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RESUMEN

Las lesiones escamosas intraepiteliales (LEI) de bajo grado (LEIBG), son las lesiones
mas tempranas del cérvix uterino que citolégicamente presentan coilocitos
caracteristicos de la infeccion por el virus del papiloma humano (VPH), estas
lesiones tienen altas probabilidades de regresion, pero, la persistencia e integracion
del VPH de alto riesgo (VPH-AR) como el tipo 16, son factores claves para la
progresion de las LEI. EI empleo de biomarcadores celulares y virales podria ser un
alternativa predictiva y prondstica de las LEIBG. El objetivo de este trabajo fue
determinar la relacién entre la expresion de E6, Ki-67 y telomerasa con el estado
integrado del VPH-16 en la persistencia y progresion de citologias normales y LEIBG
en una cohorte de mujeres guerrerenses por un afio. Se estudié una cohorte de 75
mujeres, se obtuvieron raspados cervicales al inicio a los 6 y 12 meses, que se
conservaron y procesaron por medio de la citologia en base liquida (Liqui-Prep). En
base al sistema Bethesda se diagnosticaron 25 citologias normales sin VPH, 25
citologias normales y 25 LEIBG ambas con VPH-16. La tipificacion del VPH se
realiz6 por medio de PCR/RFLP’s. El estado fisico se determind por hibridacion in
situ con amplificacion con tramida (HIS) para VPH-AR y el método
inmunocitoquimico (Streptavidina Biotina-Peroxidasa) se us6 para determinar la
expresion de E6, Ki-67 y telomerasa. De las 25 mujeres con citologia normal sin
VPH, el 28% adquirié la infeccion por VPH y desarrollé la LEIBG; de las 25 con
citologia normal mas VPH, el 52% desarroll6 la LEIBG y las mujeres con LEIBG, el
96% persistieron con este diagnéstico, lo anterior, resulté de un afio de seguimiento,
obteniendo una prevalencia final de LEIBG del 58.7% (44). De estas mujeres, el
47.7% (21) presentaba la infeccién por VPH-16 y solo 12 (57%) presentaban el
estado integrado. La expresion intensa de E6, Ki-67 y telomerasa se asocio con la
progresion de las lesiones (p=0.003; p=0.008; p<0.001, respectivamente) y con el
estado integrado de los VPH-AR (p=0.001; p=0.01; p=0.01, respectivamente). Se
concluye que la expresion intensa de EG6, Ki-67 y telomerasa, esta asociada con la
integracion del VPH-16, aumentando el riesgo de progresion en mujeres con citologia
normal y LEIBG asociadas a la infeccion por VPH-16, sugiriendo que se debe hacer

un seguimiento estricto de las mujeres.
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INTRODUCCION

Virus del papiloma humano y cancer cervical invasor

El cancer cervical invasor (CCl), es causado por la infeccion por VPH oncogénicos.
Méas de 100 genotipos de VPH han sido descritos, de los cuales aproximadamente 40
infectan el tracto genital (Mufioz et al, 2006). Los VPH de bajo riesgo (VPH-BR)
incluye los tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81. Los tipos 6 y 11 causan el
90% de los casos de verrugas anogenitales externas y lesiones de bajo grado en el
epitelio cervical (Mufioz et al, 2003). Los tipos de alto riesgo (VPH-AR) incluyen al 16,
18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58 y los primeros dos causan aproximadamente el 70% de
todos los casos de CCI (Smith et al, 2007).

Para 2008 se estima que se presentaron 453 300 nuevos casos de CCIly 242 000
muertes asociadas a este cancer en paises en vias de desarrollo. En América central
se reportd una incidencia de CCI de 22.2 casos por cada 100 000 mujeres y una
mortalidad de 11.1 (tasas de incidencia y mortalidad estandarizados por edad)
(Jemal et al, 2011). En México, la tasa de mortalidad por CCI para 2008 fue de 9.1
muertes por cada 100 000 mujeres. Para el estado de Guerrero esta tasa es del 12.5
muertes por cada 100 000 mujeres para este mismo afo (SSA, 2008).

