UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
CARRERA DE MEDICINA

INFORME DE INVESTIGACION SOBRE:
EXPRESION DE LAS PROTEINAS BAX Y BCL2 EN LESIONES
PREINVASIVAS E INVASIVAS DE CERVIX.

Requisito previo para optar por el Titulo de Médico:

Autora: Mestanza Zurita, Jéssica Gabriela
Tutora: Dra. PHD. Carrero Castillo, Yenddy Nayghit

Ambato — Ecuador
Febrero 2021



APROBACION DEL TUTOR

En calidad de Tutora del Proyecto de Investigacion sobre el tema: “EXPRESION
DE LAS PROTEINAS BAX Y BCL2 EN LESIONES PREINVASIVAS E
INVASIVAS DE CERVIX” de Mestanza Zurita, Jéssica Gabriela, estudiante de la
Carrera de Medicina; considero que retne los requisitos y méritos suficientes para
ser sometido a la evaluacién del jurado examinador, designado por el H. Consejo de
la Facultad Ciencias de la Salud.

Ambato, febrero 2021

LATUTORA

s /) Q
%ddﬁ L e

Dra. PHD. Carrero Castillo, Yenddy Nayghit



AUTORIA DEL TRABAJO DE GRADO
Los criterios emitidos en el presente trabajo de investigacion sobre: “EXPRESION
DE LAS PROTEINAS BAX Y BCL2 EN LESIONES PREINVASIVAS E
INVASIVAS DE CERVIX” como también los contenidos, ideas, analisis y
conclusiones son de responsabilidad de mi persona, como autora de este trabajo de

grado.
Ambato, Febrero del 2021

LA AUTORA

Mestanza Zurita, Jéssica Gabriela



DERECHOS DE AUTOR

Autorizo a la Universidad Técnica de Ambato para que haga de este proyecto de
investigacién o parte de él, un documento disponible para su lectura, consulta y
procesos de investigacion.

Cedo los Derechos en linea patrimoniales de mi proyecto de investigacion, con fines
de difusion publica, ademas apruebo la reproduccion de Proyecto de Investigacion,
dentro de las regulaciones de la Universidad, siempre y cuando esta produccién no

suponga una ganancia econdmicay se realice respetando mis derechos de autora.

Ambato, febrero del 2021

LA AUTORA

i K
%éfﬁ/ ,} =

Mestanza Zurita, Jéssica Gabriela



APROBACION DEL TRIBUNAL EXAMINADOR
Los miembros del Tribunal de Examinador aprueban el Informe del Proyecto de
Investigacion, sobre el tema: “EXPRESION DE LAS PROTEINAS BAX Y BCL2

EN LESIONES PREINVASIVAS E INVASIVAS DE CERVIX” de Mestanza
Zurita Jéssica Gabriela, estudiante de la Carrera de Medicina.

Ambato, febrero del 2021

Para su constancia firman:

PRESIDENTE/A

ler Vocal 2do Vocal



DEDICATORIA

A mi Padre del cielo y a mis madres, con todo mi amor, a pesar de las dificultades.

Mestanza Zurita, Jéssica Gabriela

Vi



AGRADECIMIENTO

Gracias a Dios, amor de mis amores, y a mi Madre del cielo, sin ella nada soy.
Gracias a mi mama, a mi abuelita y a mi hermana, son el regalo més grande de mi
vida.

Gracias a mi querida tutora, por su paciencia y amistad, por hacerme amar la ciencia
y buscar nuevos horizontes.

Gracias a mis enemigos por mostrarme con su ejemplo el camino equivocado.

Mestanza Zurita, Jéssica Gabriela

vii



INDICE DE CONTENIDOS

PORTADA ettt ettt b e s bt et e e s e e s neeanneenreesnneen i
APROBACION DEL TUTOR.....cocuiieiceeceieee e teste s esee st s i
AUTORIA DEL TRABAJO DE GRADO .......cooeieeieiieeieeeeeeeessessesesis s i
DERECHOS DE AUTOR.......ooiiiiie et iii
APROBACION DEL TRIBUNAL EXAMINADOR .......cccocovvievieeireersiseneersennen, \
DEDICATORIA ..ttt e et e e st e e e sraeeesnaeeans vi
AGRADECIMIENTO ......eeiiiit ettt vii
INDICE DE CONTENIDOS .....couiimiimermienessesnsesessissssessasssssessssssssssssasesesssenas viii
INDICE DE TABLAS ...ttt sas sttt Xii
INDICE DE FIGURAS......couiiriieieieeiesesssssessssesssssssssssss s ssssssesssssssssasssesssesns Xiii
RESUMEN ...ttt Xiv
SUMMARY et XVi
INTRODUGCCION ....ooiiireesiieiseeesssesess sttt 1
CAPITULO Lottt 3
MARCO TEORICO ......ouiiireemeeeeseeseessesesessssessasessssessasssssssssasssessssssasssessnsssesssnees 3
1.1.  Antecedentes INVESTIZAtIVOS ........cceveerieiieiieieie e 3
1.1.1. ConteXtUaliZACION .........coveeiiiiiieeese e 3
1.1.1.1.  Generalidades del CANCEr de CEMVIX........corrririirinniinenereese e 3
1.1.1.2.  VPH en el CANCer de CAIVIX .....coviiiieiiie et 3
1.1.1.3.  p53ypRb inductores de apoptoSIS..........ceevvereerereereerirsieseesieseeseeeas 4
1.1.1.4. BAXYBCL2en la apoptosiS. ....c.ccvieiiiiiiieiieiieeiie e sree e 4
1.1.15. VPHy las proteinas apoptoticas BAX Y BCL2 .......ccccccevvvvveveiiiecreenn. 5
1.1.20 JUSEIFICACION .. 5
1.1.3. EStado del Are.......oooiiiiiiiicieie s 7



1.1.4. Fundamentacion Tedrico — CIieNtifiCo ....coveeeeeeeeeee e 11

1141, CANCEN B COMNVIX..uriuiiiieiiiiiiieieiisier ettt 11
L1401 HISEOTIA oot 11
1.1.4.1.2. EPIdemiolOgia.......ccccciueiiiiieiiiiecie e 13
1.1.4.1.3.  Factores de MeSO0 ......cccevveruiriiiieerieeieseeste e e steesie e e sae e e sre e 13
I 5 O S o 3 To] o 1] [0 T ST 17
I 5 I T O 1 o o SRR URURRRP 23
1.1.41.6.  DIAGNOSHICO.....ceiiiiieiieiieii ettt 25
11407, Trat@mientO......ccceoieieieiciiesiese e 28
1.1.41.8.  PrONOSHICO ....cviiiiiieieiisiesiee st 29
114109, PreVENCION ...c.couiiiiiiiei et 30
1.1.4.2. BAXyYyBCL2en el cancer de CEMVIX.........coovrvmriereiiieniesiiieseeseanens 32
11421, Generalidades ........ccoooeiiieniiiiiiiece e 32
1.1.4.2.2.  APOPLOSIS .eevvieiieiirieitie sttt siee sttt te ettt e b e anre e nra e e ns 33
1.14.23. BAX Y BCLZ ... 36
1.1.4.2.4.  Mecanismos patogénicos de VPH asociados a la expresion de BAX 'y
BCL2 37
0 © 1 o] =1 1Yo 1TSS 38
120, GENEIAL....c.eiiiiiii e 38
1.2.2. ESPECITICO....uiiiiiii it 38
CAPITULO T oottt 39
METODOLOGIA ..ottt ena st n et n st st an e ansnes 39
2.1 MALEIIAIES ..o 39
2.1.1  RECUIS0S NUMANOS: .....uiiiieiiiieie ittt 39
2.1.2  ReCUrsoS MAateriales ..ot 39
2.1.3  RECUIS0S FINANCIEIOS .....couveuieiieieiieiie sttt 40
2.2 MBLOUOS ...ttt bbb 41



2.2.1  Nivel y tipo de INVESLIGACION ........ccooveiiiiiiiiice e 41
2.2.2  Descripcion de metodologia .........cevvereiiieiiene e 41
2.2.3  Seleccion de 1a poblacion ..o 41
2.2.3.1  CriterioS de iNCIUSION ........c.ooveiiiiiiiiircc e 41
2.2.3.2  CriterioS de eXCIUSION..........ccveiiiiriiiisereee e 42
2.2.3.3  CriterioS de DIOBLICA .......cerveeeririerieieiere e 42
2.2.4  HiStOria ClINICA......coiiiiieiic e 42
2.25  Examen fiSico giNECOIOGICO.......ccuviriiiiiiieecee e 42
2.2.6  ProCediMIBNTOS. ....c.eitiiiiiiiiiei ettt 42
2.2.6.1  Toma de muestra de Papanicolao (PAP)........ccccoveviveveiieneeie e 42
2.2.6.2  COIPOSCOPIA. ...eeuetiieieiieie ettt 43
2.2.7  Procesamiento de MUESEIAS.........ccccerveirirerieirierienie s 43
2.2.7.1 INMUNOCIEOQUINMICA ... 43
2.2.8  CUIIVO CRIUIAN.........oiiiiiic e 44
2.2.8.1  Descongelacion CelUlar ...........cccooveiiiii i 44
2.2.8.2  Pase de CEIUIAS..........c.ooiiiriieiseee e 44
2.2.8.3  EXtracCion de ARN .......ccooiiiiiiiniiiiineneese e 45
2.2.8.4  Reaccion de la cadena de la polimerasa en tiempo real de controles... 45
2.2.9  ANALISIS €StAAISTICO ...c.vevevieeiieieiese e 46
2.2.10 Busqueda BibliografiCa..........ccooviiieiieriiii i 46
2.2.11  HIPOLESIS .ttt 46

CAPTTULO Tttt 47

RESULTADOS Y DISCUSION........coiiereeieeeieeeeeteeeteeteses s sesisses s senessenssnens 47
3.1  Analisis y discusion de 10s resultados ...........ccccovveieeieiiciicce e, 47
3.1.1  Analisis de [0S reSultados...........cceoviiieiininiieiseese e 47
3.1.1.1  Expresion de BAX y BCL2 en lesiones preinvasivas e invasivas de
cérvix. 47



3.1.1.2  Positividad o negatividad para VPH en el total de la poblacién de
estudio 49

3.1.1.3  Comportamiento de la expresion de las proteinas BAX y BCL2 en

sangre total de pacientes con lesiones preinvasivas e invasivas de Cérvix. ........... 53
3.1.1.3.1 Inmunopatogénesis de VPH asociado al cancer de cérvix................... 53

3.1.1.3.2 Comportamiento del sistema inmune en sangre periférica en cancer de

cérvix 58

3.1.1.4  Discusion de 10S resultados...........ccoervririerieenenieisesesee e 63
CAPITULO IV ittt 67
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES........cooiiieiieiiesie e 67

4.1 CONCIUSIONES. ..ottt 67

4.2 RECOMENUACIONES. .....eeueiueitiite ittt ettt bbbt n e 67
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coveveeevetieeieeeeseeseessesssesissssessssnisnens 68
ANEXOS...o ettt b et e re e rbeereas 80

Xi



INDICE DE TABLAS
Tabla 1 Clasificacion de VPH en tipos de “bajo riesgo” y “alto riesgo”.........c..c..... 18
Tabla 2 Rangos de regresion y progresion de las lesiones displasicas cervicales. .... 23
Tabla 3 Estadificacion FIGO para el cancer de cuello uterino ...........ccccceeevevecinennns 26
Tabla 4 Tumores de los 6rganos reproductores femeninos...........ccoceeevvereiieeneenn 28
Tabla 5 Distribucion de frecuencias segin el nimero de casos para cada grupo de
BSEUTIO 1ttt b e e et 47
Tabla 6 Expresion de BAX 'y BCL2 en HeLa por gtPCR .......ccoovvvveviineveceeiee 49

Xii



INDICE DE FIGURAS
FIQUIA L APOPLOSIS ...ttt ettt ettt be e b te e s e saeeeesneesreenneannens 35
Figura 2 Expresion de BAX segun el nimero de células en lesiones de cérvix. ....... 48

Figura 3 Expresion de BCL2 segun el namero de células encontradas en lesiones de

(01 Y SRS 49
Figura 4 Expresion relativa de BAX'y BCL2 en células Hela............cccccoeevveienne. 49
Figura 5 Expresion de la proteina BAX y BCL2 en células Hela................cc............ 51

Figura 6 Expresion de BAX en tejido cervical de paciente con Dx de Ca in situ. .... 52
Figura 7 Expresion de BCL2 en tejido cervical de paciente con Dx de Ca in
situ.....52

Figura 8 Diafonia entre el microambiente tumoral y el sistema inmunoldgico......... 60

Xiil



RESUMEN

Introduccion: EI cancer de cérvix representa el 7,5% de la mortalidad femenina a
nivel mundial. La deteccion tardia, el desconocimiento de los factores de riesgo, de
las pruebas de deteccion y su dificil acceso, constituyen sus principales causas.

Los procesos neoplasicos a nivel del cuello uterino son desencadenados por el Virus
del Papiloma Humano (VPH) 16 y 18, asi como, la progresion a la malignidad por lo
que es indispensable la aplicacion de modelos de prevencién costo-efectivos como el
cribado y tratamiento oportuno de lesiones preinvasivas.

Los mecanismos y factores que determinan la progresion de lesiones preinvasivas a
invasivas sigue siendo motivo de debate. Sin embargo, se han identificado puntos
estratégicos de accion de VPH en los mecanismos de persistencia de la infeccion, la
evasion y alteracion del sistema inmune; y la modificacion de las vias apoptoticas,
todos estos a favor de la inmortalizacion celular llevada a cabo a través de la
alteracion de la proteina 53 (p53) y la proteina del Retinoblastoma (pRb) y, por ende,
en la sefializacion de las proteinas de la familia BCL2, proteinas indispensables en la
regulacién de la apoptosis celular para la homedstasis de los tejidos, asi como, en los
mecanismos celulares de proteccion frente a dafio del ADN, estrés celular o
estimulos nocivos, y uno de los principales objetivos de VPH por lo que su
interaccion es motivo de varias investigaciones.

Objetivo: Analizar la expresion de las proteinas BAX y BCL2 en lesiones
preinvasivas e invasivas de cérvix.

Metodologia: La poblacién en estudio estuvo conformada por pacientes femeninas
que cumplieron con los criterios de inclusién, se realiz6 la historia clinica, examen
fisico ginecoldgico, toma de muestras de Papanicolao, colposcopia y biopsias que
posteriormente fueron procesadas por inmunohistoquimica. Ademas, se realizaron
cultivos de celulas Hela, a las cuales se les extrajo el ARN y realiz6 qRTPCR para
BAX 'y BCL2.

Resultados: BAX presento expresion in situ estadisticamente significativas al
comparar el control Vs NIC I, Il, 1l y cancer, pero no se encontr6 relacion entre la

progresion de las lesiones. Sin embargo, BCL2 no mostré valores de expresion
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significativos. En la expresion relativa de Bax y Bcl2 por qRTPCR en células Hela,
Bax mostré una mayor expresion. No se evidenciaron modificaciones en la expresion
de las proteinas BAX y BCL2 en funcion de la positividad por infecciéon de VPH.
Conclusiones: BAX y BCL2 son proteinas proapoptoticas cuyos patrones de
expresion se alteran in situ y en linfocitos de sangre periférica por su interaccion con
VPH por lo que estas proteinas son consideradas potenciales marcadores
diagnosticos y pronosticos, de alli la importancia de su determinacion en muestras
provenientes de pacientes con diferentes grados de lesion.

Recomendaciones: Elaborar estudios cuantitativos sobre la expresion de BAX y
BCL2 en lesiones preinvasivas e invasivas de cérvix y en linfocitos de sangre
periférica para determinar su valor predictivo en la progresion de los procesos

cancerigenos.

PALABRAS CLAVES: CANCER DE CERVIX, APOPTOSIS, BAX, BCL2.
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SUMMARY

Introduction: Cervical cancer represents 7.5% of female mortality worldwide. Late
detection, lack of knowledge about risk factors, about detection tests and their
difficult access are the main causes.

Neoplastic processes in cervix are triggered by the Human Papilloma Virus (HPV)
16 and 18, as well as the progression to malignancy whereby the application of cost-
effective prevention models such as screening and opportune treatment of
preinvasive lesions is essential.

The mechanisms and factors which determine the progression from preinvasive to
invasive lesions remain a matter of debate. However, strategic HPV action points
have been identified in the mechanisms of infection persistence, evasion and
alteration of the immune system; and the modification of apoptotic pathways, all of
these for the purpose of cell immortalization carried out through the alteration of
protein 53 (p53) and Retinoblastoma protein (pRb) and, therefore, in protein
signaling of the BCL2 family, essential proteins in the regulation of cellular
apoptosis for tissue homeostasis, as well as in the cellular mechanisms of protection
against DNA damage, cellular stress or harmful stimuli, and one of the main targets
of HPV so their interaction is the subject of several investigations.

Objective: Analyze the expression of BAX and BCL2 proteins in pre-invasive and
invasive cervical lesions.

Methodology: The study population was composed of female patients who met the
inclusion criteria, a clinical history, gynecological physical examination, taking
Papanicolao samples, colposcopy and biopsies that were later processed by
immunohistochemistry. In addition, HeLa cell cultures were performed, from which
the RNA was extracted and qRTPCR was performed for BAX and BCL2.

Results: BAX presented statistically significant in situ expression when comparing
the control vs CIN 1, 11, 1l and cancer, but no relationship was found between the
progression of the lesions. On the other hand, BCL2 did not show significant
expression values. In the relative expression of Bax and Bcl2 by gRTPCR in Hela
cells, BAX showed higher expression. No changes were identified in the expression
of BAX and BCL2 proteins depending on the HPV positivity infection.
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Conclusions: BAX and BCL2 are pro-apoptotic proteins whose expression patterns
are altered in situ and in peripheral blood lymphocytes due to their interaction with
HPV, so these proteins are considered potential diagnostic and prognostic markers,
hence the importance of their determination in samples from of patients with
different degrees of injury.

Recommendations: Carry out quantitative studies on the expression of BAX and
BCL2 in pre-invasive and invasive lesions of the cervix and in peripheral blood
lymphocytes to determine their predictive value in the progression of carcinogenic

processes.

KEY WORDS: CERVICAL CANCER, APOPTQOSIS, BAX, BCL2.
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INTRODUCCION
El cancer ocupa el segundo lugar en las causas de muerte a nivel mundial siendo
responsable de 8,8 millones de fallecimientos durante el 2015, de los cuales el 70%
fueron registrados en paises de bajos y medianos ingresos. EI 25% de los casos son
atribuidos a infecciones por virus oncogénicos, entre ellos el virus del papiloma
humano (VPH) y el virus de la hepatitis (1).
Los VPH 16 y 18 son los principales desencadenantes de los procesos neoplasicos a
nivel del cuello uterino, patologia que representa el 7,5% de la mortalidad femenina
por cancer ubicandolo en el segundo tipo mas frecuente. El 84% de los casos nuevos
y 85% de las muertes por afio se concentran en los paises de bajos recursos (2).
El cancer de cérvix es detectado en estadios avanzados por el desconocimiento de las
pruebas de deteccion y de los factores de riesgo. Es indispensable la aplicacion de
modelos de prevencion costo-efectivos como el cribado para la identificacion y
tratamiento oportuno de lesiones preinvasivas. Por otro lado, la vacunacion contra
VPH es un método de prevencion primaria eficaz, no obstante, no esta al alcance de
los paises de bajos recursos (1-4).
En paises de bajos y altos recursos la mortalidad por cancer de cérvix es un problema
de salud publica. A pesar de la eficacia de la vacunacion, el cribado y el tratamiento
de lesiones preinvasivas aun existen casos de progresion y recidivas. En la
actualidad, no se han identificado marcadores de progresion que muy probablemente
se establecerian como un método de prevencion decisivo en la continuidad del
cribado, el seguimiento y el tratamiento (5).
Dentro de la fisiopatologia, la progresion de las lesiones preinvasivas a invasivas
sigue siendo motivo de debate. Sin embargo, la patogenia de VPH ha dado paso a la
identificacion de puntos estratégicos entre ellos los mecanismos de persistencia de la
infeccion, la evasion y alteracion del sistema inmune y la modificacion de las vias
apoptaticas (5,6).
Una de las &reas de investigacion mas Ilamativas son los mecanismos de
inmortalizacion celular de VPH por su capacidad de alterar la via apoptdtica a nivel
de la proteina 53 (p53) y la proteina del Retinoblastoma (pRb) lo que resulta en la
sefializacion de las proteinas de la familia BCL2, proteinas indispensables en la
regulacién de la apoptosis celular como parte de la homeostasis de los tejidos (5,6).



