NIC3 NIC2 NIC1 Cervicitis Pélipos

0 0 0 66.66% 31.57% 1005 100%

+ 40% 33.33% 11.11% 28.94% 0% 0%

++ 20% 66.66% 11.11% 28.42% 0% 0%

+++ 40% 0 11.11% 11.05% 0% 0%

Tabla 9.- Intensidad de Expresién de MUC4 en muestras de cérvix.

Nota: 0 no expresion, + baja expresion, ++ moderada expresion, +++ alta expresion.
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Figura No. - 34 Intensidad de Expresion de la proteina MUC4 en muestras procesadas de los diferentes

diagnésticos histopatolégicos.
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Control positivo
de MUC4

Figura No. -35 Expresién de la proteina MUC4 en los diferentes diagnésticos histopatologicos a) Pélipos
inflamatorios, (0) b) Cervicitis (0), c) NIC1 (xxx) d) NIC2 (xx) e€) NIC3 (xxx) f) carcinoma (xxx). Las
muestras estudiadas fueron reveladas con DAB vy tefiidas con hematoxilina. Las fotografias fueron

tomadas en el Microscopio Olympus 1X71 en el objetivo de 40x. En el recuadro de la parte superior se

encuentra el control positivo de MUC4 en el pdlipo de colon.
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DISCUSION

En este estudio, se descartaron un total de 146 muestras respecto al numero inicial, ya
que la mayoria de ellas no estaban en buen estado fisico para entrar en el estudio y no
se contaba con la edad de las pacientes, por lo que fue imposible incluirlas en el analisis

de este estudio.

Alguno de los problemas que enfrentamos fue el momento de recolectar las muestras,
debido a que es un estudio retrospectivo, no todas las muestras se encontraron
fisicamente en el consultorio de Patologia, incluso al estado fisico inadecuado de las

muestras.

Los reportes histopatologicos se encuentran dentro del grupo de edad con mayor riesgo
coincidiendo con los reportes, indicado que el 80% y el 90% de los casos confirmados

de CaCu tienen lugar en mujeres mayores de 35 afios (1).

Debido a que el CaCu progresa lentamente, de estados preneoplasicas a un nivel
avanzado, la incidencia de cancer en la mayoria de los paises es muy baja entre las
mujeres menores de 25 afios, pero se eleva alrededor de los 35 a los 40 afios, y llega
a su punto maximo entre las edades de 50 y 60 afios. En los estudios histolégicos
realizados por investigadores cubanos en el 2012. Los diagnoésticos de NIC1 el mayor
namero de mujeres estuvo en el grupo de 25y 39 afios. Las que tuvieron un NIC3, se
distribuyeron por orden de frecuencia con 45% de 25 a 29 afios, y de 36% de 40 a 49
afos, no hubo con 50 afios 0 mas. En general en los tres grados de lesion predominaron

las mujeres de 25y 49 afios, lo que representa el 88.7% del total.

Los reportes histopatolégicos en este estudio muestran un registro mayor en el
diagnostico de NIC1 donde la edad mas joven reportada con este diagnostico fue a los
16 afios y la ultima a los 60 afios, en comparacion con NIC2 donde la edad mas joven
reportada fue a los 28 afios y la ultima a los 67 afios, en cambio el NIC3 siendo el caso
aun mas sobresaliente donde se report6 el primer caso a los 19 afios y el ultimo a los
30 afos. Estos resultados apoyan los datos reportados donde las incidencias se
encuentran en estos rangos de edad, debido a que estas lesiones se consideran
precursoras del cancer cervicouterino invasivo, por esta razon su diagndstico y

tratamiento es de vital importancia.
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Estas lesiones (NIC), no son perceptibles a simple vista y no presentan sintomatologia
especifica, existen considerables diferencias entre las estimaciones de las tasas de
progresion y regresion de NIC, varios estudios han concluido que NIC puede progresar

a cancer invasivo e incluso el carcinoma in situ en ciertos casos puede retroceder.

La identificacion de la proteina L1 del virus del papiloma humano de alto riesgo entra
en lo ya reportado donde en el 90% de los casos de NIC1 es encontrada la proteina y
va disminuyendo conforme progresa la lesion por el VPH, siendo asi poco evidente en
carcinoma invasor ya que solo presentan esta proteina aquellas células que no estan
transformadas por completo, por esto la identificacion del DNA viral es mas sensible
para poder corroborar si esta presente en verdad en VPH de alto riesgo, comprobando
que casi en la totalidad de las muestras de este estudio fueron positivas en la

identificacion del DNA viral integrado en el ndcleo de la célula huésped.

La expresion de mucopolisacaridos secretores ya sea acida o neutra en este estudio
solo dio positivo en los poélipos endocervicales inflamatorios y no en las neoplasias
intraepiteliales cervicales, esto no quiere decir que las muestras estudiadas no tengan
mucopolisacaridos transmembranales. Las mucinas MUC1 y MUC4 gque anteriormente
han sido descritas son utilizadas en el diagnostico para ver algunas neoplasias da un
prondstico malo el cual lleva a predecir metastasis, en algunos casos la sobre expresién
de estas mucinas puede predecir el avance en el grado de malignidad. Estas proteinas
no se expresan de manera normal en el tejido cervical, la sobre expresién de la proteina

MUC1 y MUC4 en NIC1 estan presentes en mas del 60% de las muestras analizadas.
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CONCLUSION

A partir de los datos obtenidos en este estudio sobre la edad de las pacientes,
confirmamos que la edad es un factor de riesgo para desarrollar una lesion de alto grado
en la poblacion de estudio, donde un carcinoma in situ se puede desarrollar en edades

tempranas (19 afos), debido a una vida sexual de riesgo.

Los resultados obtenidos en el presente estudio sustentan que la expresion de las
proteinas MUC1 y MUCA4 en tejidos de cérvix, se pueden correlacionar directamente
con las neoplasias intraepiteliales de bajo y alto grado, pudiendo observar que las
proteinas MUC1 y MUC4, se sobre expresan en as neoplasias estudiadas, teniendo en
cuenta que conforme al grado de NIC avanza la expresion de estas proteinas es mas
evidente. Con los resultados obtenidos referente a estas proteinas (MUC1 y MUC4)
podemos afirmar que son utiles como biomarcadores en la progresion hacia una

Neoplasia Maligna Cervical.
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PERSPECTIVAS AL FUTURO.

Las neoplasias escamosas cervicales como ya se ha descrito en el segundo céancer
reportado a nivel mundial que afecta a las mujeres, por ellos las propuestas a futuro
complementando esta investigacion seria, identificar algunos marcadores del ciclo

celular como pl16 y p53, para evaluar la malignidad.

Estudio de cmyc y hTERC como posible marcador predictivo que puedan aumentar la

tasa de supervivencia y mejorar el tratamiento de las pacientes con cancer.
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