Las lesiones premalignas del CCI, citolégicamente son denominadas lesiones
escamosas intraepiteliales (LEI) de bajo grado (LEIBG), que equivalen
histolégicamente a neoplasia intraepitelial cervical (NIC) grado 1 o NIC 1, mientras
que los casos de (LEIAG) que corresponden a las NIC 2/3 y carcinoma in situ
(Woodman et al, 2007). Las LEIBG, son las lesiones mas frecuentemente
diagnosticadas por el método citologico y frecuentemente se han relacionado con la
presencia de los VPH-BR como el 6 y 11 principalmente (Wentzensen et al, 2009),
sin embargo, en estudios recientes el VPH-16 se ha encontrado en casos de ASCUS
(en inglés, atypical cells of undetermined significance) y LEIBG que tienen mayor
probabilidad de persistencia y progresion a LEIAG (Ho et al, 2006; Castle et al, 2005;
Mufoz et al, 2003). Mientras que las LEIAG y CCI son comunmente asociadas a los
VPH-AR, principalmente los tipos 16 y 18 (Smith et al, 2007).
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Carcinogénesis asociada al VPH-16

La infeccion por el VPH-16 es la mas frecuente en CCl y las LEI alrededor del mundo
(Clifford et al, 2003). En México, también se ha reportado como el mas frecuente en
casos de CCl y LEI (lllades et al, 2010; Orozco et al, 2010; Fernandez et al, 2007).
Se ha reportado que la infeccion por VPH-16 causa el 50% de todos los casos de
CCI (Mufioz et al, 2003).

Diversas caracteristicas del VPH-16 lo hacen el tipo oncogénico mas persistente
tales como la capacidad de evadir al sistema inmune, la carga viral, la existencia de
variantes génicas, la alta capacidad de integracion al genoma de la célula y la

sobreexpresion de sus oncoproteinas E6 y E7 (Woodman et al, 2007).

Se ha reconocido que la persistencia del VPH-16 esta asociada a la progresion de la
LEIAG vy al CCI. Castle y colaboradores (2009), evaluaron la persistencia a corto
plazo de VPH-AR en una cohorte de mujeres con lesiones premalignas, reportando
gue el monitoreo de infecciones persistentes principalmente asociada al VPH-16,
puede ser Util para la identificacion de mujeres con riesgo de desarrollar lesiones de
alto grado. Al igual Schmeink y colaboradores (2011), quienes evaluaron la
persistencia de VPH-AR en mujeres jovenes con lesiones premalignas, encontrando
que la persistencia de los VPH-AR esta asociada con una mayor probabilidad
(12.1%) de desarrollar LEIAG/NIC2, comparada con las mujeres quienes eliminaron
la infeccion por VPH-AR (5.3%) y con las mujeres negativas al VPH-AR (1.6%),
después de 12 meses de seguimiento (p=0.001).

Por otro lado, se ha reportado que el VPH-16, presenta mecanismos de evasion del
sistema inmune que permite prolongar su estancia en el epitelio cervical (Stanley,
2009; Narisawa & Kiyono, 2007), de hecho, se considera que una alta carga viral se
asocia con una infeccion persistente y con un alto riesgo de progresion y de
desarrollar CCI (Woodman et al, 2007). Un estudio realizado por Saunier y
colaboradores (2008), evaltan la carga viral del VPH-16 y el estado integrado en
mujeres con LEIAG y casos de CCI por PCR en tiempo real, concluyendo que las
mujeres que presentan una alta carga viral (22 000 copias/10° células) y la

integracion del VPH-16, tienen mayor probabilidad de desarrollar LEIAG. Similar a lo
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reportado por Ho y colaboradores (2006) que utilizando la misma técnica, evaluaron
la carga viral y estado fisico de VPH-AR en LEIBG y LEIAG y encontraron que una
carga viral alta (>15 000 copias E6) se asoci6é con el riesgo de progresion de LEIBG
a LEIAG, mientras que la integracion del VPH-16 sdélo se encontr6 en mujeres con

LEIAG, considerando la integracion como un evento tardio.