Las proteinas del linfoma antiapoptético de células B2 o BCL2 determinan el destino
de la célula a través de la interaccion entre los miembros antiapoptéticos y
proapoptaticos. Son un punto decisivo en los mecanismos celulares de proteccion
frente a dafio del ADN, estrés celular o estimulos nocivos, y uno de los principales
objetivos de VPH (5,7,8).

El VPH establece una relacion de comensalismo con las células cervicales para
mantener su replicacion y durante este proceso, se induce la inmortalizacion celular
con las consecuencias ya conocidas. La transformacion celular es un proceso que
requiere la alteracion de los mecanismos apoptdticos. VPH altera la via mitocondrial,
probablemente al desequilibrar la expresion de las proteinas BCL2. Los resultados
obtenidos en estudios anteriores son controversiales. Sin embargo, la investigacién
en este campo permitird el desarrollo de marcadores moleculares prondsticos y/o
dianas terapéuticas que permitan predecir el destino de las lesiones intraepiteliales de

cérvix desde estadios tempranos (9-11).



CAPITULO |

MARCO TEORICO
1.1.Antecedentes investigativos
1.1.1. Contextualizacion
1.1.1.1.Generalidades del cancer de cérvix
El cancer de cuello uterino es una patologia prevenible y curable cuya incidencia y
mortalidad ha disminuido a lo largo del tiempo, gracias a la mayor disponibilidad de
métodos de cribado. Sin embargo, continta siendo un problema de salud publica
debido a su alta mortalidad, siendo responsable de mas de 300.000 millones de
muertes por afio. Un factor determinante en el desarrollo de esta enfermedad es el
desconocimiento de los factores de riesgo y los métodos de deteccion que conlleva
la demora en el diagnostico y tratamiento permitiendo el desarrollo de la enfermedad
(3,4).
Los factores de riesgo se asocian principalmente a las conductas sexuales que
predisponen la infeccién por el Virus del Papiloma Humano, uno de los principales
agentes causales, que junto a los factores socioeconémicos condicionan el progreso
de las lesiones (4).
1.1.1.2.VPH en el cancer de Cérvix
El VPH es un ADN de doble cadena cuyas cepas de alto riesgo oncogénico como los
VPH 16, 18, 31y 45 se aislan en el 80-85% de los casos de cancer de cuello uterino,
siendo VPH 16 y 18 responsables del 70% de los carcinomas de células escamosas y
del 90% de los adenocarcinomas. De manera general, aproximadamente el 80% de
las mujeres se infectard con VPH de alto riesgo hasta los 50 afios de edad, de las
cuales el 10% tendra una infeccion activa, el 4% tendra anormalidad en la citologia,
el 1% tendra verrugas genitales y todas tendran el riesgo de contraer cancer de cervix
en dependencia de los factores predisponentes (4,12—15).
El VVPH tiene tropismo por las células proliferativas basales del epitelio estratificado
del cérvix las cuales son necesarias para su supervivencia. Se replica en el interior de
la célula a manera de episomas manteniendo un nimero bajo de copias que fluctla
entre 20 — 100 copias, seguido de una fase de replicacion establecida con 50-100
copias por célula infectada. Para iniciar la replicacion viral se requiere la proteina E1
con actividad helicasa - ATPasa y la E2 que ayuda al reclutamiento de E1 en la

cadena de ADN. A lo largo de la diferenciacion, E4 y E5 actuan en la replicacion



viral, proceso que se mantiene activo a través de las proteinas E6 y E7 que inactivan
a la proteina 53 (p53) y a la proteina del Retinoblastoma (pRb), respectivamente. La
inactivacion de pRb obliga a la célula a permanecer en un estado proliferativo
evitando su salida del ciclo celular. Ademas, la inactivacion de p53 previene la
apoptosis y por tanto asegura la supervivencia celular. Tras la diferenciacién, la
célula entra a la fase productiva lo que resulta en miles de copias virales por célula,
seguido de la amplificacion de las proteinas L1 y L2 que empaquetan lo viriones y
forman la cépside icosaédrica (16).

1.1.1.3. p53 y pRb inductores de apoptosis.

La proteina del retinoblastoma (pRb) es un regulador en muchos procesos celulares y
se lo ha relacionado con los procesos patogénicos neoplasicos debido a que dos
terceras partes de los tumores humanos presentan mutaciones en los reguladores de
esta proteina (17).

Generalmente, pRb interactta con los factores de transcripcion E2F y los inhibe, no
obstante, durante la sefializacion mitogénica, los complejos cdk/ciclina fosforilan a
pRb y liberan a E2F permitiendo la progresion del ciclo celular. Por otro lado, estan
bien establecidas sus funciones transcripcionales directas e indirectas en procesos
apoptaéticos y en la diferenciacion y senescencia celular (17).

La pRb tiene una funcién proapoptética que responde a un estimulo de la misma
indole que es enviada por TNF-a a través de su via intrinseca/mitocondrial. TNF-a
activa la familia de proteinas de BCL2, BAX y BAK que producen Ila
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa y liberan factores inductores
de apoptosis, tales como el citocromo ¢ que activa la caspasa efectora. Ademas,
inducen una respuesta proinflamatoria mediada por NFxB, para inhibir la apoptosis;
por el inhibidor del proteosoma MG-132 o el inhibidor de la traduccion
cicloheximida (CHX) para oponerse a este ltimo efecto (17).

Por otro lado, p53 es un supresor de tumores que promueve la muerte celular,
suprime la migracion e invasion celular y la produccion de especias reactivas de
oxigeno (ERO), funciones no transcripcionales que tienen lugar en el citoplasma
donde interactua con las proteinas BCL-2 (18).

1.1.1.4.BAXy BCL2 en la apoptosis.

La familia de BCL-2 son proteinas proapoptoticas y antiapoptéticas que regulan la

via apoptdtica mitocondrial. La clasificacion de esta familia estd en dependencia de
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la homologia de sus dominios con BCL2 y la funcién de los mismos. Existen
dominios BH del 1 al 4 de los cuales derivan las proteinas antiapoptéticas: BCL2,
BCL-XL, BCL-W, Al, MCL-1, las proteinas proapoptéticas: BAX, BAK, BOK, y
las proteinas proapoptéticas BH3 individuales: BID, BIM, BAD, PUMA, NOXA,
BIK, BMF, HRK, BNIP3 (5,19).

La interaccion entre proteinas especificas de la familia BCL2, BAX y BAK,
determinan el destino inmediato de la célula permitiendo o evitando Ila
permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa. El desequilibrio entre la
expresion e interaccion de las proteinas de esta familia conlleva la desregulacion de
la via mitocondrial apoptética, evento crucial en la carcinogénesis (5,7,8).
1.1.1.5.VPHy las proteinas apoptéticas BAX y BCL2

La relacion entre los VPH de alto riesgo y la expresion de las proteinas apoptoticas
de la familia BCL2 no es clara. Probablemente, la interaccion de BAX, BCL2 y VPH
estd mediada por p53 y pRb, principales dianas de las oncoproteinas de este virus
(20)

La oncoproteina E6 inhibe a p53 lo que incrementa la expresion de BCL2 y
disminuye la expresion de BAX, predominando las sefiales antiapoptdticas sobre las
apoptoéticas. Estos mecanismos estan involucrados en la inmortalizacion celular y el
desarrollo del proceso cancerigeno evidenciando la relacion entre VPH y las
proteinas de la familia BCL2 (13,21).

1.1.2. Justificacion

El cancer de cuello uterino es un problema de la salud publica con méas de medio
mill6n de casos diagnosticados y causante de mas de 300.000 millones muertes por
afio a nivel mundial segln la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (3).

Los habitos sexuales predisponen la infeccion por VPH. El inicio de la vida sexual
activa entre los 15 y 20 afios es un factor de riesgo importante que se relaciona con
mayor nimero de parejas sexuales y mayor riesgo de infecciones de transmision
sexual (22).

El VPH es reconocido como el principal desencadenante del proceso cancerigeno a
nivel del cuello uterino. La progresion a carcinoma cervical radica en la persistencia
de la infeccion y la integracion del ADN viral a las células, caracteristicas propias de
los VPH de alto riesgo (16 y 18); a diferencia de los tipos de bajo riesgo que se



conservan como episomas, unidades extracromosdmicas replicantes que funcionan
autonoémicamente (23,24).

El VPH activa su ciclo celular durante la diferenciacion de la célula infectada y crea
un entorno competente para la replicacion, amplificacion del genoma y el
empaquetamiento en particulas infecciosas. Estas funciones son posibles por los
genes open Reading frames de expresion temprana (E1 — E8) encargados de
expresion de las proteinas: E5, E6 y E7, necesarias para la replicacion viral; y genes
de expresion tardia encargados del ensamblaje de la cubierta viral. Ademas, poseen
una region de control, region larga de control (RLC), que desencadena la expresion
de genes tempranos E6 y E7, los cuales determinan la capacidad del virus para
integrarse al genoma hospedero (23-25).

La oncoproteina E6 codifica una proteina que inmortaliza a las células del hospedero
a través de dos mecanismos dependientes o no a p53. La proteina p53 es supresora
tumoral, encargada de la detencion del ciclo celular y la apoptosis tras la progresion
aberrante del mismo. Esta proteina es degradada por E6 para facilitar la integracion
al ADN foraneo y desequilibrar la sefializacion de control del ciclo celular (24).

La oncoproteina E7 codifica una proteina vinculada a la degradacion de pRb
(proteina del retinoblastoma) la cual actia como supresora del crecimiento celular.
Este proceso conlleva la inactivacién de los inhibidores de las quinasas dependientes
de ciclinas que permite un crecimiento celular descontrolado. Ademas, E7 produce
una inestabilidad gendmica estableciendo una aneuploidia caracteristica (24).

Las oncoproteinas virales de VVPH al interferir con las proteinas p53 y pRb, altera la
via de sefalizacion de la familia BCL2, entre ellas BAX y BCL2. Estas proteinas
regulan la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa determinando la
liberacion de proteinas mitocondriales inductoras de apoptosis, por lo que al alterar
su curso normal les concederia un potencial carcinogénico. Cabe destacar que ha sido
identificado el valor pronéstico y predictivo de la expresion génica de estos
marcadores en lesiones cancerigenas. Ademas, la identificacién de BAX y BCL2 por
inmunotincion también ha se ha mostrado atil para diferenciar lesiones
precancerigenas y cancerigenas de cérvix (7,26-30).

Por otro lado, la interaccidn y sefializacion celular permite un cambio generalizado
en el patron génico de las células inmunes que puede evidenciarse en la produccion

de proteinas proapoptéticas BAX y BCL2 identificables en sangre (31).



Por lo anteriormente expuesto, se plantea el siguiente trabajo de investigacion que
pretende determinar el patrén de expresion de las proteinas proapoptoticas BAX y
BCL2 en los mecanismos carcinogénicos inducidos por VPH in situ y en sangre en
pacientes con diferentes tipos de lesiones de cérvix. La importancia de este estudio
radica en la necesidad de marcadores prondsticos que prevean la transformacion
cancerigena de las lesiones de cérvix y su relacion con el grado histologico de lesidn
(9,10).

Pregunta de investigacion

¢Existe relacion entre lesiones invasivas y preinvasivas de cérvix y la expresion de
BAX y BCL2 in situ y a nivel sistémico?

1.1.3. Estado del Arte

Una vez revisada la bibliografia en diferentes repositorios se han encontrado los
siguientes trabajos de investigacién que sirvieron de apoyo para el proyecto en
cuestion:

El potencial de BCL2 como predictor de supervivencia ha sido expuesta por varios
estudios, entre ellos, Crawdford et al. en 1998 determinaron que las pacientes con
cancer de cérvix de aparicion reciente que expresaron BCL2 tuvieron mayor
supervivencia en 5 afios, mientras que aquellas que presentaban positividad para p53
tuvieron peor pronoéstico. Estos datos coinciden con los presentados por Dimitrakakis
et al. en 1999 quienes ademas determinaron la relacion entre la expresion de BCL2 y
el grado de las lesiones intraepiteliales cervicales (32,33).

Tjalma et al. en el 2001 corroboraron los resultados de los anteriores estudios y
concluyeron que la positividad de BAX y BCL2 se relacion6 con mayor
supervivencia en comparacion con aquellos que no expresaban estos marcadores y
afiaden que BCL2 presenta una disposicion heterogénea, con lugares donde se
expresaba fuertemente hasta lugares donde llegaba a ser negativo dentro del mismo
tumor. En el mismo afio, Chung et al. identificaron una mayor expresion de BAX en
pacientes que cursan la fase resolutiva de la enfermedad posterior al tratamiento y su
positividad se relaciona con mayor supervivencia. BCL2 y BAK se relacionaron con
el estadio del tumor. En base a este, concluyeron que existe una regulacién compleja
de las proteinas apoptoticas relacionada con el comportamiento clinico del carcinoma

de células escamosas de cervix (34,35).



Por otro lado, Munakata et al. en el 2005 no encontraron relacion entre BCL2 y FasL
con el tipo histoldgico, el estadio clinico o con metastasis a nodulos linfaticos. Sin
embargo, los casos que presentaron FasL positivo y BCL2 negativo se asociaron con
peor pronostico y, por tanto, menor supervivencia. Por su parte Chea et al. en el 2006
usa la escala numérica del 0 al 4 para valorar la intensidad y porcentaje celular de
tincion a la expresion de BAX y BCL2, siendo 0 si es negativo, 1 tincién ligera con
porcentaje celular 1-25%; 2 tincion moderada con porcentaje celular 26-50%; 3
tincion fuerte con porcentaje celular 51-75% y 4 porcentaje celular >75%. Ademas,
determinan la distribucion de expresion de BCL2, proteina identificada inicialmente
en el tercio inferior del epitelio escamoso benigno del cérvix y aumentando su
expresion a nivel de tercio medio y superior del epitelio de lesiones escamosas
intraepiteliales de alto grado (LIEAG) y a nivel de tercio inferior de epitelio de
lesiones de bajo grado. Por otro lado, BAX present6 un patron de expresion difuso a
nivel de carcinomas de células escamosas, lesiones de alto grado, lesiones de bajo
grado y en el epitelio escamoso cervical benigno. En base a lo encontrado los autores
concluyen que BCL2 y BAX estdn aparentemente regulados positivamente en
diferentes fases de la carcinogénesis cervical siendo asi que BCL2 se expresa en
lesiones de alto grado y BAX posterior a la invasion del proceso cancerigeno (36,37).
Mee et al, en el 2008 confirmaron la falta de utilidad de p53 en la estadificacion de
las lesiones cervicales y encontraron una distribucion homogénea de la expresion de
BCL2 en las capas de NIC Il y en el carcinoma de células cervicales escamosas
sugiriendo su relacion con la pérdida de diferenciacion y supervivencia celular, y por
tanto, la predisposicion a la progresion de NIC 111 a cancer (38)

Hossein Ayatollahi et al, en el 2014 determinaron que la expresion de BAX, BCL2 y
p53 fue significativamente mayor en las muestras con VPH 16/18 positivo
concluyendo que es posible la inactivacion de la via apoptética por VPH de alto
riesgo y que las diferencias de expresion de estos marcadores sugieren una via
carcinogénica temprana en presencia de VPH 16/18 (13).

Khalissa et al, en el 2018 evaluaron la expresion de BCL2 y p53 en carcinomas de
células escamosas y adenocarcinoma de cérvix llegando a la conclusion que p53 no
es atil como factor prondstico, mientras que BCL2 parece aportar mayor informacion
por lo que puede ser considerado como un importante marcador del cancer de cuello
uterino (39).



Los datos son controversiales acerca de la capacidad de las proteinas p53 y BCL2
para aportar informacion sobre la gravedad o progresion de las lesiones cervicales
intraepiteliales. Shukla et al, en un estudio del 2014 determiné que la expresion de
p53 y BCL2 no tuvo relacion con las lesiones premalignas y malignas de 35
pacientes con cancer de cervix en presencia de VPH 16 y 18. Sin embargo, BCL2
mostré una diferencia de expresion entre las lesiones intraepiteliales y el carcinoma
de cérvix. Al contrario, Eli et al, investigadores que durante 2017 hasta 2019 llevaron
a cabo un estudio para determinar la correlacion de p53 y BCL2 en lesiones
precancerosas y cancerosas de cérvix en presencia de VPH 16 encontraron que estas
proteinas se expresan especificamente en displasias severas y, por tanto, muestran
una asociacién estadisticamente significativa con el tipo histoldgico, el estadio de las
lesiones y la presencia de este virus. Sin embargo, BCL2 mostré mayor relevancia en
la asociacion con el grado de la lesion (30,40).

La expresion de las proteinas de la familia BCL2 y los procesos cancerigenos han
sido estudiados en otros tipos de cancer. BCL2 muestra variaciones en lesiones
displasicas de la mucosa oral, que interpretado por Muthukumaran et al en el 2019 se
definio la posible intervencion de BCL2 en estadios tempranos de la enfermedad.
Mientras, Coutinho-Camillo et al demostraron el valor prondstico de estas proteinas.
Datos que coinciden con los hallados por Chrysovergis et al, en pacientes con
carcinoma laringeo donde la sobreexpresion de BCL2 estuvo relacionada con
fenotipos agresivos y mala respuesta a la quimioterapia (41,42).

En las lesiones hiperplasicas y neoplasicas glandulares de endometrio la expresion de
BAX y BCL2 fue identificada en el 77 y 82% de los casos, respectivamente, en un
estudio llevado a cabo en el 2020, cuyos resultados llevaron a Ahmed et al a plantear
la fuerte relacion entre estas proteinas, los tipos histologicos y estadios de la
enfermedad con afectacion glandular, pero no, estromal. A través de lo cual definen
la importancia de la expresion asociada entre BAX/BCL2 en la progresion de los
procesos tumorigénicos. Este ultimo hallazgo coincide con los encontrados por
Mirakhor et al en el 2018 donde BAX se expreso en todas las muestras de tejido
normal y en el 85,4% de las muestras con cambios malignos; p53 se expreso
unicamente en lesiones malignas, mas no, en tejido sano; en relacion con BCL2, se
expreso en el 54,2% de lesiones cancerigenas, 76,2% de lesiones hiperplésicas y en

el 60% de tejidos normales. La media entre BCL2/BAX fue mayor en el grupo con



lesiones malignas. En base a lo cual, los autores concluyen que la baja expresion de
BAX y p53 y la mayor expresion de BCL2 comparado con BAX estan asociados al
carcinoma cervical. Sin embargo, la expresion de BCL2 por si sola no mostrd
importancia (43,44).

El papel de BCL2, no solo como marcador prondstico, sino también como posible
objetivo terapéutico ha sido bien identificado en un estudio llevado a cabo por Zhang
Y. etal en el 2020, al demostrar la influencia de la molécula CDS-3078 en el arresto
del ciclo celular en G2/M, encontrando disfuncion mitocondrial manifestada en la
disminucion de la expresion de BCL2 y el aumento de BAK, fenédmeno motivado por
la activacion de p53 que es determinante para la apoptosis de células cervicales
cancerigenas (HeLa). A diferencia de los anteriores autores, Wang et al en el 2018,
identificaron los efectos anticancerigenos de 1,3,5-triazine en células Hela
efectuados a través del aumento de BAX, C-caspasa-3 y C-caspasa-9, y la
disminucion de BCL2 (45,46).