En relacién al estado fisico del ADN del VPH, puede ser episomal, integrado y mixto,
es decir ambos (integrado y episomal). Se ha sugerido que el ADN viral episomal
conforme se integra al ADN de la célula epitelial favorece la progresién de las
lesiones cervicales (Woodman et al, 2007). En relacion a los casos de LEIBG, se ha
reportado que el VPH-AR se encuentra en forma episomal mientras que en LEIAG y
casos de CCI, estos virus ya se han integrado a la célula hospedera (Goon et al,
2009; Kulmala et al, 2006) sin embargo, algunos estudios han demostrado que la
integracion es un evento temprano en el proceso de carcinogénesis cervical,
presentandose en mujeres con citologia normal y LEIBG: como los resultados de

Kulmala y colaboradores (2006); Gallo y colaboradores (2003).

Nuestro grupo de trabajo ha reportado recientemente en biopsias cervicales de
mujeres del estado de Guerrero, México, que el estado integrado VPH-AR se ha
encontrado en citologias sin lesion (50%), NIC1 (75%), NIC2 (58.3%) y NIC3 (88%)
(Vega et al, 2013), mientras que, Zubillaga y colaboradores (2013) utilizando
muestras citolégicas, encontraron que el 10% de casos de LEIBG presentaron el
estado integrado de los VPH-AR y en el 90% de los casos de forma mixta (episomal

e integrado).

La persistencia del VPH en el epitelio cervical por largos periodos se ha relacionado
con promover la integracion del virus y estos eventos estan asociados con la
progresion a CCI, por lo que la integracion viral se ha propuesto como un marcador
pronéstico en la carcinogénesis cervical. (Raybould et al, 2011; Kulmala et al, 2006;
Peitsaro et al, 2002). La integracion se lleva acabo generalmente por la interrupcion
y/o eliminacion del ORF de las proteinas E1 y E2, que son importantes para la
replicacion y la transcripcién del virus. E2 actia también como un represor de la

transcripcion de E6 y E7 y la interrupcion de la actividad de E2 permite la
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sobreexpresion de E6 y E7, perdiendo la regulacion negativa ejercida por E2 sobre la
expresion de estas oncoproteinas, resultando en la alteracion de funciones celulares
como la progresion del ciclo celular e inhibicion de la apoptosis ocasionada por la
interaccion de E6 y E7 con proteinas celulares como p53 y pRb, respectivamente
(Ganguly & Parihar, 2009; Mufioz et al, 2003).

E6y E7 en la carcinogénesis cervical

La oncoproteina E6, consiste en 151 aminoacidos, con dos dedos de zinc
caracterizada por los motivos CXXC. Es una proteina relativamente pequefa vy dificil
para su estudio debido a su inestabilidad. E6 contiene dominios que permiten la
union con la proteina E6-AP. Esta proteina, posee dominios funcionales bien
caracterizados entre ellos el de unién a E6 y el de uniébn a p53, el dominio de
interaccidn con receptores nucleares ademas de su dominio de activacion (Narisawa
& Kiyono, 2007; Queiroz et al, 2006; Murphy et al, 2003). Una vez formado el
complejo E6/E6-AP, se une a p53, lo marca para su degradacion por la via de la
ubiquitinacion. Como consecuencia de la unién de E6/AP a p53, la célula no es
capaz de inducir apoptosis en presencia de dafios al ADN, ocasionando la
acumulacion de alteraciones en el ADN. Se ha encontrado que la proteina E6 de los
VPH-AR, especialmente el tipo 16, puede activar a la telomerasa, esta accion
promueve un estado de inmortalizacion (Liu et al, 2008; Bellon & Nicot, 2008; Munger
et al, 2004).