De igual manera, RECK activa la via p53 e inhibe la migracién de células
cancerigenas cervicales y su capacidad invasora. Sus siglas significan “proteina rica
en cisteina inductora de reversion con motivos kazal” involucrada en varias
actividades fisioldgicas entre ellas la integridad de la matriz extracelular y el
crecimiento vascular. Su relacién en los procesos cancerigenos radica en su
silenciamiento o inhibicidn en varios tipos de canceres y varios estudios como el
presentado por Lui Y. et al, confirman esta caracteristica y, ademas, identifican su
influencia en la activacién de la p53, la sobreexpresién de BAX y la disminucion de
BCL2 para acelerar la apoptosis celular y llevar a cabo las funciones antes
mencionadas (47).

Zhang M. et al, coinciden con los anteriores resultados en células HeLa. Los autores
determinaron la utilidad de Fra-1 (FOS relacionado al antigeno 1), importante factor
de transcripcion de la familia FOS, en la inhibicion de la proliferacion celular,
promocion de la apoptosis y alteracion del ciclo celular, funciones que lleva a cabo
aparentemente al aumentar la expresion de p53, p38 y p21, y al disminuir la
expresion de MDM2, BCL2, CDK4 y ciclina 1 (48).

Por otro lado, Liu M. et al identificaron un IncARN denominado HOTAIR por sus
siglas en inglés “HOX transcript antisense RNA” (ARN antisentido de la

transcripcion HOX) molécula encargada de anular la supresion de la proliferacion
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celular y la apoptosis en celulas cancerigenas de cérvix mediante la modulacion de la
expresion de BCL2 via miR-143-3p (49).

1.1.4. Fundamentacion Tedrico — cientifico

1.1.4.1.Cancer de cérvix

1.1.4.1.1. Historia

A través de la investigacion filogenética moderna se han identificado aspectos
caracteristicos del virus del papiloma, entre ellos su preferencia por especies,
capacidad de mutacidon y cientos de genomas diferentes. Estos descubrimientos
permiten tomar conciencia de los cientos de millones de afios atrds a los que se
remonta esta familia de virus y su papel en la salud de las mujeres de la prehistoria.
VPH se ha adaptado al ser humano y se incluye en la sexualidad humana como parte
de su evolucion para la supervivencia con lamentables dafios colaterales. No se ha
podido determinar con exactitud desde cuando VPH causa infecciones, pero en una
momia medieval de una mujer noble del renacimiento italiano que muri6 en 1568 se
identificd una verruga genital con deteccion de VPH 18. El resto de los registros es
resultado de las descripciones de médicos antiguos. Sin embargo, la definicion de
cancer de cérvix tuvo lugar en la segunda mitad del siglo XIX e inicios de siglo XX
con el estudio de la patologia celular microscépica encabezado por Carl Ruge y
Johann Veit en 1880, ginec6logos de la Universidad de Berlin, quienes definieron las
diferencias entre cancer de utero y cancer de cérvix al analizar tejidos con
malignidad de mujeres intervenidas quirurgicamente por Karl Schroeder. El
carcinoma in situ fue descrito en 1886 por John Williams, al mismo tiempo se
sospechd una causa infecciosa relacionada a los protozoos (11).

En 1920 y 1930 la deteccion tardia del cancer de cérvix y su desenlace fatal crearon
la necesidad de un método de cribado periddico para la deteccion temprana lo que
posteriormente dio paso a medidas de prevencién. En 1924, Hans Hilseman,
ginecdlogo aleman, implement6 el uso de la colposcopia utilizando &cido acético y
en 1928, Walter Schiller afiadié yodo para marcar las regiones afectadas del cérvix.
El mismo afio, se validd la citologia vaginal para identificar el cancer de cérvix. En
1938, la ginecologa Catherine Macfarlane de Filadelfia, implementd la extirpacion
de la region afectada por biopsia o traquelectomia. En 1943, se extendi6 la citologia
a los tecndlogos médicos y en 1949, Ayres descubrid la forma celular que ahora
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conocemos como coilocitos, asociando la patogenia del cancer de cérvix a la accion
de VPH (11).

En 1960, se inicia el tamizaje cervical altamente organizado a través de la citologia y
el tratamiento a través de la biopsia de cono lo que result6 en una disminucién del 50
— 75% de la incidencia de esta patologia (11).

En 1971, en el Congreso Latinoamericano de Patologia, en Maracaibo, Venezuela, se
dio a conocer por primera vez la presencia de particulas virales en lesiones de cérvix
que se veian como manchas rosadas a la colposcopia, hallazgos presentados por el
Dr. Jorge Nagel, ginec6logo y el Dr. Elio Casale Ochoa, pat6logo (50).

El conocimiento sobre el virus Polioma — Papiloma se reducia a su capacidad para
producir verrugas que afios mas tarde se definieron como verdaderos tumores. Se
empez6 a sospechar sobre el origen viral del cancer de cérvix. A partir de lo cual, se
empezaron estudios basados en la toma de biopsias y estandarizacion de resultados.
Se encontraron halos coilociticos interpretados errobneamente como sobrecarga
glucogénica cuya idea de que esté relacionado con un proceso cancerigeno fue
considerada imposible (50).

En 1973, se presentaron los resultados obtenidos por Dr. José Trinidad Ndfez
Montiel y Dr. José Garcia Tamayo, en el Congreso Latinoamericano de Patologia en
la ciudad de México demostrando la presencia de VPH en el epitelio cervical y su
relacion con el cancer de cervix(50).

En 1976, Meisels y Fortin, asi como Puroloa y Savia describieron los cambios
citologicos del cérvix en presencia de infeccion por VPH. Sin embargo, no fue hasta
la década de los 90 que se identificaron secuencias de ADN viral en lesiones
cancerigenas por Harald Zur Hausen, Francoise Barré-Sinoussi y Lue Montagnier
cuyo logro fue merecedor del premio Novel de Medicina del 2008. Desde entonces
los estudios han logrado definir la infeccion por el Virus del Papiloma Humano como
principal causante del cancer de cérvix (50).

A pesar de que la citologia de cérvix sufrio altibajos creando desinterés de la
comunidad cientifica, se mejoraron los procesos de la toma de muestras y
aumentaron la calidad en los analisis que dio paso a la creacion de un programa de

cribado sensible y especifico para la deteccion de celularidad cervical anormal (11).
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1.1.4.1.2. Epidemiologia

La distribucion geogréafica del VPH a nivel mundial es homogénea ubicandose entre
el 75 y 100% con pequefias variaciones entre continentes como se presenta a
continuacién: América del Sur y Central (87,7%), Norteamérica y Australia (88,1%),
Europa (86,7%), Asia (79,3%) y Africa (86,5%) (51).

Sin embargo, los casos de cancer de cérvix en paises de bajos y medianos recursos
econdmicos muestran un incremento o estabilizacion con un riesgo de por vida hasta
los 74 afios de 1,6% que se explica por las altas tasas de infeccion de VPH y a la baja
disponibilidad o inexistencia de programas de deteccién. Al contrario, los paises con
altos recursos presentan tasas de incidencia y mortalidad menores desde la insercion
de programas para tamizaje y con un riesgo de por vida de 0,9% (52,53).

A nivel global, en el 2018 se estimaron 569847 casos, 311365 muertes y la mayoria
se concentraron en Africa (sur, este y oeste) ocupando los tres primeros puestos de la
lista. EI nimero de casos en América del Sur ocuparon el noveno lugar con una
incidencia del 15,2% y mortalidad del 7,1% (54-56).

Ecuador no escapa de esta realidad. Segun datos de la OMS, se estimaban 1612
(10,6%) casos nuevos de cancer de cérvix en el 2018 ubicando a esta patologia en el
segundo cancer mas frecuente por debajo del cancer de mama. Por otro lado, segin
la Sociedad de Lucha contra el Cancer, SOLCA, nucleo de Quito, las tasas de
incidencia de cancer de cuello uterino fueron de 18,6 por cada 100000 mujeres por
afio. Un estudio realizado en Guayaquil que incluye datos del 2009 — 2018 en
menores de 75 afios presenta una tasa de mortalidad que desciende progresivamente
de 7,05 en el afio 2009 hasta 4,24 por cada 100000 mujeres en el 2018. La edad
comprendida entre 60-74 afios presentd la mayor tasa de mortalidad seguido del
grupo de 45-59 afios. Con respecto a Tungurahua, la tasa de mortalidad fluctuo entre
7y 6,8 en losafios 2011 y 2013, respectivamente, siendo Mocha el cantén con mayor
namero de muertes y por tanto, reduccion de afios de vida (54-58).

1.1.4.1.3. Factores de riesgo

Los factores de riesgo se concentran en las conductas que suponen el contagio por
VPH, entre ellas: menarquia precoz (<13 afos), inicio precoz de la actividad sexual,
primer parto antes de los 18 afios, multiples parejas sexuales, maltiples parejas
sexuales de su pareja, promiscuidad, uso de anticonceptivos hormonales por mas de

4 afios, multiples partos, diferencia menor de 2 afios entre cada embarazo,
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antecedentes de enfermedades de transmision sexual, y factores propios del individuo
como defectos en la respuesta inmunitaria, enfermedades autoinmunes, edad, raza,
factores hormonales. También existen factores socioecondémicos: vivienda en areas
rurales, condiciones de la vivienda, bajos ingresos econdmicos, analfabetismo, bajo
nivel educativo, héabitos higiénicos genitales, falta de acceso a servicios de salud,

tabaquismo, exposicién a mutagenos, comorbilidades afiadidas (59-62).

Conductas sexuales: La menarquia precoz marcara, en la mayoria de los casos, el
inicio de la actividad sexual y, por ende, mayor actividad sexual, exposicion
prolongada y mayor riesgo de infeccion. EI mismo razonamiento se aplica en el resto
de habitos sexuales mencionados como el inicio de la actividad sexual antes de los
18 afios, multiples parejas sexuales, etc. (63-65).

Se hace especial referencia a la transmision del VPH desde la pareja masculina,
siendo la historia sexual de este Gltimo tan importante como la de la paciente. Al
comparar el grupo de mujeres que tienen una pareja sexual masculina mon6gama con
aquellas cuya pareja tenia otras compafieras sexuales y las que desconocian, se
identificd que tenian cinco y ocho veces mas riesgo de adquirir la infeccion por VPH,
respectivamente. Es decir, el comportamiento sexual masculino es un determinante el

desarrollo del cancer de cérvix (51,64).

Agentes Infecciosos: Las infecciones previas por chlamydia trachomatis aumenta en
1,8 veces el riesgo para carcinoma de células escamosas. Este germen causa una
infeccidn cronica a nivel de las células escamosas con dafio del ADN celular por la
produccion de especies reactivas de oxigeno lo que aumenta la susceptibilidad
celular a los efectos de VPH. En algunos estudios se ha relacionado con el serotipo G
de esta bacteria (64,66).

Las infecciones concomitantes por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
determinan la persistencia de la infeccion por VPH al alterar las respuestas

inmunoldgicas aumentando el riesgo en 3,2 veces (64,66).
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Paridad: Los partos vaginales de embarazos a término, partos antes de los 22 afios y
mas de 5 partos estan asociados con el cancer de cérvix. Se presume que los
traumatismos del cérvix durante el parto vaginal, la mayor susceptibilidad a las
infecciones, la alteracion de la diferenciacion entre los dos epitelios, el
debilitamiento del sistema inmune, las deficiencias dietéticas y factores hormonales

pueden aumentan la susceptibilidad a la infeccion por VPH (64,65,67).

Anticonceptivos orales: Su uso por mas de 4 afios aumenta 3 veces el riesgo de
desarrollar cancer, si excede los 10 afios incrementa a 4 veces. Sin embargo, estos
hallazgos son controvertidos y se cree que la relacion se basa en la actividad sexual
mas que el efecto directo de estas hormonas. Dunan et al. mencionan que el uso
prolongado de anticonceptivos causan una disminucién de los folatos a nivel de las
células cervicales con alteracion de la actividad de las células megaloblasticas,

relacionado con el debut sexual precoz y multiples parejas sexuales (64,65,68).

Edad: Existen diferencias en la edad de prevalencia del cancer de cérvix. Osorio et
al, en un estudio realizado a 105 pacientes muestran que la edad de aparicion de
lesiones intraepiteliales de cérvix se ubico entre 25 — 35 afios seguido de las
pacientes menores de 25 afios. En contraste, Kashyap et al, menciona que el nimero
de casos ha empezado a predominar entre los 20 a 29 afios, pero que alcanza su pico
entre los 55 y 64 afios. Con lo cual se evidencia que los habitos sexuales actuales
tiene una repercusion en el desarrollo temprano de esta patologia que empieza a
superar a la influencia producida por los cambios hormonales de la perimenopausia
(51,59,63).
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Obesidad: Las mujeres con un indice de masa corporal mayor o igual a 25 tienen el
doble de riesgo de desarrollar la patologia, en especial, posterior a la menopausia
debido a que aumenta la conversion de androgenos a estrogenos en el tejido adiposo
periférico. Es decir, tiene un componente hormonal que se relaciona con la patogenia
del adenocarcinoma de cérvix. Por otro lado, las mujeres obesas acuden con menor
frecuencia a la consulta médica por vergiienza al rechazo de su aspecto fisico y falta

de voluntad de bajar de peso lo que dificulta el acceso a métodos de deteccion (66).

Factores nutricionales y dietéticos: ElI mayor consumo de antioxidantes parece
tener un efecto beneficioso en el riesgo de cancer de cérvix. ElI consumo de vegetales
verdes, frutas verdes y amarillas, a- y vy-tocoferol se relacionaron con una
disminucion del 50% de NIC Il al igual que el acido fdlico, betacarotenos, las
vitaminas A, C y E. Las vitaminas C y E acttan a nivel de la produccion mucosa del
cérvix contra infecciones y radicales libres, es decir, tienen la capacidad de regular la

respuesta inmune local y, por tanto, disminuyen la replicacion viral (63,66).

Tabaquismo: EI tabaquismo incrementa al doble el riesgo de lesiones
intraepiteliales. La nicotina y la conitina, su producto de degradacién, son los
elementos resultantes de la combustidn del tabaco que se extienden por varios tejidos
de cuerpo una vez que entra a la circulacion, entre ellos, el cuello uterino, lugar
donde altera la respuesta inmunitaria primaria alterando la actividad de las células de
Langerhans y permitiendo su acumulacién en el moco cervical para modificar las
funciones de vigilancia de las células del epitelio cervical (63-65).

Otras comorbilidades: Las enfermedades inflamatorias como lupus eritematoso
sistémico vy la artritis reumatoidea aumentan en 1,5 las probabilidades de desarrollar
cancer de cérvix debido a la patogenia autoinmune y el uso de inmunosupresores
(66).

Inmunodepresion: El estado de sistema inmunitario determinara la progresion o la
resolucion de las lesiones intraepiteliales. Las pacientes inmunodeprimidas por
infecciones concomitantes como VIH o por los medicamentos administrados pos -

trasplantes de érganos tienen mayor riesgo de desarrollar la enfermedad (65).
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Factores genéticos: Arévalo et al, mencionan que tener un pariente de primer grado
con esta patologia aumenta el riesgo relativo de desarrollarla al doble, mientras que
la susceptibilidad genética en el cancer de cérvix es menor del 1%. Sin embargo, se
han identificado polimorfismos genéticos que se relacionan con el desarrollo de esta
patologia al alterar el procesamiento antigénico de la respuesta inmunitaria lo que
determinaria la persistencia y progresion de la enfermedad (61,66,69).

Se han identificado anomalias vinculadas a esta patologia a nivel del antigeno
leucocitario humano (HLA), el receptor de Quimiocina-2 del cromosoma 3p21, el
Fas gen 10g24.1, a nivel de factores de transcripcion como TNFa-8, TNFa-572,
TNFa-857, TNFa-863, TNFG-308? polimorfismos a nivel de Tp53 y CASP8 (69).
Se ha identificado anormalidades a nivel de la via de fosfatidilinositol 3-kinasa
(PI3K), especificamente en PISKCA; y a nivel de KRAS en adenocarcinomas,
mutaciones encontradas en el 30% y 17,5% de los casos en un estudio llevado a cabo
por Wright et al. En otro estudio llevado a cabo por Ojesina et al, se encontraron
mutaciones en E322K en el 8%, en el gen HLA-B (HLA-B*07 y HLA-B*0302) en
el 9%, en EP300 en el 16%, FBXW?7 en el 15%, Tp53 en el 5%, ERBB en el 6%,
ELF3 en el 13%, y en CBFB en el 8% de 125 casos de carcinoma escamocelular
(64,70).

Factores educativos, socioecondémicos y cultural: Existe una mayor incidencia en
las mujeres con bajo nivel educativo, socioecondmico y cultural, condiciones que
suponen la mayor exposicion a VPH y/o la falta de acceso a la salud. Las mujeres
con un nivel de educacion alto tendran conciencia de los sintomas inusuales y estaran
mas motivadas a informarlo a diferencia de aquellas mujeres que por
desconocimiento subestiman muchos signos de alarma permitiendo el progreso de la
enfermedad. Ademas, los problemas econdémicos disuaden a las mujeres de buscar
atencion hasta que los sintomas son importantes, realidad a la que se suma la baja
cobertura de salud, especialmente en las areas rurales. Ademas. la calidad en los
servicios conlleva deficiencias en la toma de muestras, altos porcentajes de falsos
negativos y deteccién tardia. El temor y las trabas administrativas también es un
factor que evita el alcance adecuado a los servicios de salud (62,64,71).

1.1.4.1.4. Fisiopatologia

En 1999, Lazo atribuyo a la fisiopatologia del cancer de cérvix tres mecanismos

principales: el efecto de las proteinas virales E6 y E7, la integracion del ADN viral
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en regiones cromosomicas relacionadas con fenotipos tumorales y las alteraciones
genéticas recurrentes no relacionadas con VPH (72).

La adquisicion de la infeccion por VPH se da alrededor de los 20 afios y permanece
latente hasta los 40 afios, edad de mayor incidencia de cancer de cérvix. La
capacidad de producir lesiones reversibles y la persistencia de la infeccion depende
del estado del sistema inmunoldgico de cada paciente. La presencia de VPH de alto
riesgo no condiciona el desarrollo de cancer, como han mostrado varios estudios in
vitro, este virus requirio de varias alteraciones cromosdmicas y la acumulacion de
dafios en el ADN para transformar e inmortalizar a las células (72).

El VPH es un virus de ADN de doble cadena con una capsula icosaédrica sin
envoltura perteneciente a la familia papilomaviridae. Este virus se ha adaptado al ser
humano para mantener una relacion comensal mas no patogena, idea sustentada en
una infeccion silenciosa y subclinica que mantiene la replicacién viral durante la
diferenciacion celular casi imperceptible a los mecanismos inmunolégicos de defensa
(11,61,73).

VPH esta compuesto por 8 kilobases (Kb) covalentes dispuestas de manera circular
que codifican 8 genes desde E1 hasta E7, L1 y L2 open Reading frames (ORF).
Existen cientos de VPH, pero filogenéticamente se ha clasificado en los géneros alfa,
beta, delta y mu, segun la diferencia entre la secuencia de bases. Los VPH del género
alfa son agentes etioldgicos del cancer de cervix y difieren en el 10% de la secuencia
de L1 ORF, muestran trofismo por los tejidos siendo causantes de lesiones
premalignas y malignas. Se dividen en “bajo riesgo” asociado con lesiones cutaneas
y “alto riesgo”, asociado con lesiones mucosas, segun su potencial oncogénico
(Tabla 1) (61,74).

Tabla 1 Clasificacion de VPH en tipos de “bajo riesgo” y “alto riesgo”

Tipos de bajo riesgo 6, 11, 40,42 —44,54,61, 72, 81

Tipos de alto riesgo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 82

Fuente: Ibeanu et al, 2011 (61)

Los tipos oncogénicos son 6, 11, 16 y 18. VPH 6 fue detectado inicialmente en
verrugas genitales invasivas, VPH 11 en verrugas laringeas y verrugas genitales,
VPH 11 y 16 se encontraron en lesiones a nivel de cérvix, y, por dltimo, VPH 16 y

18 se aislan en el 95% de los casos de carcinoma de células escamosas y en la
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mayoria de los casos de adenocarcinoma junto a VPH 45. Los tipos 31, 33, 45, 52 y
58 también son oncogénicos, pero son menos comunes (61).

Las variantes de VPH alfa difieren en el 3% de la secuencia de L1. Existen 4
variantes de VPH 16: europeo (E), africano (Af-1, Af2), asiatico americano (Aa); y 3
variantes similares para VPH 18: europeo (E), africano (Af) y asiatico amerindio
(AsAi). En este caso, se usan para describir la migracion y los patrones de
comportamiento sexual de la poblacién (61).

La infeccion por VPH puede ser asintomatica, por lo general, en pacientes
inmunocompetentes que superan la infeccion al cabo de 2 afios, independientemente
de las caracteristicas de la citologia. Aun se desconoce si el virus es eliminado o solo
suprimido, pero se vuelve indetectable en analisis in situ. Por otro lado, en una
minoria de casos se vuelve sintomatica con la presencia de lesiones que pueden
resolver espontaneamente y otras que persisten y progresan a cancer invasivo al cabo
de 15 a 20 afos. Existen factores que determinan el curso de la infeccion, entre ellos
el tipo de VPH, el estado inmunolégico, la integracion viral al genoma y la
inestabilidad genética del epitelio producto de una infeccion de larga data
(14,15,53,61).

Durante las relaciones sexuales se producen ulceraciones a nivel del cérvix que
exponen a las células de la capa basal al VPH. Este virus ingresa a la célula a través
de la interaccion con heparan sulfato de la superficie sequido de endocitosis mediado
por clatrina. Las células de la capa basal se dividen en dos células hijas, una de ellas
permanece en esta capa y otra migra hacia la superficie donde maduran y se
desprenden como parte del ciclo normal. Por tanto, al ser expuestas predispone a que
la infeccion por VPH se ubique en el epitelio del cérvix, a nivel de la capa suprabasal
diferenciada no proliferativa y en la capa basal no diferenciada (16,61).

Tras la infeccion, se activa la respuesta inmunoldgica adaptativa controlada por el
complejo principal de histocompatibilidad o MHC de clase I y 1l las cuales presentan
el antigeno a los linfocitos T CD8 y T CD4, respectivamente. También son activados
los mecanismos inmunoldgicos innatos llevadas a cabo por los macrofagos, células
de Langerhans y células NK o asesinas naturales que expresan los receptores Tipo
Toll (TLR), los cuales reconocen las particulas virales y activan el factor nuclear
similar al factor de transcripcion kappa B (NFxB) y el factor de respuesta al

interferén 3 (IRF3) que se encargan de activar la produccion de citocinas. Como se
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expone mas adelante, VPH actua sobre los mecanismos inmunolégicos de defensa a
través de las oncoproteinas para evitar su eliminacion (16,61).

La integracion de ADN viral en el genoma de las células infectadas es parte del
proceso infeccioso de VPH y es considerada por Lazo, como un tipo de alteracion
recurrente del cancer de cérvix relacionada con dafio genético irreversible. Existe una
falta de homologia entre el ADN viral y celular por lo que se presume que se integra
al genoma por regiones cromosémicas denominadas fragiles por permitir mayor
accesibilidad al ADN celular. En el caso de VPH16, Wilke et al, en 1996, definieron
a 3p14.2 como su sitio de integracion al genoma. EI ADN viral se integra en regiones
del genoma que probablemente tienen alteraciones genéticas lo que confiere un
fenotipo tumoral. Es decir, el cancer de cérvix puede ser resultado de la seleccion
bioldgica de ubicaciones cromosomicas especificas en las que se integran el ADN
del VPH (72).

Entre las formas de presentacion de las alteraciones genéticas en el cancer de cérvix
se encuentran las pérdidas de heterocigosidad o LOH por sus siglas en inglés (losses
of heterozygosity), término usado para describir la pérdida recurrente de una regién
particular de ADN que supone una relacion en la patogenia del tumor. Ademaés, LOH
actia como un paso previo a la inactivacion de p53 y pRb que mas que la
inactivacion de ambos alelos debido a su accion hemicig6tica se explicaria por un
efecto de dosis. El estudio de esta alteracion genética ha permitido identificar varias
regiones cromosomicas que intervienen en el desarrollo de tumores (72).

En el cancer de cérvix, LOH en el cromosoma 3p se relaciona con la inmortalizacion
de los queratinocitos, inestabilidad celular, pérdida de material genético y, por tanto,
la tumorigenicidad de las células. LOH han sido identificados a nivel de la region
3pl2-24 tanto en carcinoma de células escamosas como en adenocarcinomas y
aparenta ser un marcador de progresion encontrandose en el 25% de los casos en
estadio | hasta el 100% en lesiones en estadio IV. Por otro lado, a nivel de la region
3p14.2 se encuentra en el gen FHIT relacionado con carcinomas de pulmén, mama y
esofago, pero su rol en el cancer de cérvix no esta bien definido. Sin embargo,
comprende el sitio fragil FRA3B, lugar de integracion de VPH16, y se ha mostrado
que la disminucion de esta proteina estd relacionada con la pérdida de la
transcripcion normal. Ademas, LOH a nivel de la regidén 3p21 esta relacionado con

un incremento de la actividad mitotica (72).

20



La expresion de los genes E1 y E2 es el paso siguiente a la entrega del ADN viral al
genoma, evento que desencadena la replicacién viral valiéndose de maquinaria
celular. La proteina E1 interactla con factores de replicacion de la célula, entre ellos
polimerasa o-primasa, la proteina de replicacion A, la topoisomerasa | y la ciclina E /
Cdk2. E2 actia como factor de transcripcion esencial para la persistencia del virus
(61).

El gen viral E2 codifica dos proteinas: la proteina E2 con N-terminal, dominio de
activacion transcripcional, y proteina E2 con C-terminal, dominio de unién a ADN
que actla como represor, es decir, E2 actla como activador y represor de las
proteinas diana de VPH. Ademas, la proteina E2 completa induce el arresto del ciclo
celular en la fase S con el fin de permitir la replicacién del ADN viral y la
reproduccion de aneuploidias del ADN celular que son parte de proceso cancerigeno.
Una vez que el ADN viral se integra al genoma, se inhibe E2 y se liberan E6 y E7
que activan los mecanismos para el crecimiento celular (16,61,72).

La proteina del gen E5 activa el crecimiento celular a través de la formacion de
complejos con los receptores del factor de crecimiento derivado de plaquetas y del
factor de crecimiento epidérmico. Ademas, mantiene la replicacion viral e inhibe la
apoptosis por lo que se considera oncogénico, pero no se expresa en las células de los
carcinomas de cérvix lo que pone en duda este potencial. Por otro lado, se lo
relaciona con los mecanismos de proteccion contra la inmunidad celular por mostrar
una baja regulacion de MHC-1 (61).

La oncoproteina E6 induce de manera débil la transformacion celular, pero amplia
este potencial de la proteina E7. La proteina E6 secuestra a p53, supresor tumoral, e
induce su degradacion a través de la via proteolitica dependiente de ubiquitina. En un
estado normal p53 se activa por la inhibicion del MDM2 frente al dafio del ADN o
frente a sefiales de proliferacion celular anormales y envia sefialas antiproliferativas.
La ausencia de p53 altera el punto de control G1, paso previo a fase S del ciclo
celular, lo que resulta en la progresion del ciclo celular con acumulacién de dafios de
ADN antes de ser reparados. Ademas, E6 degrada a BIk, consiguiendo la
proliferacion celular descontrolada; degrada a BAK, proteina crucial en la formacion
de poros en la membrana mitocondrial externa y evita la apoptosis. También altera la
via apoptdtica extrinseca al unirse al receptor del factor de necrosis tumoral alfa
(TNFR-1), Fas, ligando CD95 y ligando de apoptosis relacionado con TNF (61,72).
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Por otro lado, EG6 altera la sefializacion entre las células de la capa basal y la matriz
extracelular (MEC). Las células basales del epitelio del cérvix se unen a la MEC por
moléculas de adhesion, MEC envia sefiales de crecimiento a traves del citoesqueleto
de la membrana basal hasta el nicleo de las células, sefiales que se cesan cuando las
células ascienden a la superficie y empiezan su diferenciacion celular. E6 altera las
uniones normales de las células a la MEC, resultando en su desprendimiento,
alteracion de la sefalizacion celular e inhibicion de la diferenciacion celular. De esta
manera, VPH mantiene a las células en un estado de division continuo que favorece a
la replicacion viral constante (61,72).

E6 altera la interaccion célula-célula mediante la union de las proteinas celulares a
PDZ, lo cual desregula la proliferaciéon y anima la transformacién celular. Otro de los
mecanismos con los que E6 ha sido vinculado es la estimulacion de la telomerasa
para la inmortalizacion de las células (61,72).

La proteina E7 disocia la interaccion entre pRb, p197 y p130 con los factores de
transcripcion E2F dando paso a su actividad transcripcional sin restricciones. Como
consecuencia inducen la progresion del ciclo celular sin controlar la entrada de la
fase G1/S y aumentan la proliferacion celular al permitir que E2F interactle
directamente con las ciclinas A y E, proceso relacionado con la diferenciacion y
crecimiento celular al interactuar con c-jun (61,72).

E6 y E7 modifica la respuesta inmunoldgica innata viral de accion temprana. El
receptor tipo toll 9 (TLR9) al tener un papel importante en las respuestas antivirales
de la inmunidad innata y en la respuesta al interferén y produccion de citocinas, es
inhibido por estas oncoproteinas facilitando la persistencia de la infeccion. Por otro
lado, suprimen la expresion de TNF alfa por mecanismos poco conocidos, pero E7 se
ha relacionado con la inhibicion de CDK o inhibidores de la cinasa dependientes de
ciclina. Con respecto a E6, se sabe que altera el contacto entre las células epiteliales
y las células presentadoras de antigenos (células de Langerhans) al disminuir la
expresion de cadherina E, proteina de superficie celular (61,74).

Para mantener el crecimiento y division celular VPH codifica las proteinas E5, E6, y
E7 hasta llegar a la diferenciacion celular, proceso controlado por las proteinas de
genes virales tardios E4, L1 y L2 que forman la capside del virus, seguido de su
liberacion del epitelio durante el desprendimiento celular. Se presume que la proteina
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E4 facilita la propagacion del virus dentro de los queratinocitos al interactuar y
debilitar los filamentos de queratina (61).

1.1.4.1.5. Clinica

El cuello uterino es el estrechamiento de la porcién inferior de Gtero, cuya mucosa o
endoceérvix esta revestida por epitelio cilindrico simple, el cual presenta un canal que
comunica con la cavidad endometrial a través del orificio cervical interno y con la
vagina mediante el orificio cervical externo. En continuidad con el endocérvix la
mucosa del cuello uterino llamada también porcidn vaginal o exocérvix se encuentra
revestida por epitelio pavimentoso estratificado. La region donde se sustituye el
epitelio cilindrico simple por el epitelio escamoso estratificado esta ubicada en el
orificio cervical externo y toma el nombre de zona de transicion activa o unién
escamosa - cilindrica que por ser albergue de la mayoria de lesiones premalignas y
malignas se ha denominado “zona de transformacion”(61,74).

VPH causa cambios displasicos en la zona de transformacion cuyas lesiones
resultantes se conocian como “neoplasia intraepitelial cervical” o NIC que a partir
del 2001 con la clasificacion Bethesda de displasia tomé el nombre de “lesion
intraepitelial escamosa” 0 LIE divididas en alto grado (LIEAG) y bajo grado
(LIEBG), también se encuentran células escamosas atipicas definidas como ASC-
US. Estos cambios son evidenciados en el Papanicolaou, sin embargo, al encontrar
anormalidades es necesaria la evaluacion colposcépica con toma de biopsia. A traves
de este método ha sido posible evidenciar que las lesiones LIEBG comprometen el
tercio inferior del epitelio cervical, mas no la membrana basal ni el estroma, y
generalmente hay cambios denominados “coilocitosis”  descrito como
patognomonico de estas lesiones producidas por el virus del papiloma humano y que
se caracteriza por atipia nuclear, cavitaciones o halo claro perinuclear y
granulaciones citoplasmaticas, anomalias cromosémicas evidenciadas durante la
mitosis dando un aspecto multinucleado. Con respecto a LIEAG, la alteracion
epitelial puede evidenciarse a nivel de los 2/3 inferiores del espesor del epitelio para
NIC 1l y en todo el espesor epitelial para NIC I11, respetando la membrana basal, la
presencia de células basaloides inmaduras con granulaciones citoplasmaticas, pérdida
de la polaridad nuclear y celular, actividad mitdtica incrementada y anisonucleosis.
Por otro lado, ASC-US son lesiones que no pueden ser definidas como LIEAG ni

LIEBG. Estas lesiones tomaran diferentes caminos, es asi como Ibeanu et al, muestra
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la tasa regresion, persistencia y progresion de lesiones LIEAG y LIEBG en la
siguiente tabla 2 (61).

Tabla 2 Rangos de regresion y progresion de las lesiones displasicas cervicales.

Regresion Persistencia Progresion
NICly?2 57 27 15
NIC 3 8 69 22

Fuente: Ibeanu et al, 2011(61)

Las lesiones de cérvix de alto grado pueden presentar sintomas como sangrado
vaginal anormal o poscoital, dispareunia, secrecion vaginal fétida y abundante,
molestias urinarias y dolor pélvico. Cuando el proceso neoplasico estd instaurado
puede extenderse a lo largo de la anatomia, invadiendo cavidad endometrial, pared
pélvica, vejiga y recto. La presencia de edema en miembro inferior unilateral, ciatica
e hidronefrosis u obstruccién ureteral es una triada que sugiere invasion de la pared
pélvica lateral. La eliminacion de orina a través de la vagina sugiere compromiso de
la vejiga con formacion de fistula vesicovaginal, también puede presentar sintomas
de obstruccion ureteral, hidroureter o hidronefrosis. La invasién del recto se
evidencia como estrefiimiento e incluso como una fistula rectovaginal con la
eliminacién de las heces por la vagina (14,52,69).

La infeccion por VPH no determina el progreso a cancer, aunque es una condicion
necesaria. El tipo de VPH, la duracion y persistencia de la infeccion, el estado
inmunoldgico de la paciente y las infecciones concomitantes son factores
involucrados en la transformacién celular. Normalmente, las células estan
programadas para reparar los dafios del ADN o inducir apoptosis, sin embargo, la
oncoproteinas de VPH corrompen este mecanismo de proteccion e inmortaliza a las
células, perpetua su proliferacion y crecimiento para instaurar su replicacion y
propagacion a lo largo del epitelio cervical (14,61,69).

Arevalo et al y Bhatla et al coinciden en que el 90% de los casos la infeccion por
VPH no es detectable hasta el cabo de dos afios, la mayoria resuelve
espontaneamente y solo una pequefia cantidad de casos persisten. EI 5% de los casos
desarrollara NIC | y Il en los 3 afios siguientes. Del total de las lesiones de NIC IlI,
el 20% se convertird en cancer invasivo al cabo de 5 afios y el 40% al cabo de 30
afios. Ninguna de las lesiones intraepiteliales progresara a carcinoma invasor en
menos de 18 meses (14,64,69,73).
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1.1.4.1.6. Diagnéstico

Para realizar el diagndstico de las lesiones preinvasivas e invasivas de cérvix se
requiere el andlisis histopatolégico de una biopsia. Sin embargo, el primer
acercamiento a las lesiones de cérvix seré en la consulta médica donde es importante
realizar la historia clinica dirigida para identificar con exactitud los sintomas
sugerentes de cancer, seguido de un examen fisico ginecolégico minucioso
conformado por el examen pélvico, la especuloscopia y la citologia vaginal (52).

Un cérvix normal a la inspeccion no descarta la patologia, se debe considerar
lesiones microinvasivas o del canal cervical en pacientes con citologia sugestiva de
invasion. Se continua el estudio con la colposcopia y una biopsia de cono con una
escision de 1,5 cm de profundidad en una sola pieza correspondiente al tipo 111 (52).
Para la estadificacion del cancer, Cohen et al concuerdan en la asignacion del estadio
al momento del diagndstico clinico por encima del quirtrgico para facilitar su acceso
en paises de bajos recursos. Bhatla et al clasifican las lesiones como microinvasivas e
invasivas. Dentro del primer grupo incluye los estadios | y Il de la FIGO
recomendando el examen microscopico de una muestra de 3-5 mm de profundidad
obtenida por LEEP (procedimiento de escision electroquirdrgica con asa) o por
biopsia cénica con reporte del estado de sus méargenes (positivos 0 negativos). En
caso de presentar lesiones visibles, grandes o con margenes positivos se catalogarian
dentro del estadio IB y sus derivaciones segun las caracteristicas. La evaluacion del
espacio linfovascular es necesario para la toma de decisiones en cuanto al
tratamiento (14,52).

Para las lesiones invasivas se requiere una muestra tomada por puncion, biopsia en
asa 0 en cono. Ademas, para la definir el estadio es imprescindible la evaluacién
clinica apoyada en los métodos de imagen, entre ellos: ecografia, tomografia,
resonancia magnética, tomografia por emision de positrones, que permitiran evaluar
las caracteristicas del tumor, los ganglios y metastasis. Es necesario realizar esta
evaluacion ya que provee datos prondsticos que direccionan el tratamiento y evitan la
terapia dual. Su uso en la identificacion de ganglios linfaticos metastasicos en
controvertida frente al diagndstico quirargico (14).

La resonancia magnética identifica tumores mayores de 10 mm. La tomografia por
emision de positrones es mas sensible para identificar ganglios mayores de 10 mm.

Se debe evaluar el requerimiento de biopsia o aspiracion con aguja fina cuando se

25



sospeche metéstasis tomando en cuenta que VIH también aumenta el tamafio de los
ganglios. La presencia de metastasis a este nivel confiere el estadio I11C (14).

Evaluar recto y vejiga por cistoscopia y sigmoidoscopia en caso de presentar
sintomas. En casos de cancer invasivo evaluar térax y rifidn, este Gltimo en busca de
hidronefrosis (14).