Por otro lado, la oncoproteina E7 de los VPH-AR, promueve la carcinogénesis
uniéndose a pRb, impidiendo la formacion de complejos pRb/E2F-1 (Murphy et al,
2003). pRb, es una fosfoproteina nuclear, que se encuentra en forma hipofosforilada
(forma activa) e hiperfosforilada (forma inactiva). En forma activa, pRb es capaz de
regular la actividad de factores de progresion del ciclo celular y replicacion del ADN
con E2F-1. La union de pRb/E2F-1 regula la progresién del ciclo celular. Sin
embargo, E7 se une a la forma activa de pRb, bloqueando la formacién del complejo
pRb/E2F-1, resultando en la liberacion de E2F-1, permitiendo la transcripcion de
genes cuyos productos son requeridos para que la célula entre a la fase S del ciclo

celular, llevando a un descontrol de la proliferacion celular (Doorbar, 2006).
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La figura 1 muestra la participacion en conjunto de E6 y E7 en el ciclo celular, lo que
resulta en una acumulacion de mutaciones en el genoma, aumento en la proliferacion
y promocion a un estado de inmortalizacion, estos son procesos importantes en la

carcinogénesis cervical (Narisawa & Kiyono, 2007; Minger et al, 2004).

Marmal cell
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Figura 1. Participacion de las oncoproteinas E6 y E7 en la carcinogénesis cervical. Las
oncoproteinas virales inhiben la funcion de las proteinas reguladoras del ciclo celular como p53 y
pRB provocando la desregulacion del ciclo celular que promueve el desarrollo de lesiones
precancerosas que pueden progresar a carcinoma invasor (Narisawa & Kiyono, 2007).

Diagnoéstico de VPH y lesiones cervicales

La citologia exfoliativa conocida comunmente como estudio de Papanicolaou, ha
demostrado ser muy eficaz como método de tamizaje para la deteccién oportuna de
las LEI, sobre todo en paises desarrollados, donde se ha utilizado con mucho éxito.
A pesar de sus ventajas, presenta una baja sensibilidad que oscila entre el 50-75%
(Brown et al, 2012; Cuzick et al, 2006), en cambio, el estudio histol6gico de las
lesiones premalignas, se considera el estandar de oro en el diagndstico confirmativo,
lo que orienta al tratamiento adecuado. Este estudio permite la identificacion de
alteraciones morfolégicas del cérvix uterino a través de la biopsia o cono cervical
(Hwang & Shroyer, 2012). Sin embargo, a pesar de que el estudio histopatolégico es
el método confirmativo de la lesién cervical, los indices de falsos negativos de la NIC
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han aumentado, debido a la variacion diagnostica entre observadores, sobre todo
cuando en el diagnostico de NIC 1, debe descartarse de una metaplasia atipica o
cervicitis cronica y atrofica (Kalof et al, 2005).

Otro de los métodos utilizados para el diagnéstico de lesiones cervicales es la
colposcopia, que permite la observacion de alteraciones cervicales como las areas
blancas aceto-positivas y la atipia vascular, indicadoras de una gran actividad celular,
ocasionada por la infeccién por el VPH ademéas se mejora la sensibilidad al hacer el
estudio conjunto con la citologia (Apgar et al, 2003). La reciente implementacién de
la citologia en base liquida, ha mejorado el tamizaje cervical (Brown et al, 2012), sin
embargo, las infecciones latentes de los VPH-AR, no pueden ser detectadas por
estudios citoldgicos, histoldgicos o colposcopicos, por esta razon los métodos
moleculares como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la restriccién de
fragmentos de longitud polimoérficos (RFLP) y captura de hibridos Il (CHII), permiten
detectar la presencia y tipos de VPH (Dzul-Rosado et al, 2004).