Para determinar el estadio de la lesion la FIGO en el 2018 presentd una division que
toma en cuenta los nddulos linfaticos para guiar las decisiones terapéuticas y la
estimacion del pronostico (Tabla 3). Por otro lado, es necesario clasificar
histol6gicamente la lesion de acuerdo a la lista de Tumores de los Organos
reproductivos femeninos de la OMS, 2014 y los grados histoldgicos (Tabla
4)(14,75):

Tabla 3 Estadificacion FIGO para el cancer de cuello uterino

Etapa | Descripcion

El carcinoma se encuentra estrictamente confinado al cérvix (la

extension al cuerpo uterino debe ignorarse

El carcinoma invasivo que solamente puede diagnosticarse por

microscopia, con una invasion profunda maxima < 5mmg2

IA1 | Invasion estromal < 3mm de profundidad

IA2 | Invasion estromal > 3mm y < Smm de profundidad

Carcinoma invasivo con invasion mas profunda > Smm (mayor que el

estado IA), lesion limitada al cérvix uterino

Carcinoma invasivo > 5Smm de profundidad de invasion estromal, y < 2
IB1
cm en mayor dimension

IB2 | Carcinoma invasivo > 2 cm y < 4cm en mayores dimensiones

IB3 | Carcinoma invasivo > 4cm en mayores dimensiones

El carcinoma invade mas alla del Utero, pero no se ha extendido en el

tercio inferior de la vagina o en la pared pélvica

A Compromiso limitado a los dos tercios superiores de la vagina sin
compromiso parametrial

[IA1 | Carcinoma invasivo < 4cm en mayores dimensiones

[IA2 | Carcinoma invasivo > 4cm en mayores dimensiones

1B Con compromiso parametrial, pero no hasta la pared pélvica

I El carcinoma involucra el tercio inferior de la vagina y/o se extiende
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hasta la pared pélvica y/o causa hidronefrosis o insuficiencia renal y/o

involucra ganglios linfaticos pélvicos y/o para-adrticos

El carcinoma involucra el tercio inferior de la vagina, sin extension a la
A
pared pélvica

B Extension a la pared pélvica y/o hidronefrosis o insuficiencia renal (a
menos que se sepa de otra causa)

Involucra ganglios linfaticos pélvicos y/o para-adrticos,

IIC | independientemente del tamafio y extension del tumor (anotaciones tanto

ryp)

I1IC1 | Solamente metéstasis en los ganglios linfaticos pélvicos

I1IC2 | Metastasis en los ganglios linfaticos para-adrticos

El carcinoma se ha extendido maés alla de la pelvis verdadera o ha
v involucrado (probado por biopsia) la mucosa de la vejiga o recto (globo
vesical como tal no permite clasificarlo a la etapa 1V)

IVA | Diseminado a 6rganos conjuntos a la pelvis

IVB | Diseminado a érganos distantes

En caso de duda se debe asignar la estadificacién menor

a Imagenologia y patologia pueden ser usados, cuando se encuentren disponibles,
para suplementar los hallazgos clinicos con respecto al tamafio y extension del
tumor, en todos los estados

b La afectacion de los espacios vasculares/linfaticos no cambia la estadificacion.
La extension lateral de la lesidn ya no se considera.

¢ Agregar una nota radioldgica (r) o patologica (p) para indicar los hallazgos que
son usados para asignar el caso al estado I1IC. Ejemplo: Si la radiologia indica
metastasis de nodos linfaticos pélvicos, se debe asignar el estado IICLr, y si se
confirma por medio de hallazgos patoldgicos serd el estado 111C1p. El tipo de
modalidad radioldgica o la técnica de estudio patoldgico que se use siempre debera

estar documentada.

Fuente: Bhatla et al, 2018 (14)
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Tabla 4 Tumores de los érganos reproductores femeninos

Tumores de los 6rganos reproductivos femeninos

Grados histoldgicos
de la OMS, 2014

e Carcinoma de células escamosas (queratinizante;
no queratinizante; papilar, basaloide, verrugoso,
verrugoso,  escamotransicional,  similar  al

linfoepitelioma)

e Adenocarcinoma  (endocervical; mucinoso, | GX: no se puede evaluar la
villoglandular, endometrioide) calificacién

e Adenocarcinoma de células claras G1: bien diferenciado

e Carcinoma seroso G2: moderadamente

e Carcinoma adenoescamoso diferenciado

e Carcinoma de células vitreas G3: pobre o indiferenciado

e Carcinoma adenoide quistico
e Carcinoma adenoide basal
e Carcinoma de células pequerfias

e Carcinoma indiferenciado

Fuente: Kurman et al, OMS, 2014 (75)

1.1.4.1.7. Tratamiento

La decision del tratamiento se basa en la estadificacion clinica de la enfermedad
segln la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) (70).

El tratamiento en fases iniciales como 1Al dependera del deseo de concepcidon de la
paciente. Se aplica la conizacién del area afectada con evidencia de margenes
negativos o traquelectomia simple si desea preservar la fertilidad o, caso contrario, la
histerectomia extrafacial simple. El riesgo de compromiso ganglionar es del 1%, pero
si existe afectacion se requiere linfadenectomia pélvica (15,52,70).

En el estadio 1A2, el riesgo de compromiso ganglionar es del 8%. La histerectomia
radical y linfadenectomia pélvica bilateral es el tratamiento estandar. Sin embargo, la
disfuncion vesical, sexual e intestinal junto a la capacidad de la resonancia para
limitar el tumor ha hecho que varios autores consideren la histerectomia simple y
linfadenectomia pélvica como el nuevo estandar. También se esta considerando la
traquelectomia radical con reseccion completa del cérvix mas 2-3 cm de la parte

superior de la vagina creando un neocérvix. Esta consideracion se basa en el
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porcentaje de recurrencia similar entre esta técnica y el tratamiento estandar en
presencia de factores de riesgo como lesiones >4 cm, compromiso linfatico y analisis
histologicos no compatibles con adenocarcinoma ni carcinoma de células escamosas.
Para los pacientes que rechazan el procedimiento quirdrgico o que no son aptos se
recomienda la radiacion pélvica con braquiterapia (15,52,70).

En el estadio IB1, la FIGO indica histerectomia radical tipo Il con linfadenectomia
pélvica bilateral con o sin muestreo de ganglios paraadrtica. Se menciona el uso de
radioterapia primaria, pero no hay evidencia solida de su eficacia sobre el tratamiento
establecido. Esta técnica mencionada como la traquelectomia radical y la
linfadenectomia pélvica se usan en pacientes seleccionadas que desean preservar la
fertilidad. En el estadio IB2 se aplica la histerectomia radical con linfadenectomia
pélvica y paraadrticos seguido de radioterapia adyuvante, pero tiene alta morbilidad a
largo plazo. Se menciona los criterios de Sedlis de riesgo intermedio para recidiva en
los estadios IB: diametro del tumor >4 cm, invasion profunda del estroma cervical y
compromiso del espacio linfovascular (15,52).

Para los estadios 11B a IVA dependera de accesibilidad a radioterapia, el tratamiento
quirurgico no es curativo (52).

La histerectomia radical puede realizarse por laparotomia o laparoscopia estandar
siendo esta ultima la preferida por menor pérdida sanguinea, menores transfusiones,
menores episodios febriles e infecciones quirdrgicas. A pesar de estas ventajas en
ensayo LACC realizado a 631 mujeres en estadio 1A1, IA2 Y IB1 a quienes se le
asigno al azar el método quirargico por laparoscopia y abierto. La supervivencia libre
de enfermedad a los 4,5 afios fue de 80,6% para pacientes tratadas con histerectomia
por laparoscopia en comparacion al 96,5% para las que fueron intervenidas con
histerectomia abierta. Las pacientes intervenidas por cirugia abierta presentaron
menor recurrencia y mejor supervivencia. Frente a lo cual la ESGO propone a la
cirugia abierta como el estdndar de oro (15,52).

1.1.4.1.8. Pronostico

La supervivencia de las pacientes estd en funcion de las caracteristicas de la
patologia al momento del diagnostico tales como: el estadio, el compromiso, nimero
y ubicacion de los ganglios linfaticos afectados, la invasion del espacio linfovascular,
el tamafio y profundidad del tumor, el compromiso de estroma cervical, el tipo

histoldgico, y las caracteristicas propias de la paciente (52).
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1.1.4.1.9. Prevencion

El contacto con el virus en mujeres sexualmente activas es casi inevitable, el 80% de
las mujeres habran tenido, contacto, por lo menos, con un tipo de VPH de alto riesgo
en toda su vida. La prevalencia de VPH varia desde 2 — 40% a nivel mundial con un
pico de prevalencia del 25% en mujeres de 25 afios lo que denota una relacion entre
el contagio y la vida sexual. El primer paso para la prevencion es evitar el contagio
de VPH a través de préacticas sexuales seguras como la abstinencia sexual, la
monogamia y el uso de métodos anticonceptivos de barrera. Por otro lado, este
conocimiento ha dado paso a nuevos puntos de intervencién entre ellos el inicio de la
vacunacion antes del debut sexual, entre los 10 -14 afios. La vacunacion como
método de prevencidn primaria es la solucion para eliminar a VPH de la poblacion
(14,52,53).

La vacunacién profilactica tiene como objetivo crear anticuerpos neutralizantes
contra VPH para evitar que se instaure la infeccion a nivel de cérvix. Las vacunas
contienen particulas similares a virus (VLP) compuestas por la proteina L1 de la
capside de VPH. Las vacunas no tienen ADN viral por lo que su potencial de
infeccion es nulo. Actualmente, existen 3 vacunas aplicables a hombres y mujeres de
VPH de alto riesgo. La vacuna bivalente (VPH2, Cervarix®, desde 2007) cubre VPH
16 y 18, la vacuna tetravalente (VPH4, Gardasil®, desde 2006) cubre VPH 6, 11, 16,
18, la novalente (VPH9, Gardasil 9®, desde 2014) cubre lo anteriores mencionados
mas 31, 33, 45, 52 y 58 (14,70,76).

Se recomienda un esquema de dos dosis de 0,5 ml para nifios entre 9 — 14 afos, la
segunda dosis posterior a los 5-13 meses desde la primera, caso contrario se debera
administrar una tercera dosis al igual que en los casos de inmunosupresion 0 mayores
de 15 afios en los que se aplica la primera dosis, después de 1 mes y a los 6 meses
(14,70).

La vacuna novalente confiere una proteccion contra el cancer de cérvix del 90% y
contra las verrugas genitales al mismo porcentaje. Los programas organizados de
vacunacion con cobertura extensa han mostrado una reduccion de la prevalencia de
las lesiones en cérvix y de verrugas genitales por encima del 80%. Varios estudios
han realizado el seguimiento hasta 15 afios sin encontrar lesiones preinvasivas ni
cancer, mientras la positividad para anticuerpos se encontré hasta 10 afios después.

Es bien tolerada por hombre y mujeres, las reacciones adversas comprobadas son
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anafilaxia y sincope, este ultimo relacionado en la mayoria de los casos con ansiedad
0 estrés y que se evita con el reposo posterior a la administracion de la vacuna. La
OMS considera que esta vacuna es extraordinariamente segura (66,76).

A pesar de su eficacia, la vacuna contra VPH sigue estando lejos de realidad de los
paises en vias de desarrollo por sus altos costos, por lo que la citologia se ha
convertido en el arma de lucha disminuir la prevalencia del cancer de cérvix, no
obstante, se ha demostrado que la deteccion de VPH es mas eficaz para identificar
lesiones premalignas (14,52,53).

El frotis de Papanicolaou es una técnica mundialmente utilizada en el tamizaje de
esta patologia. Tiene una gran variabilidad en relacion a la sensibilidad y
especificidad, mostrando valores entre el 11-90% y 14-97%, respectivamente vy el
porcentaje de falsos positivos y falsos negativos varia entre 20-40% segun los
estudios. Un tercio de los falsos negativos es atribuido a los errores de lectura e
interpretacion de las muestras, los otros dos tercios se deben a deficiencia en la toma
de la muestra. La concordancia entre la histologia y la citologia llega al 75,8% de los
casos. Ademas, el 10% de la mujeres con citologias normales son positivas para
VPH, esto crea la necesidad de mdaltiples pruebas para llegar a un diagnéstico y
aumenta los costos sanitarios (14,51,53,64).

Por otro lado, la deteccion de VPH provee una proteccion del 60 — 70% contra el
cancer de cérvix invasivo y con compromiso glandular en comparaciéon con la
citologia. Existen estimaciones de reduccion de la incidencia de cancer de cérvix en
un 30% en mujeres entre 25 y 64 afios. Las pruebas bioquimicas para VPH permiten
el diagndstico de la infeccidn, la definicion del riesgo de las lesiones en funcién del
tipo de virus, la evaluacion de la persistencia de la infeccion, el seguimiento,
tamizaje en regiones de bajos recursos y vigilancia epidemioldgica. Son métodos
reproducibles, con un valor predictivo negativo elevado y alta sensibilidad, ventajas
que apoyan su aplicacién primaria en el tamizaje de cancer de cérvix. Sin embargo,
no identifica las caracteristicas de las lesiones por lo que se necesita la citologia,
regulando su requerimiento a la positividad de la prueba de deteccion de VPH
mientras que un resultado negativo incrementaria los intervalos de tamizaje entre 3 a
5 afios, basados en la baja probabilidad de desarrollar cancer en los siguiente 5 a 10
afios. En efecto, una prueba para VPH positiva dara paso a la citologia o una segunda

prueba para VPH en 6 a 12 meses en busca de la persistencia de la infeccion. Dos
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pruebas VPH positivas o resultados citoldgicos anormales son indicativos de
colposcopia. Esta terapia combinada ha mostrado una sensibilidad del 90% y su
negatividad reduce el riesgo de lesiones cervicales precancerosas en los 5 afios
siguientes (53).
Segin datos de Estados Unidos, de los frotis realizados anualmente 3-4%
corresponden a LIEBG, 0,6% a LIEAG y 4-6% a ASC-US. Por lo que el primer
tamizaje para patologia de cérvix se recomienda realizar 3 afios posterior al inicio de
la actividad sexual y no pasados los 21 afios (61).
Se toman en cuentas las recomendaciones de cribado extendidas por el Colegio
Americano de Obstetras y Ginecdlogos (ACOG), Sociedad Americana del Cancer
(ACS), Sociedad Americana de Patologia Clinica (ASCP), la Sociedad Americana de
Colposcopia y Patologia Cervical (ASCCP), US Preventive Services Task Force
(USPSTF) donde mencionan (69):

e Menor de 21 afos: No se recomienda el cribado

e 21 a29 afios: Citologia cada 3 afios

e 30 a 65 afios: Deteccion de VPH y citologia cada 5 afios (preferido) o solo

citologia cada 3 afos (aceptable)
e 65 afos: Si los controles pasados son normales y el riegos es bajo, no esta
indicado el cribado (69)

1.1.4.2. BAX 'y BCL2 en el cancer de cérvix
1.1.4.2.1. Generalidades
El gen BCL2 fue identificado por primera vez en el linfoma de célula B cuya
relacion cancerigena estuvo vinculada a t14, translocacion del cromosoma 18. Fue el
primer oncogén descubierto que inhibia la muerte celular e inducia la proliferacion.
Actualmente, es reconocido su papel en la regulacion de procesos como la apoptosis,
necrosis y autofagia. El equilibrio en la apoptosis 0 muerte celular programada y la
proliferacion celular permiten la homeostasis de los tejidos. La alteracién de este
equilibrio trae como consecuencia el desarrollo de procesos cancerigenos,
enfermedades autoinmunes y enfermedades degenerativas. Para la ejecucion de la
apoptosis existe la via intrinseca o mitocondrial y extrinseca o de receptor de muerte
las cuales han sido objeto de investigacion. El presente trabajo se concentra en el

efecto regulador de las proteinas BAX y BCL2 sobre la via mitocondrial sustentados
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en el hallazgo de alteraciones a nivel de este gen en més de la mitad de procesos
cancerigenos humanos (5,6).

1.1.4.2.2. Apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada es un mecanismo de proteccion que
elimina a las células envejecidas, enfermas o dafiadas mediante tres procesos:
iniciacién, regulacion y ejecucion. La iniciacién es desencadenada por un estimulo
de estrés celular como dafio del ADN, hipoxia celular, privacion de nutrientes, entre
otros, que desencadena la via intrinseca o extrinseca. La regulacién esta dada por la
combinacién de sefiales que deciden el destino de la célula y la fase de ejecucion es
Ilevada a cabo por las caspasas que escinden proteinas celulares cruciales en el ciclo
celular (6,7).
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La via extrinseca requiere la participacion de los factores de la familia del factor de
necrosis tumoral (TNF) entre ellos ligando Fas (FasL), factor de necrosis tumoral a
(TNF-0) y el ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL). Estos
factores son sintetizados como proteinas de membrana tipo Il requiriendo de su
escision para desprenderse y activarse. TNF-o es escindido por ADAM17, una
desintegrina y metaloproteasa o por TACE, enzima convertidora de TNF-a, mientras
que FasL es escindido por ADAM10. Estas proteinas tienen receptores de muerte
especificos que pertenecen a la familia de receptores TNF entre ellos: TNF 1 (TNF-
R1), TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DRS5) y en el caso de FasL, su receptor es
conocido como Fas, APO-1 O CD95. Estos receptores con proteinas de membrana
tipo | cuya regidn citoplasmatica contienen dominio de muerte a través del cual Fas
recluta a FADD (proteina de dominio de muerte asociada a Fas), procaspasa 8 y c-
FLIP (proteina celular inhibidora FLICE/caspasa 8; FLICE significa ICE similar a
FADD), estos factores se unen entre si a través de sus dominios de muerte y
dominios efectores de muerte y forman el complejo DISC o complejo de
sefializacion inductora de muerte mediante importante para la activacion de la

caspasa 8. Esta Ultima puede activar la procaspasa 3 o inducir la via mitocondrial con
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la activacion de BH3 sola y BID escindido (tBID) que liberan el citocromo ¢ para
impulsar la via caspasa 9-caspasa 3. Esta Ultima se encuentra al final de la cascada de

proteolisis y es activada en las dos vias apoptéticas (Figura 1) (77).

Figura 1 Apoptosis
Fuente: Nagata et
al, Death factor pathway

(2018) (77)
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1.1.4.2.3. BAXyBCL2

El destino de la célula en la via intrinseca de la apoptosis esta regulado por la
interaccion de sefiales antiapoptdticas y proapoptéticas de las proteinas del linfoma
antiapoptético de células B2 las cuales comparten dominios de homologia BCL2
(BH 1-4) que definen su division en tres grupos funcionales. Las proteinas
antiapoptéticas son BCL2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1, BFL-1, y presentan los cuatro
dominios de homologia de BCL2. Las proteinas proapoptéticas son BAX, BAK,
BOK, también conocidas como proteinas multidominio debido a que contienen los
dominios de homologia de BCL2 del 1 al 3. Las proteinas BH3 individuales son
BID, BIM, BAD, PUMA, NOXA, BIK, BMF, HRK, BNIP3, y solo comparten el
tercer dominio BH con las otras proteinas de la familia BCL-2 (6,7).

En el contexto de un estimulo nocivo, las proteinas BH3 proapoptéticas son la
primera linea de accion mediante procesos de regulacién transcripcional. BH3
regulan la interaccion proteina-proteina entre los miembros de esta familia, es asi
como, se denominan sensibilizadoras cuando interactian con proteinas
antiapoptdticas para inhibirlas y activar indirectamente BAX/BAK; y se denominan
activadoras cuando interactuan con proteinas multidominio como BAX y BAK para
estimular su funcion apoptética. PUMA (modulador de apoptosis regulado por p53),
NOXA (proteina inducida por forbol-12-miristato-13-acetato), también conocida
como PMAIP1 y BAD, promotor de muerte asociado con Bcl-2, son proteinas
sensibilizadoras que tienen la capacidad de unirse competitivamente en vez de las
proteinas proapoptoticas evitando su secuestro por las antiapoptoticas permitiendo la
apoptosis. Mientras que BIM, proteina similar a BCL2 11, y BID, agonista de muerte
del dominio de interaccién BH3 son proteinas activadoras (5,19,78).

Los estimulos nocivos desencadenan la respuesta de BH3 y, por consiguiente, la
activacion de la proteina X asociada a BCL2 conocida como BAX, o del
antagonista/asesino de BCL2 conocida como BAK. BAK se encuentra unido a la
membrana mitocondrial mientras que BAX se transloca desde el citosol hasta la
membrana mitocondrial externa. BAX se activa mediante un cambio conformacional
con exposicion de su N-terminal como marcador de estabilizacién propio, que se
inserta en la membrana mitocondrial externa y forma oligbmeros para dar paso a la
permeabilizacion mediante la formacion de poros a través de sus hélices alfa 5 y 6.

Este proceso es seguido de la liberacion de moléculas proapoptéticas tales como el
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citocromo c y el segundo activador de caspasa derivado de mitocondrias (Smac) al
citoplasma celular. El citocromo ¢ se combina con APAF-2 y caspasa 9 para formar
el apoptosoma, compuesto que activa a la caspasa 3 desencadenando la protedlisis
generalizada de mas de 1300 proteinas en 1700 sitios distintos y los cambios
morfolégicos de la apoptosis como la condensacion de la cromatina, fragmentacion
del ADN, encogimiento celular, formacién de ampollas en la membrana, exposicion
de fosfatidilserina (PtdSer) en la membrana celular externa, muerte celular y el
aclaramiento de la célula apoptéticas por células de sistema reticuloendotelial
(5,6,8,19,77-79).
Al otro extremo se encuentran las proteinas antiapoptoticas: BCL2, Bcl-XL (Bcl2-
like 1/ linfoma de células B extragrande), Bcl-w (Bcl2-like 2/ proteina 2 similar a
Bcl2), Bfl-1 (proteina Al relacionado con Bcl2), Mcl-1 (leucemia de ceélulas
mieloides -1). Estas proteinas secuestran o inactivan a BH3 0 BAX y BAK y evitan
la muerte de la célula creando una dependencia de BCL2 para su supervivencia
(5,8,78).
El desequilibrio entre las proteinas de la familia BCL2 lleva a cargo una serie de
alteraciones. La expresion elevada de BCL2 condiciona la resistencia a la apoptosis
al inhibir la relocalizacion mitocondrial de BAX, su insercion en la membrana y la
liberacion de citocromo c, no obstante, las concentraciones de esta proteina estan por
encima de las concentraciones apoptéticas normales lo que sugiere un potencial
proapoptoético latente de BCL2 denominando a estas células como “preparadas para
la muerte”. Este efecto se puede evidenciar claramente en las células linfociticas
también conocidas como células BCL2 debido a la capacidad de esta proteina para
inducir linfomas (8).
1.1.4.2.4. Mecanismos patogénicos de VPH asociados a la expresién de BAX y
BCL2
Los patrones de expresion de las proteinas apoptéticas son diferentes en cada tipo de
tumor por lo que es necesario determinar que proteinas actlan en su supervivencia.
Se ha identificado que las células cancerigenas evaden las sefiales citotdxicas al
promover la accién de las proteinas antiapoptdticas. En el caso de las células
cancerigenas de cérvix varios estudios han identificado que la expresion de BCL2,
proteina antiapoptdtica, es elevada y se relaciona con el estadio del tumor. Por tanto,
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es probable que esta proteina esté involucrada en la inmortalizacion celular por

mecanismos que aun no son claros (80)

Las oncoproteinas de VPH actuan a nivel del genoma y alteran la respuesta celular a

este estimulo nocivo que en condiciones normales desencadenaria la eliminacién de

la célula. Es evidente la accion de E6 en la desintegracion de la proteina supresora

tumoral p53 y en consecuencia la sobreexpresion de BCL2 permitiendo que

predomine su efecto antiapoptotico sobre las sefiales apoptéticas normales. Ademas,

se ha definido la asociacion de E6 con BAK y BAX, principales proteinas

proapoptoticas en la via intrinseca. Utilizando la interferencia de ARN (ARNI), Vogt

et al, mostraron que la inhibicién de BAX inducida por E6 atraviesa la via p53 y

PUMA. Estas caracteristicas sientan la base de la relacion entre VPH y los miembros

de la familia BCL2 (13,21,81,82).

1.2.0Objetivos

1.2.1. General

Analizar la expresion de las proteinas BAX y BCL2 en lesiones preinvasivas e

invasivas de cérvix.

1.2.2. Especifico

1.2.2.1.Determinar la expresion de las proteinas BAX y BCL2 in situ en tejidos de
pacientes con lesiones preinvasivas e invasivas de cérvix y controles.

1.2.2.2.Describir el comportamiento de la expresion de las proteinas BAX y BCL2
en sangre total de pacientes con lesiones preinvasivas e invasivas de cérvix.

1.2.2.3.Correlacionar los hallazgos histopatoldgicos y la infeccion por VPH con la
expresion de proteinas BAX y BCL2 en pacientes con lesiones de cérvix.
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CAPITULO II
METODOLOGIA

2.1 Materiales

2.1.1 Recursos humanos:

2.1.2

Tutora del proyecto: Dra. Yenddy Carrero PhD

Tesista

Red de estudiantes investigadores de la Universidad Técnica de Ambato.

Recursos materiales

Instalaciones: Laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la Universidad

Técnica de Ambato (Campus Querochaca).
Linea celular: HeLa ATCC® CCL-2™

Soluciones

Alcohol etilico al 70%

Acetona

Agua destilada

Solucion ARNasa 1y 2

2-mercaptoetanol

Etanol 70%

Etanol al 96-100%

Trypsin-EDTA 0.05%, phenol red (Gibco™)
PBS - Phosphate-Buffered Saline (Gibco™)
Penicillin-Streptomycin-Glutamine (100X) (Gibco™)
Fetal Bovine Serum (Gibco™)

L-Glutamine (200 mM) (Gibco™)

Reactivos

Anticuerpo monoclonal primario correspondiente a BAX y BCL2 (Santa
Cruz Biotechnology, Inc.)

Anticuerpo secundario de unién a IgG kappa de raton marcado con
ficoeritrina (m-IgGk BP-PE Santa Cruz Biotechnology, Inc.) para BLC2 y
IgG kappa de raton marcado con Alexa 488 (m-IgGk BP-A488 Santa
Cruz Biotechnology, Inc.).

Pure Link™Total RNA Kit (Thermo Fisher Scientific).

gPCR Master Mix (GoTaq®)
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- Primers para BAX, BCL2, GADPH, actina y p53
e Materiales de laboratorio

- Papel aluminio

- Tissue Teck

- Servilletas

- Pipetas

- Pipetas de volumen variable de canal Gnico

- Puntas

- Frascas para cultivo

- Vasos de precipitacion

- Eppendorf 1,5 mi

- Tubos con fondo conico de 50mly 15ml

- Cubre y portaobjetos

e Equipos

- Refrigeradora

- Congelador

- Autoclave

- Cémara de cultivo celular

- Incubadora

- Bafio maria digital

- Microscopio

- Centrifugas

- Vortex

- Microscopio de fluorescencia

- Criostato

- Pipeteador

- Sonicador

- PCR en tiempo real (qQPCR)
2.1.3 Recursos financieros
El presente proyecto de investigacion forma parte del proyecto titulado “ESTUDIO
ETNOBOTANICO Y BIOENSAYOS DE PLANTAS MEDICINALES
RELACIONADAS CON EL TRATAMIENTO DE CANCER DE CERVIX EN
LA CIUDAD DE AMBATO, PROVINCIA DE TUNGURAHUA, ECUADOR”.
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Con resolucion 0904-CU-P-2018.- Financiado por la Direccion de Investigacion y
Desarrollo de la Universidad Técnica de Ambato (DIDE).
2.2 Métodos
2.2.1 Nivel y tipo de investigacion
Se propone un estudio no experimental al plantear la identificacién del patron de las
proteinas apoptéticas BAX y BCL2 en lesiones preinvasivas e invasivas de cérvix, es
decir, no se manipulan ni modifican las variables, como menciona Hernandez et al,
se observan la actuacion de los fendmenos en el contexto natural. Ademas, tomando
en cuenta que se pretende determinar la relacion entre las variables antes
mencionadas en muestras citologicas y biopsias recolectadas en un solo momento, el
disefio apropiado para esta investigacion seria el transversal o transeccional (83)
Por otro lado, se clasifica como correlacional debido a que se plantea la hipdtesis
sobre la utilidad de prondstica de BAX y BCL2 en las lesiones preinvasivas e
invasivas de cérvix para lo cual se establece una relacion no causal entre las variables
(83).
A pesar de no incluirse en este estudio, se requiere el seguimiento de las pacientes
para determinar la relacion entre la expresion de las proteinas apoptoticas y la
progresion o regresion de las lesiones de cérvix, lo que confiere al estudio la
denominacion de prospectivo. Sin embargo, estos datos podran ser recolectados en
una segunda etapa de esta investigacion (84).
2.2.2 Descripcion de metodologia
2.2.3 Seleccion de la poblacion
Se selecciond una poblacion conformada por 157 pacientes que acudieron a consulta
ginecologica en SOLCA- Unidad Oncoldgica Tungurahua, durante el periodo 2016 -
2018 y se incluyd en el estudio una muestra conformada por 87 pacientes con
PAPTEST sugestivos de lesién, de las cuales se tomo biopsia a 35 pacientes, las
cuales reposaban en el banco de muestras del Laboratorio de Biologia Molecular y
celular. Asi mismo se realizaron jornadas una vez confirmado el diagnostico
histopatoldgico para la toma de muestra sanguinea de las pacientes.
2.2.3.1 Criterios de inclusion

a. Mujeres fértiles mayores de 18 afios.

b. Vida sexual activa.
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c. Resultados de colposcopia alterados con diagndstico histolégico de lesion
intraepitelial de cérvix.
d. Sin distinguir raza o paridad
2.2.3.2 Criterios de exclusién
a. Gestantes

b. Infeccion por Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

c. Patologia genital infecciosa y en tratamiento.

d. Infeccion previa por VPH tratada o en tratamiento.

e. Uso de anticonceptivos hormonales.

f. Antecedentes de patologia cardiaca, renal, hepaticas, respiratorias o

enfermedades autoinmunes.
2.2.3.3 Criterios de bioética
A las pacientes seleccionadas aceptaron su participacion en la investigacion mediante
en el consentimiento informado para permitir el acceso a sus datos clinicos y a los
resultados de colposcopia, anatomia patoldgica y citologia.
Con el fin de asegurar los principios bioéticos de la presente investigacion se
tomaron en cuenta los reglamento establecidos por la Asociacion Médica Mundial
(AMM) basados en la promulgacién de los principios éticos la Declaracion de Helsinki
investigacion médica en seres humanos, asi mismo el Comité de Bioética aprobado por
el Ministerio de Salud del Ecuador.
2.2.4 Historia clinica
Se realiz6 una historia clinica en la cual se recogieron datos sociodemogréaficos,
antecedentes personales, familiares, y datos clinicos de cada una de las pacientes
incluidas en el estudio, ademas de la firma de un consentimiento informado para
participar en la investigacion (Anexos).
2.2.5 Examen fisico ginecolégico
El examen fisico ginecoldgico fue realizado por un médico especialista y estuvo
conformado por la inspeccion de la region genital externa (vulva, vagina, region
perianal) y la especuloscopia para valoracion del cuello uterino (85).
2.2.6 Procedimientos
2.2.6.1 Toma de muestra de Papanicolao (PAP)
Es un procedimiento que permite identificar anormalidades celulares a nivel del

endocérvix y exocérvix cuyas muestras son obtenidas a través de una espatula y
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cepillo para ser observadas al microscopio y determinar cambios morfol6gicos en
dichas células.

Para este estudio se utilizé la citologia en fase liquida donde se introduce el espéculo
permitiendo la suspension de las células lo que aumenta la calidad de la muestra y
permite usarla en otros test (85).

2.2.6.2 Colposcopia

La colposcopia se realizé a las pacientes con hallazgos sospechosos de atipia celular
a la especuloscopia. Se utiliz6 acido acético y lugol visualizandose lesiones
preinvasivas de cérvix de las cuales se tomaron dos biopsias, una fue enviada al
laboratorio de anatomia patoldgica para realizar el diagndstico histoldgico y la otra
muestra se aplicd inmunohistoquimica para la determinacion de las proteinas
apoptoticas BAX y BCL2.

2.2.7 Procesamiento de muestras

2.2.7.1 Inmunocitoquimica

La inmunohistoquimica es una técnica de tincién basada en un anticuerpo dirigido
(primario) que detectan un antigeno especifico seguido del contacto directo con un
anticuerpo secundario mediante un complejo enzimatico y un sustrato cromdgeno
que se hara visible cuando esté presente el antigeno (86).

En este estudio se tomd biopsias de lesiones preinvasivas e invasivas de cérvix que
fueron incluidas dentro del componente OCT Tissue Teck en conos de papel
aluminio para ser congelados a -70 grados centigrados. Posteriormente, del bloque
contenedor de biopsia se obtuvieron cortes de 4 um en el criostato Thermo, los cuales
fueron colocados en un portaobjetos y posteriormente fijados con acetona fria
durante 5 minutos, se lavo con Buffer fosfato salino pH 7.2 (PBS) durante 2 minutos
y se dejé secar. Se diluyé el anticuerpo primario (BAX y BCL2) de Santa Cruz
Biotechnology en relacion 1:500, tanto para BAX, como para BCL2 se agregaron a
los cortes 100 ul del anticuerpo primario diluido en cdmara himeda, se dejo incubar
durante 1 hora a 37°C en agitacion y se lavaron con PBS por 3 ocasiones.
Seguidamente se agrego el anticuerpo secundario (Anticuerpo secundario de unién a
IgG kappa de raton marcado con ficoeritrina para BLC2 y 1gG kappa de raton
marcado con Alexa 488 de Santa Cruz Biotechnology, se realizaron 3 lavados con
PBS. Todo este procedimiento se realizé con proteccion de luz y se dejé secar por 24

horas. Finalmente se aplicd 1 gota de Aqueous Mounting médium (UltraCruz®
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Aqueous Mounting Medium with DAPI) y se observd al microscopio de
fluorescencia (LEICA Invertido Dmi8) con una magnificacion de 630 X, se
diferencio el epitelio del estroma cervical y se emplearon los filtros GPF y Texa Red
mediante el software LASX. Se empled un control negativo representado por un
anticuerpo monoclonal del mismo isotipo contra un antigeno no relevante en el tejido
a estudiar en lugar del anticuerpo primario. Asi mismo se incluyeron células HelLa
(células de cancer de cuello uterino) las cuales sirvieron de control positivo de
malignidad.

2.2.8 Cultivo celular

2.2.8.1 Descongelacion celular

Se extrajeron los crioviales de la resuspensién de células HeLa (ATCC®CCL-2™) en
medio de cultivo DMEN y DMSO al 10 % en FBS almacenados en nitrdgeno liquido
para ser resuspendidas con 1 ml de medio de cultivo DMEN a 37°C y pasar su contenido
a un tubo estéril de 15 ml de capacidad con 5 ml de medio de cultivo. Se centrifugd a
3500 revoluciones por minuto durante 5 minutos. Se elimind el sobrenadante, se
resuspendié el pellet celular en 1 ml de medio de cultivo y se paso este contenido a una
frasca completando a 10 ml de medio de cultivo. Posteriormente, se incub6 a 37°C con
CO2 al 5% con atmdsfera himeda.

2.2.8.2 Pase de células

Para continuar con el cultivo celular es necesario que la frasca de células presente
una confluencia del 90 — 100%. Se prepardé la camara para cultivo celular con la
activacion de la luz ultravioleta por 10 — 15 minutos, se limpi6 con alcohol al 70% y
papel toalla, previo uso de medidas de bioseguridad (mandil, guantes, mascarilla,
gorro, zapatones).

Se elimind el medio de cultivo con restos del metabolismo celular, se realizo 1
lavado con 5 ml de PBS, se aplicd 3 — 5 ml de tripsina para despegar las células de la
frasca y se dejo reposar en la incubadora por 1-4 minutos para evitar la lisis celular.
Se aplicé la misma cantidad de tripsina en medio de cultivo, se pipete6 varias veces
hasta observar las células suspendidas en el medio celular y se recogio el contenido
en un tubo estéril de 50 ml que fue centrifugado a 500 rpm durante 5 minutos. Se
elimind el sobrenadante, se resuspendié el pellet en 8 ml de medio de cultivo y se
dividi6 este contenido celular en 2 — 4 frascas que se completaron con medio de

cultivo hasta completar 10 — 12 ml. ElI medio de cultivo para este tipo de células es
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DMEN con FBS al 10%, Penicilina 100 U/ml, estreptomicina 10 ug/ml al 1% y L-
glutamina al 2%.

2.2.8.3 Extracciéon de ARN

El proceso fue realizado en base a un protocolo de extraccion de ARN en tejido con
los célculos necesarios para cantidad de muestra celular de Hela. Siguiendo las
instrucciones de la casa comercial.

Las células se conservaron a -80°C. Se descongelaron a temperatura ambiente y se
colocaron 100 ul de muestra en tubos libres de ARNasa de 1,5 ml mantenidos en
hielo. Previamente se prepar6 el buffer de lisis con 2-mercaptoetanol al 1%
afiadiendo a cada muestra 303 ul. Se procedid a limpiar el sonicador con solucion
ARNasa 1y 2 sequido del procesamiento de las muestras en 3 ciclos de 10 segundos.
Posteriormente, se centrifugd las muestras a 12000 gpm durante 2 minutos 30
segundos. Se afiadio a las muestras un volumen de etanol al 70% y se vorterizaron.
Menos de 700 ul de muestra fue transferida al cartucho de kit, se centrifug6 a 12000
gpm durante 20 segundos a temperatura ambiente, se descartd el sobrenadante y se
reinserto en cartucho en el mismo tubo de recoleccion. Este paso se repitio 3-4 veces.
Seguidamente, se afiadidé 500 ul de buffer de lavado en el cartucho, se centrifugd a
12000 gpm durante 20 segundos y se reinserto el cartucho en el mismo tubo de
recoleccion. Este paso se repitié una vez mas.

Luego, se centrifugo a 12000 gpm por 1 minuto 30 segundos a temperatura ambiente
para secar la membrana del cartucho que contiene el ARN. Se descart6 el tubo de
recoleccion colocando el cartucho en un tubo libre de ARNasa de 1,5 ml nuevo y
rotulado. Finalmente, se afiadié 75 ml de agua libre de ARNasa en el centro del
cartucho y se centrifugé a 12000 gpm por 2 minutos 30 segundos a temperatura
ambiente. Los tubos contenedores de las muestras de ARN se conservaron a -80°C.
2.2.8.4 Reaccidn de la cadena de la polimerasa en tiempo real de controles

En primer lugar, se prepararon los primers para BAX, BCL2, GADPH, actina, bajo
la relacion de 22% y 78% con agua libre de ARNasa, solucion que se coloca en tubos
esterilizados de 2 ml.

En segundo lugar, se prepard el reactivo para PCR. Se presentan las cantidades
requeridas de los reactivos por cada muestra: 0,5 ul de superscript, 12,5 ul de Syber
Green, 1 ul del primer forward y 1 ul del primer reverse para un total de 15 ul,

empleando 2 ul de muestra de ARN células y completar con agua libre de ARNasa
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para llegar a los 25 ul de solucion. Para la muestra de control se afiade 15 ul de
reactivo para PCR y 10 ul de agua libre de ARNasa.

Se colocan los 25 ul de solucién por duplicado para cada primer en forward y reverse
junto con el control en tirillas para PCR que son finalmente colocadas en el gqRTPCR
CFX96 de Biorad, para su amplificacion y lectura.

2.2.8.5 Analisis de Expresion Génica

Los analisis de los resultados obtenidos se realizaron empleando la cuantificacion
relativa por el método AACt, el cual fue descrito por Livak y Schmittgen en 2001.
Las formulas usadas para los célculos una vez obtenidos los CT fueron (79):

ACt = Ct (gen diana) — Ct (Control enddgeno)

ACt(Calibrador) = Ct (gen diana control) — Ct (Control enddgeno)

AACt = ACt — ACt(calibrador)

2.2.9 Andlisis estadistico

Se empled el programa Prisma de la compafia Graphpad para realizar el anélisis
estadistico de los datos obtenidos luego del procesamiento de las muestras. Se conto el
numero células positivas por campo de 630X de biopsias de cuello uterino (15 campos
aprox.). Las células positivas se contaron tanto en el estroma como en el epitelio y se
obtuvo el promedio de celulas observadas por campo. Los resultados se presentan como
promedio + 1 desviacion estandar. El analisis estadistico se realiz6 comparando el
promedio de células positivas para BAX y BCL2 (casos vs. controles). Los analisis
comparativos se realizaron usando analisis de varianza mas post test de Tukey de
acuerdo con los grupos analizados. Se consideraron significativos los valores de p< 0.05.
2.2.10 Busqueda Bibliogréafica

Se realiz6 una basqueda bibliografica en las bases de datos: Pubmed, Clinical Key,
Springer, Schoolar Google, Scopus; tomando en mayormente en cuenta articulos
publicados a partir del 2010 sobre el tema propuesto.

2.2.11 Hipotesis

Los patrones de expresion de las proteinas apoptoticas BAX 'y BCL2 son Utiles en el

pronostico y el estadio de las lesiones de cérvix.
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CAPITULO HI
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de los resultados

3.1.1 Andlisis de los resultados

3.1.1.1 Expresion de BAX y BCL2 en lesiones preinvasivas e invasivas de cérvix.
El cancer de cuello uterino representa un problema de salud publica a nivel mundial,
especialmente en Latinoamérica. Ecuador no escapa a esta realidad, siendo el cancer
de cérvix uno de los mas prevalentes, después del cancer de mama. En el estudio se
incluy6 un universo de 87 pacientes, de las cuales se tomo en consideracion como
poblacion 35 pacientes que tenian criterios clinicos y diagndsticos para toma de
biopsia. De acuerdo con las caracteristicas clinicas se organizaron en cinco grupos

como se muestra en la tabla 1.

Tabla 5 Distribucién de frecuencias segln el nimero de casos para cada grupo de estudio

Diagnostico N° de casos %
CONTROL 7 20
NIC I 7 20
NIC 11 7 20
NIC I 7 20
Cainsitu 7 20
TOTAL 35 100

Fuente: Autor del proyecto

Este estudio permitio identificar a través de inmunohistoquimica la expresion
cualitativa de las proteinas BAX y BCL2 en lesiones de cérvix (Figura 5). Del total
de pacientes estudiados (n=35), distribuidos en 7 pacientes para cada diagnostico. Se
presenta la figura 1 donde se evidencia la expresion de BAX en el epitelio y el
estroma de lesiones de cérvix. Se obtuvieron valores estadisticamente significativos
en lesiones NIC | (p<0,01), Il y Il (p<0,001) y en cancer de cérvix (p<0,05) vs
control. No se encontro relacion entre la progresion de las lesiones, de acuerdo con
la expresion de BAX. Es importante sefialar un ligero incremento en los tejidos de

pacientes con cancer (figura 2 y 6).
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Figura 2 Expresion de BAX segun el nimero de células en lesiones de cérvix.

Al contrario, BCL2 (figura 7) no mostro expresion estadisticamente significativa en
relacion con los grados de lesiones cervicales vs control, mostrando medias y DS

muy
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similares con respecto al control como se muestra en la figura 3.
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Figura 3 Expresion de BCL2 segtn el nimero de células encontradas en lesiones de cérvix.

A continuacién, en la tabla 6 se presentan los valores de la expresién de ARN de

BAX 'y BCL2 para células HelLa.
Tabla 6 Expresion de BAX'y BCL2 en HelLa por qtPCR

Expresion de BAXy BCL2 en HelLa BAX 0.84 0.63
por gtPCR
Control: 0.70 BCL2 1.8 0.74

Fuente: Autor del proyecto

Tomando en consideracion que las células HeLa se corresponde con una linea de
células carcinoma de cuello uterino infectadas con VPH 18, se encontré diferencia
significativa en cuanto a la expresion de BAX, datos que se correlacionan con la
expresion in situ, sin embargo, es importante ampliar los hallazgos, mediante un
estudio que permita verificar estos datos en muestras provenientes de pacientes con
diferentes grados de lesiébn y comparar su
expresion relativa 2.5 (Figura 4)

2.0+
1.5

1.0

Expresion Relativa

0.5

Figura 4 Expresion relativa de Baxy BCL2 en células Hela

3.1.1.2 Positividad o negatividad para VPH en el total de la poblacion de estudio
Al total de la poblacion estudiada (n= 87), se les realizé diagnostico molecular de
Virus de Papiloma Humano (VPH) como prueba idonea en el cribado y prevencion
de cancer de cuello uterino, en virtud que la atencion primaria es vital para el

diagnostico oportuno y manejo adecuado de las pacientes, en conjunto con el
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Papanicolao y la colposcopia. Es importante resaltar, que el diagndstico molecular
fue objeto de estudio del macroproyecto en el cual se encuentra implicita esta
investigacion, el mismo se realizd a través de una nested PCR siguiendo la
metodologia de Sotlar.

Del total de mujeres incluidas en el estudio un 22% resultaron positivas a infeccion
por VPH, siendo los genotipos de alto riesgo 16, 18 y 31 los mas prevalentes con una
correlacion directa con los diagnosticos de LIEAG, en relacion con las pacientes
diagnosticadas con CaCu in situ (n=7) un 88% presento infeccion por genotipos de
alto grado de VPH; sin embargo, también se encontré genotipo 6/11 considerado de
bajo riesgo en pacientes sanas. Es de gran importancia sefialar que del total de
pacientes incluidas esta investigacion (pacientes con biopsia) en las cuales se analiz6
la expresion de proteinas Bax y BCL2 no se encontrd una correlacion directa con un
aumento o disminucion en relacion con la positividad a infeccion por VPH, sin
embargo, a estudios futuros se recomienda el incremento de nimero de pacientes, ya
que esto permitiria comprobar a nivel estadistico una posible correlacion en la

expresion de estas proteinas de la ruta apoptotica y la infeccion por VPH.
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Figura 5 Expresion de la proteina Bax (A Y C) y Bcl2(B y D) en células Hela con magnificacion 630X.
Las células con expresion de Bax fueron tefiidas con el anticuerpo especifico para la proteina y el anti-mouse m-
IlgGk BP marcado con FITC y leido en los filtros GFP (475-509 nm) y DAPI (489-513nm). Las células con
expresion de Bcl-2 fueron tefiidas con el anticuerpo especifico y anti-mouse m-lgGk BP marcado con PE y leido
en los filtros Texa red (595-615 nm) y DAPI (489-513nm).
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Figura 6 Expresion de Bax en tejido cervical de paciente con diagndstico de Ca in situ, tefiidas con el anticuerpo
especifico y anti-mouse m-lgGk BP marcado con FIT y leido con GFP (475-509 nm) a una magnificacion de
630X. Las flechas en A y B muestran expresion de la proteina, C la delimitacion epitelio y estroma y D vaso
sanguineo.
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Figura 7 Expresion de Bcl-2 en tejido cervical de paciente con diagndstico de Ca in situ, tefiidas con el
anticuerpo especifico y anti-mouse m-lIgGk BP marcado con PE y leido en los filtros Texa red (595-615 nm) y
DAPI (489-513nm) a una magnificacién de 630 X
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3.1.1.3 Comportamiento de la expresién de las proteinas BAX y BCL2 en sangre
total de pacientes con lesiones preinvasivas e invasivas de cérvix.
3.1.1.3.1 Inmunopatogénesis de VPH asociado al cancer de cérvix
El potencial antitumoral del sistema inmune se ve comprometido en procesos
neopléasicos. La progresion de las lesiones del cérvix estd determinada por el
predominio de los mecanismos de evasion inmunoldgica sobre la respuesta inmune,
mecanismo que permite la persistencia de la infeccion. (87-89)
Dentro de los mecanismos de evasion inmunitaria se toma en cuenta el periodo de
incubacién de VPH de aproximadamente 10 afios, que es posible debido a estrategias
de evasion inmunoldgica activas y pasivas. Durante la fase inicial de infeccion la
produccion de antigenos es muy baja y una vez producidas estas proteinas se
trasladan de inmediato al nucleo celular evadiendo su exposicion al sistema inmune.
De esta manera, VPH mantiene una infeccion silenciosa que le permite replicarse.
Por otro lado, durante la fase tardia VPH aumenta la produccién de proteinas de
capside altamente antigénicos que se expresan en la capa externa de la membrana
celular y se desprenden rapidamente por alteraciones en la presentacion de antigenos
(88,90,91).
Los mecanismos activos de evasion inmunoldgica son llevados a cabo por las
oncoproteinas E6 y E7, las cuales al presentar una gran afinidad por las proteinas
inmunitarias de regulacion evitan la expresion de genes y la sefializacion requerida
para que los queratinocitos despierten la respuesta inmune. De esta manera, se crea
un ambiente inmunodeprimido que predispone la progresion al cancer (90).
Los queratinocitos componen la primera barrera fisica de proteccion contra
infecciones y estdn armados de moléculas de reconocimientos de patdgenos,
citocinas y quimiocinas que conforman la respuesta inmune de primera linea. Los
queratinocitos infectados muestran mecanismos de evasion inmunitaria inducidos por
VVPH, entre ellos la ausencia de citdlisis, la alteracion de los mecanismos de
expresion de antigenos, la inhibicidn de la sefializacion del Interferon |y la secrecion
de citocinas. Dentro de su funcion como centinela inmunoldgico presenta receptores
de reconocimiento de patdgenos (RRP), entre ellos los receptores tipo Toll (TLR)
detectan la infeccién y son reconocidos por las células dendriticas para desencadenar
la via de adaptador MyD88 y asi activar la inmunidad innata representada por
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citoquinas y quimiocinas que a su vez inducen la respuesta inmune adaptativa y la
regulacion de los linfocitos T citotdxicos, Thly Th2 (88,90,92).

Los receptores tipo Toll 9 (TLR9) que normalmente desencadenan respuestas
inflamatorias al reconocer ADN viral de doble cadena son obligados por E7 de
HPV38 a reclutar en su region promotora a EZH2, enzima modificadora de histonas,
con el fin de reprimir su transcripcién. En el caso de HPV16, E7 recluta a la histona
desacetilasa HDACL1 e histona desmetilasa JARID1B que cumplen el mismo
proposito. Ademas, TLR9 actua en la secrecién de citocinas al reconocer el ADN
viral citosolico a través del modulador del monofosfato de adenosina (AMP) -
monofosfato de guanosina ciclico (GMP) sintasa 0 cGAS, seguido de la activacion
de la proteina STING, cuya via es bloqueada por E7 y en consecuencia bloquea la
secrecion de citocinas (88,90,91,93).

Una vez reconocido el ADN viral por los RRP requiere la activacién del receptor de
TNF (TRAF) y la fosforilacion del factor de transcripcion regulador de interferén
(IRF) para iniciar la secrecion del interferon de tipo | (IFN 1), especialmente IFNa e
IFNb, citocinas proinflamatoria. E6 y E7 de HPV 16 se une a IRF y evita la
transcripcion de IFN 1. En la misma via de sefializacion, elevan la produccion de la
enzima ubiquitina hidrolasa carboxi-terminal L1 (UCHLZ1) que inhibe la activacion
de TRAF3 (88,90)

Es posible que la expresion elevada de las oncoproteinas virales, E6 y E7, en los
queratinocitos infectados permitan su escape de las células T citotoxicas. VPH
disminuye la expresién del complejo mayor de histocompatibilidad tipo | (MHC 1)
molécula necesaria para la despertar la actividad de las células T citotdxicas. El 30%
de los casos de cancer de cérvix muestra una disminucion de la expresion de MHC |
a traves de varios mecanismos, entre ellos la interaccion de E7 con el promotor de
esta molécula, es decir, con RXR-beta causa su bloqueo y sustitucion con histonas
desacetilasas en la region promotora de MHC |. Ademas, altera el transporte de
moléculas para la presentacion de antigenos al alterar la via de sefializacion de LMP2
y TAPL. E5 también interviene en este proceso al condicionar la baja expresion de
CD1d, molécula presentadora de antigenos necesaria para la activacion de las células
asesinas naturales (NK), asi como la baja expresion de sus receptores NKp30,
NKp45, NKp46, NKG2D y NKp80 (88,90).
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Las células NK son parte de la respuesta inmune innata que reaccionan al MHC 1y
se alteran en presencia de VPH, quien regula al alza la molécula indolamina 2, 3-
dioxigenasa (IDO), enzima que regula negativamente la inmunidad supresora de
tumores y que posiblemente es secretada por las células presentadoras de antigenos y
células tumorales. Ademas, las células NK también se ven afectadas por la baja de
IL-10 e INF I que disminuye su proliferacion y activacion (90).

Las células dendriticas (CD) son células presentadoras de antigenos que reconocen a
particulas de organismos patdégenos mediante los receptores Tipo Toll e interactlan a
través de complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) con las células T para
desencadenar la respuesta inmunitaria especifica contra el patégeno. La baja
expresion de CCR7 causa la diminucién de la cantidad de las células dendriticas a
nivel del cérvix, fendmeno atribuido a los efectos de E7 sobre la E-cadherina.
Ademas, la falta de madurez de estas células por la secrecion de factores
inmunosupresores producidos por las células tumorales como IL-10, IL-6, factor de
crecimiento transformante (TGF) -b, prostaglandina E2 (PGE2) y factor estimulante
de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF), que incluso evitan la
diferenciacion de monocitos a CD y por tanto evitan la activacion de la respuesta
inmunitaria adecuada perpetuando la infeccion por VPH. Estos mecanismos
condicionan un numero bajo de CD plasmocitoides en sangre periférica,
caracteristica que ha demostrado relacionarse con la persistencia de la VPH.
Mientras, la expresion baja de CD80 y CD86 en estas células se asocia con grados
mayores de las lesiones de cérvix (88,90).

Las células de Langerhans (CL) son presentadoras profesionales de antigenos que
predominan en la epidermis de cérvix. Al entrar en contacto con VPH migra hasta los
organos linfoideos para activar a las células de la respuesta inmunitaria adaptativa.
VVPH disminuye la cantidad de estas células a nivel de la zona de transformacion del
cuello uterino al interferir en la movilizacion celular, proceso relacionado con la
gravedad de la enfermedad. Las oncoproteinas E6 y E7 evitan su migracién al inhibir
al factor de transcripcion de quimiocinas ligando 20 (CCL20), citocina encargada de
la quimioatraccion de las CL a sitios con inflamacion activa. Este mecanismo ha sido
relacionado con la capacidad de E6 y E7 para inhibir la sefializacion de NF-kB. Por
otro lado, se ha identificado que E7 produce la baja expresion de E-cadherina,

molécula de adhesion que permite la estancia de las CLs. (88,90).
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Los procesos tumorales e inflamatorios despiertan células reguladoras denominadas
leucocitos innatos reguladores, entre ellos los macréfagos asociados a tumores
(TAM) cuyo fenotipo M2 se ha relacionado con la progresion tumoral y mal
pronostico por tener funciones determinantes dentro de los procesos de proliferacion
y migracion celular, angiogénesis y evasion inmunitaria. Es considerado un punto
determinante en la patologia de carcinogénesis del cérvix por ser la célula
inmunitaria predominante durante las lesiones preinvasivas (88,90).

La plasticidad de los macrdfagos los hace susceptibles a factores ambientales. Es asi
como, los TAM se diferencian a partir de la exposicion de los macréfagos derivados
de monocitos a factores propios del huésped y factores producidos por las células
tumorales como respuesta a los estimulos de VPH. Dentro del primer grupo se
encuentran: la quimiocina CCL-2, el factor estimulante de colonias de macréfagos
(M-CSF), e inmunosupresores como TGF-b, IL-10, IL-6 y PGE2, por otro lado, las
citocinas T helper 2 (Th2) como IL-4, IL-10 e IL-13 promueven la diferenciacion de
TAM (90).

No se conoce con exactitud los mecanismos a través de los cuales TAM contribuye
con los efectos de VPH sobre el epitelio del cuello uterino. Sin embargo, se cree que
radica en su incapacidad para producir 1L-12, factor determinante de la
supervivencia, diferenciacion y actividad de las células T citotdxicas, células
asesinas naturales y células Thl. Por otro lado, secretan factores relacionados el
desarrollo de las células Th2 tales como IL-4, IL-10 e IL-13 que trabajan junto a
TAM para inhibir a el resto de las células de la respuesta inmunitaria. Ademas, los
TAM actlan en el reclutamiento de las células Treg al expresar la quimiocina CCL2,
funcién apoyada por I1L-10 (88,90).

Dentro de los leucocitos innatos reguladores se encuentran las células supresoras
derivadas de mieloides (MDSC) que esta conformado por granulocitos, macrofagos y
celulas  dendriticas inmaduras alteradas para  desempefiar  funciones
inmunosupresoras, de invasion tumoral y angiogénesis por lo que se relacionan a
procesos inflamatorio-cronicos y procesos cancerigenos. El tipo de célula
predominante esta relacionado con el tipo de tumor y su hallazgo en sangre periférica
sugiere mal prondstico. Sus mecanismos patégenos no son claros, no obstante, se
sabe que reaccionan al estimulo de factores secretados por células tumorales como
GMCSF, VEGF, TNF-a, PGE2, IL-1b, IL-6 e IL-10 y como respuesta expresan
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arginasa 1 (Arg-1), 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), IDO, especies reactivas
de oxigeno (ROS) y citocinas inmunosupresoras como TGF-b e IL-10 para inactivar
a las células T efectoras, células asesinas naturales e inducir el desarrollo de las
ceélulas Treg. Ademés, MDCS aumentan la expresion de PD-L1 para que se una a
PD-1 a nivel de las células T efectoras e inhibirlas, la importancia de este mecanismo
se comentara mas adelante (87,90).

La inmunidad adaptativa se ve ampliamente afectada por la alteracion de los
mecanismos de presentacion de antigenos. En primer lugar, se evita la diferenciacion
de células T CD8 a células T citotdxicas (CTC), importantes para la destruccién de
las células infectadas; se altera la diferenciacion de las células T CD4, resultando en
células T auxiliares tipo 1 (Thl) defectuosas que no colaboran con la secrecion de
IFN-y y IL-2, mientras que las células Th2 secretan factores tumorigénicos. Es decir,
disminuye la actividad de las células Thl y aumenta la respuesta de Th2 para
suprimir la inmunidad celular. También se describe la intervencion de los Thl7
inducidos por IL-17 reclutados en lesiones cervicales, posiblemente por la accion de
los fibroblastos asociados a tumores (CAF) (88,90).

Los CAF han sido relacionado con la inmunosupresion local, el crecimiento celular y
la metastasis en procesos cancerigenos causados por VPH. En estudios
experimentales se ha demostrado que CAF induce la penetracién de células
neoplasicas en la membrana de Matrigel, homologo de la matriz de la membrana
basal en cultivos celulares, y también hubo un aumento de la secrecion del factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) (87).

Las células Treg o células T reguladoras es un término utilizado para definir a las
células T CD4 + / CD25 + / Foxp3 + como inductores de la inmunotolerancia frente
a la infeccién por VPH presentes in situ, en ganglios linfaticos y en sangre. Se cree
que su activacion se da por células Treg naturales autoreactivas existentes que
presentan una reaccion cruzada por la similitud entre E7 y la pRb 1 y la proteina
complementaria de XP-G (XPGC), o por el reconocimiento de moléculas de dafio
celular. Por otro lado, las células Treg inducidas se derivan de células T CD4
virgenes o diferenciadas que responde a la presentacion de antigenos de las CD bajo
el estimulo de TGF-b, IL-10 e IL-2. Es decir, la alteracion de la respuesta inmunitaria
y el estado inmunodepresor inducido por VPH promueven la tolerancia de las células

Treg y su expansion. La proteina E2 induce la expresion de IL-10 que patrocina el
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reclutamiento de las células Treg dando paso acciones directas e indirectas de
inmunodepresion. Ademas, aniquila a las células T efectoras por interacciones Fas-
Fas o por secrecion de perforina y granzima B, inhiben la maduracion de las CD
CD80 y 86 mediante la union a MHC Il y dos moléculas de superficie, LAG-3 y
CTLA-4, respectivamente, e inducen la secrecion de moléculas IDO. EI mecanismo
indirecto se da por la expresion de las citocinas IL-10, TGF-b e IL-35 que inactivan
las funciones de las células T efectoras, CD vy la actividad inflamatoria de las células
de inmunidad innata. Ademas, junto a factor de crecimiento transformante  (TGF-p)
determina la progresién de estas lesiones. Es posible que estos mecanismos de
inhibicion expliquen el fracaso de las células T CD4 y CD8 infiltradas en los tumores
en el control la infeccion (87,88,90).
Los mecanismos anteriormente explicados se presentan en el siguiente grafico
(Figura 3).
3.1.1.3.2 Comportamiento del sistema inmune en sangre periférica en cancer
de cérvix
Los procesos cancerigenos causan cambios inmunolégicos locales y sistémicos. En el
cancer de cérvix con infeccion concomitante por VPH ha mostrado cambiar los
patrones inmunoldgicos sistémicos de los linfocitos, asi como de la cantidad de
citocinas circulantes. La identificacion de las alteraciones en los patrones de
respuesta de linfocitos frente a las etapas tempranas del cancer de cérvix en
comparaciéon a las etapas avanzadas permite determinar su papel en la
carcinogénesis, asi como, su relacion con el tipo histoldgico, estadio clinico y
prondstico (93-97).
Stone et al, mostraron que las lesiones cancerigenas de cérvix VPH positivas
muestran aumento de la proliferacion de células mieloides en la médula Osea vy el
bazo, los pacientes con grados avanzados del cancer muestran leucocitosis de células
mieloides como marcador de mal pronostico, al igual que el radio
neutrofilos/linfocitos que también representa mala respuesta al tratamiento a la
quimio y radioterapia. Zhao et al, demostraron que la linfopenia en sangre periférica
estd vinculada a menor supervivencia sugiriendo la importancia de los linfocitos en
los estadios del cancer. Otras investigaciones en este campo han encontrado que el
aumento de los linfocitos B, linfocitos T reguladores, CD4 e IL-10 circulantes

predomina en lesiones invasivas de cérvix exponiendo la progresion de la
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enfermedad. Estos hechos sugieren un fenotipo supresor de células derivadas de
mieloides infiltradas in situ y en o6rganos linfoides periféricos que inhiben la
respuesta inmune de las células T y dan paso a la progresion del cancer (93-98).

Es previsible que las respuestas inmunes locales sean mayores que en sangre
periférica tomando en cuenta que VPH causa una infeccion localizada en mucosa.
Passmore et al comparan el comportamiento de los linfocitos T in situ y en sangre
demostrando que la respuesta inmunitaria contra la proteina de capside L1 presenta
un sesgo compartimental en funcién de la replicacion viral in situ y la correlacion y/o
codependencia entre estas reacciones. Por otro lado, la respuesta inmune de CD4 y

CD8 contra E7 fue de magnitud similar in situ y en sangre (96,99).
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Se sabe que VPH modifica las funciones de Thl y Th2 para favorecer la progresion
cancerigena. Sin embargo, se desconocen los mecanismos que desencadenan estas
alteraciones. En otros tipos de cancer se tiene nociones de la afectacion sistémica de
procesos tumorales localizados. En el cancer de cabeza y cuello se ha identificado
evidencia de apoptosis en los linfocitos in situ y en sangre periférica lo que sugiere
un efecto sistémico inmunosupresor vinculada parcialmente a la via Fas/FasL cuya
magnitud se ha relacionado con la enfermedad avanzada. Aun se desconoce si este
efecto es producto del ambiente tumoral o de la muerte celular inducida por
activacion. (101).

Los cultivos in vitro han demostrado que las células tumorales inducen apoptosis en
los linfocitos T de sangre periférica mediante la via intrinseca y extrinseca. Dentro de
la via intrinseca, se considera la baja expresién de BCL2 relacionado con bajos
niveles de linfocitos T y B en sangre periférica apoyados en la importante funcién de
las proteinas de la familia BCL2 en la supervivencia y proliferacion en los linfocitos
y en células tumorales por lo que se ha considerado su utilidad como biomarcador
diagnostico y pronostico. Sin embargo, los resultados no son concluyentes
(6,89,102).

En apoyo a esta hipotesis, Bin-Alee et al evaluaron la expresién de proteinas
apoptoticas de la via intrinseca en linfocitos circulantes de pacientes con cancer oral.
El fenotipo apoptdtico de los linfocitos se encontrd6 mayormente en el estadio IV de
la enfermedad, en contraste, su nimero fue menor, al igual que los linfocitos asesinos
naturales. Al contrario, los linfocitos CD4 presentaron un nimero mayor. En relacion
a las proteinas apoptéticas se evaluaron BAX y BCL2 cuya magnitud de expresion
fue similar para el estadio y tamafio tumoral, y el compromiso de ganglios. Como era
de esperarse, la expresion de BAX fue levemente mayor, mientras que la expresion
de BCL2 fue levemente menor. Por tanto, los autores concluyen que el cociente de
estas proteinas es favorable en la determinacién del prondstico de pacientes con esta
patologia (103)

Tano et al., al analizar la expresion génica de ARNm de BAX y BCL2 en células
inmunitarias circulantes en pacientes con carcinoma de cabeza y cuello llegaron a
establecer la relacion entre la mayor supervivencia global y menor cociente de
expresion BCL2/BAX tomando en cuenta un punto de corte 2,0, datos que fueron

estadisticamente significativos (p = 0,035). “Con respecto a la supervivencia libre de
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enfermedad (SLE), cuando el nivel de corte se establecié en 1,2, la SLE de los
pacientes con cocientes Bcl-2/Bax mayor o igual a 1,2 fue significativamente mayor
que la de los pacientes con cocientes Bcl-2/Bax menor de 1,2 (p = 0,001). Cuando el
nivel de corte se establecié en 2,0, los pacientes con cocientes Bcl-2/Bax > 2,0
sobrevivieron mucho mas tiempo que los pacientes con cocientes Bcl-2/Bax < 2,0 (p
= 0,0005), y todos los pacientes con Bcl-2/Bax > 2,0 han estado vivas sin
enfermedad durante mas de 24 meses” (89).

Los hallazgos encontrados en este estudio llevaron a la conclusion de que la
expresion de BAX y BCL2 en linfocitos circulantes podria tener utilidad pronostica.
Se encontr6 que el cociente BCL2/BAX sugiere sugerir riesgos y ventajas
prondsticas superiores a la clasificacion TNM. Ademas, estos biomarcadores pueden
incluso tener potencial terapéutico en caso que se encuentre citocinas que aumente la
relacion BCL2/BAX (89).

En contraste, dentro de las posibilidades de la via extrinseca se incluyen los puntos
de control en los que interviene el sistema inmunitario en el ciclo celular, entre ellos:
proteina de muerte celular programada 1 (PD-1), antigeno 4 de linfocitos T
citotoxicos (CTLA-4), inmunoglobulina de células T y dominio contenedor de
mucina 3 (Tim-3), 2B4, receptor de lectina G1 de células asesinas (KLRG-1), TIGIT,
atenuador de linfocitos By T (BTLA) y CD160. La cronicidad de la infeccién por
VPH activa la via de muerte programada 1 (PD-1) y su ligando PD-L1 y L2
pertenecientes a la familia de las proteinas B7 que se expresan en linfocitos T y B,
celulas dendriticas, macrofagos y células asesinas naturales para promover la
inmunotolerancia (88,95,104,105).

Los linfocitos T expresan la PD-1 mientras que uno de los dos ligandos (PD-L1) para
esta proteina se expresa en las células presentadoras de antigenos, macrofagos M2 y
las células dendriticas que se infiltran en las lesiones invasivas de cérvix. La
interaccion de estas dos moléculas induce la apoptosis, anergia, agotamiento celular,
proteccion contra la lisis celular, produccion aumentada de IL-10 que resulta en la
inmunotolerancia de los linfocitos T dando paso a la invasion celular maligna
(88,104-107)
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3.1.1.4 Discusion de los resultados

El cancer de cérvix es la segunda causa de muerte a nivel mundial. Es una patologia
prevenible y curable en estadios tempranos por lo que requiere especial atencién en
salud publica y medidas de accion eficaces contra su principal causante, el Virus del
Papiloma Humano (1).

Los mecanismos resultantes de la interaccion de este patdgeno y las particularidades
del epitelio cervical conducen a la cronicidad de la infeccion y a cambios silentes en
aras de la transformacion celular. La relacion entre VPH y el entorno local y
sisttmico no es comprendido en totalidad, especialmente, los mecanismos
determinantes en la progresion de las lesiones cervicales, campo en el que las
proteinas apoptdticas, BAX y BCL2 han mostrado ser puntos clave y, por tanto,
potenciales marcadores prondsticos, no obstante, los estudios son contradictorios
(5,6,13,21).

BAX y BCL2 forman parte de la familia de proteinas BCL2 que se encarga de la
muerte celular programada por la via intrinseca como extrinseca. El equilibrio de su
expresion decide el destino de la célula y, por tanto, es de esperarse que VPH
potencie estas cualidades para perpetuar la vida celular y evadir la apoptosis. Sin
embargo, la actuacion de BAX y BCL2 en las diferentes fases de las lesiones de
cérvix no son previsibles. En el presente estudio, se encontr6 un aumento de la
expresion de BAX en relacion con lesiones NIC 1, 11, 11 y cancer, estadisticamente
significativo. Este Gltimo hallazgo coincide con los encontrados por Mirakhor et al
en el 2018 donde BAX se expresd en el 85,4% de lesiones cervicales malignas. En
relacion a BCL2, al igual que este autor, su expresion no mostré importancia
(6,7,43,44,108).

Estos resultados coinciden con los presentados por Shukla et al en 2014, quienes no
encontraron relacion entre BCL2 y p53, no obstante, determinaron una diferencia en
la expresion de BCL2 en relacion a lesiones intraepiteliales y el carcinoma de cérvix.
Al contrario de lo encontrado en este estudio, Khalissa et al en el 2018 encuentran
que la expresion de BCL2 puede ser un marcador en las lesiones de cérvix, asi como,
Ali et al. en el 2020 encontraron que estas proteinas se expresan especificamente en
displasias severas y, por tanto, muestran una asociacion estadisticamente

significativa con el tipo histoldgico, el estadio de las lesiones y la presencia de este
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virus. Sin embargo, BCL2 mostr6 mayor relevancia en la asociacion con el grado de
la lesion (30,39,40).

La literatura revisada sustenta el papel de BAX y BCL2 en los procesos cancerigenos
de cérvix desencadenados por VPH que a través de la oncoproteina E6 degrada a p53
y causa la sobreexpresion de BCL2 para potenciar su efecto antiapoptético. Por otro
lado, inhibe la accién de BAX y evita que desencadene la apoptosis (13,21,81,82).
Estos datos han sido corroborados por varios estudios, entre ellos, el propuesto por
Zhang Y. et al en el 2020, donde al demostrar la influencia de la molécula CDS-3078
en el arresto del ciclo celular en G2/M, encontraron disfuncion mitocondrial
manifestada en la disminucion de la expresion de BCL2 y el aumento de BAK,
fendmeno motivado por la activacion de p53 y determinante para la apoptosis de
células cervicales cancerigenas (HelLa). En paralelo, Wang et al en el 2018,
identificaron los efectos anticancerigenos de 1,3,5-triazine en células Hela
efectuados a través del aumento de BAX, C-caspasa-3 y C-caspasa-9, y la
disminucion de BCL2. Por altimo, un estudio sobre RECK, un activador de la via
p53 e inhibidor de la migracién de células cancerigenas cervicales y su capacidad
invasora, fue llevado a cabo por Liu Y. et al, quienes identificaron su influencia en la
activacion de la p53, la sobreexpresion de BAX y la disminucion de BCL2 para
acelerar la apoptosis celular y llevar a cabo las funciones antes mencionadas (45-47).
Es evidente la accion de BAX y BCL2, no obstante, se requieren mas estudios que
definan los patrones de expresion en las diferentes etapas de la enfermedad y los
factores que alteran su variacion. Son proteinas con potencial prondstico que
permitirian prevenir la progresion de lesiones cervicales e incluso, valorar la
respuesta al tratamiento y pronéstico del paciente. Estas caracteristicas han sido
identificadas en otros tipos de cancer y se han obtenido resultados alentadores, como
es el caso de las lesiones displésicas de la mucosa oral, donde Muthukumaran et al en
el 2019 define la posible intervencion de BCL2 en estadios tempranos de la
enfermedad. Mientras, Coutinho-Camillo et al plantean el valor prondstico de estas
proteinas. Datos que coinciden con los hallados por Chrysovergis et al, en paciente
con carcinoma laringeo donde la sobreexpresion de BCL2 estuvo relacionada con
fenotipos agresivos y mala respuesta a la quimioterapia. Ademas, en las lesiones
hiperplésicas y neoplasicas glandulares de endometrio la expresion de BAX y BCL2

fue identificada den el 77 y 82% de los casos, respectivamente, en un estudio Ilevado
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a cabo por Ahmed et al en el 2020 donde definen la importancia de la expresion
asociada entre BAX/BCL2 en la progresion de los procesos tumorigénicos (41-43).
Los cambios in situ dan paso al interés en los cambios sistémicos resultantes de la
interaccion entre el proceso cancerigeno de cérvix y la respuesta inmunoldgica en el
contexto de la infeccion concomitante por VPH. Varios estudios prevén cambios en
los patrones inmunolégicos sistémicos de los linfocitos cuya explicacion contribuiria
al entendimiento de la patogenia de VPH y su aplicacién en la clinica. Los datos
sobre esta relacion han sido identificados por Stone et al, quienes mostraron que las
lesiones cancerigenas de cérvix VPH positivas muestran aumento de la proliferacion
de células mieloides en la médula 6sea y el bazo en pacientes con grados avanzados
del cancer como marcador de mal prondstico. Zhao et al, sugieren la importancia de
los linfocitos en los estadios del cancer al demostrar que la linfopenia en sangre
periférica esta vinculada a menor supervivencia. Otras investigaciones en este campo
han encontrado que el aumento de los linfocitos B, linfocitos T reguladores, CD4 e
IL-10 circulantes predomina en lesiones invasivas de cérvix alarmando sobre la
progresion de la enfermedad (93-98).

Para entender las causas de este fendmeno mencionamos los resultados obtenidos por
Passmore et al, quienes al comparar el comportamiento de los linfocitos T in situ y
en sangre demuestran que la respuesta inmunitaria contra la proteina de capside L1
presenta un sesgo compartimental en funciéon de la replicacion viral in situ y la
correlacion y/o codependencia entre estas reacciones. Este ultimo hecho se apoya en
estudios in vitro que identificaron mecanismos apoptéticos por via intrinseca y
extrinseca sobre linfocitos circulantes inducidos por células cancerigenas que se
evidenciaron en la baja expresion de BCL2 relacionado con bajos niveles de
linfocitos T y B en sangre periférica con lo cual consideran a las proteinas de la
familia BCL2 atiles en la supervivencia y proliferacion en los linfocitos y en células
tumorales. Otras investigaciones muestran una relacion entre la expresion de BAX y
BCL2 y el fenotipo apoptotico de los linfocitos en el estadio 1V del cancer. A partir
de lo cual, varios autores lo definen como posible biomarcador diagnostico y
prondstico. (89,99,102,103,108).

A pesar de que los resultados no son concluyentes y la literatura es limitada en el
cancer de cérvix, lo expuesto anteriormente sugiere un fenotipo supresor de células

derivadas de mieloides infiltradas in situ y en sangre periféricos que inhiben la
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respuesta inmune de las células T y dan paso a la progresion del cancer
probablemente desencadenado por VPH (89,93-99,108).

66



CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

La proteina BAX se expresa en lesiones preinvasivas e invasivas de cérvix in
situ mostrando valores estadisticamente significativos. La expresion de BCL2
no mostrd valores significativos, infiriendo que a futuro podria representar un
factor prondstico.

BAX y BCL2 son proteinas proapoptéticas cuyos patrones de expresion se
alteran in situ y en linfocitos de sangre periférica por los efectos supresores
apoptoticos inducidos por la interaccion con VPH por lo que estas proteinas
son consideradas potenciales marcadores diagndsticos y prondsticos.

Se encontro una relacion estadisticamente significativa entre la expresion de
BAX y las lesiones cervicales NIC I, II, 11l y céancer al comparar con los
controles.

Es importante establecer diferencias en la expresion in situ y sistémica de
estas y otras proteinas, a fin de establecer el patrén predictivo de los

mecanismos apoptaticos en la evolucion del cancer.

4.2 Recomendaciones

Elaborar estudios cuantitativos sobre la expresion de BAX y BCL2 en
lesiones preinvasivas e invasivas de cérvix para determinar su utilidad en la
progresion de los procesos cancerigenos.

Realizar estudios sobre la expresién génica por gRTPCR de BAX y BCL2 en
linfocitos de sangre y 6rganos linfoides periféricos de mujeres con lesiones
preinvasivas e invasivas de cérvix para determinar los patrones de expresion
y su utilidad en la progresion de los procesos cancerigenos.

Realizar estudios para determinar los posibles cambios en los patrones de
expresion de BAX y BCL2 durante las fases ciclo celular en presencia de
VPH in situ y en sangre periférica.

Estudiar los patrones de expresion de BAX y BCL2 en otras lineas celulares.
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ANEXOS

HISTORIA CLINICA

No de Historia: Cl:

Fecha:

Centro Asistencial:

Nombre: Edad:

Fecha de Nacimiento: Lugar de Nacimiento:

Direccion: Teléfono:
Estado Civil: Soltera: _ Casada: ___ Divorciada: __ Concubina: ___ Viuda:
Ocupacion:

ANTECEDENTES PATOLOGICOS PERSONALES Y FAMILIARES:

Si: No: Cual?: ¢Desde cuando sufre la

patologia usted o familiar?:

MEDICAMENTOS: Si: No: ¢Cual?: ¢Desde cuando lo

toma?:

ANTECEDENTES GINECO-OBSTETRICOS: Menarquia:

Ciclos Menstruales: Embarazos:

Si No N° Partos: Abortos: Cesareas_

Embarazos Ectopicos _ Edad del Primer Parto Menopausia (Edad):

Edad de la Primera Relacion Sexual: N° de Comparfieros

Sexuales: N° de Relaciones Sexuales: Diarias:
Semanales: Mensuales: Ocasionales:
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METODO ANTICONCEPTIVO ACTUAL: ACO:

DIU:

Preservativos: Owvulos: Crema:

Inyectables: E/P

USO DE DUCHAS VAGINALES: Si: No:

Semanales: Mensuales: Ocasionales:

¢Desde qué edad la usa?
TIPOS DE RELACION SEXUAL: Habitos Sexuales:

Genital: Orogenital: Anal:

HABITOS TABAQUICOS: FUMA: Si: No:

Duchas Vaginales:

Frecuencia: Diarias:

Sustancia:

;Cuanto

tiempo? ¢Cuéando lo dejd?

fuma o fumaba?

HABITOS ALCOHOLICOS: Si: No:

Diario: Semanal: Ocasional:

¢Cuantos cigarrillos

Cantidad:___

Tiempo:

ANTECEDENTES DE OTRAS INFECCIONES DE TRANSMISION SEXUAL

(FECHA DE SU DIAGNOSTICO)

Si: No:

Sifilis: Gonorrea: Linfogranuloma Venéreo: Chancro
Blando: Chlamydia: Herpes Genital:
Tricomonas:

Tratadas: Si: No: Control Actual:

Ultima citologia Vaginal:

EXAMEN FiSICO GINECOLOGICO:

e Vulva:

¢ Vagina:
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e Cuello:

e Citologia:

¢ Colposcopia:

e Biopsia:

GRADO DE LESION A NIVEL DE CUELLO UTERINO:

eNIC I

e NIC II:

e NIC III:

o CARCINOMA IN SITU:
ESTUDIO MOLECULAR:
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