Por otro lado, la PCR en tiempo real, puede determinar la cantidad de ADN viral
(carga viral) y también permite evaluar el estado fisico y se basa en la medicién de
los valores absolutos de los ORF de E2 y E6 del VPH, se utilizando juegos de
iniciadores dirigidos hacia la regién E2 y E6. Los resultados se indican por nimero de
copias de E2/E6. La integracion es calculada sustrayendo el nimero de copias de E2
(episomal) del niumero de copias total de E6 (episomal e integrado), cuando el valor
de E2 es menor al de E6 indica la presencia de ambas formas, y un niumero mayor
de E2 indica el estado episomal (Peitsaro et al, 2002).

Por otro lado, en cortes de tejido cervical embebidos en parafina y muestras
citolégicas en base liquida, sin diagndéstico previo de la infeccion por el VPH por
PCR, se puede detectar la presencia y estado fisico del ADN del VPH por medio de
la hibridacion in situ con amplificacion con tiramida (HIS), técnica que permite saber
si el ADN viral se encuentra en estado integrado, episomal o mixto, que son datos
importantes para el tratamiento y seguimiento de las pacientes (Guo et al, 2008;
Coutlée et al, 2005; Evans et al, 2004). Cooper y colaboradores (2003), encontraron
en biopsias de NIC de diferentes grados, que la forma episomal se presenta en un
patron de sefal difusa, lo que correlaciona con una infeccion productiva del VPH vy
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con los cambios coilociticos vistos en las lesiones de bajo grado, mientras que el
estado integrado se manifiesta con un patron de sefial puntiforme, y se relaciona con
las NIC de alto grado y con los casos de CCI, lo que podria ser utilizado como
marcador de prondstico y seguimiento de la lesion.

Resultados similares fueron reportados en un estudio de 44 biopsias cervicales, al
evaluar el patron de sefial del VPH-AR por HIS en conjunto con la expresion de

p16INK4A 6INK4A

confirmar las NIC2/3 y que estos marcadores pueden identificar mujeres con NIC1

, concluyen que la sefal puntiforme y la sobreexpresion de pl pueden
con alto riesgo de progresion (Kalof et al, 2005). En un estudio donde se evalud la
deteccion del ADN del VPH por medio de HIS en comparacion con la PCR en tiempo
real en muestras cervicales en base liquida, se resaltan las ventajas de realizar la
HIS ya que con este método se puede preservar la arquitectura celular, lo que
permite cuantificar la cantidad de nlcleos positivos que se correlacionan con las
alteraciones citolégicas, ademas de poder distinguir entre el estado integrado y el
episomal en una misma muestra (Samama et al, 2002).

En la actualidad, se requiere informacioén adicional al diagnéstico citolégico, que
permita complementar el prondstico de una lesién premaligna del cérvix uterino y
mejore la calidad del tratamiento y seguimiento de los casos. El estado fisico del
ADN del VPH-AR y la determinacion conjunta de proteinas celulares se estan
evaluando como biomarcadores de prondstico de lesiones tempranas para identificar

mujeres en riesgo de progresion a LEIAG y CCI.

El uso de biomarcadores en lesiones cervicales

Actualmente se sigue evaluando el uso de biomarcadores moleculares, que no solo
ayudan en el tamizaje sino en la deteccion, la evaluacion prondstica, el monitoreo del
tratamiento y prediccion de la recurrencia, parametros importantes en la toma de
decisiones clinicas (Kyoung, 2006).

Una proteina que ha tomado importancia en afios recientes es Ki-67. Se trata de una
proteina nuclear con multiples sitios de fosforilacion, se expresa en todas las fases
activas del ciclo celular. Se propone que algunas de las funciones de Ki-67 son la
organizacion y mantenimiento de la arquitectura del ADN, la sintesis de los
ribosomas durante la mitosis y la progresién del ciclo celular por lo que al antigeno
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nuclear Ki-67, se le ha postulado como el mejor indicador de proliferacion celular en
diferentes tipos de cancer como el de mama, de cérvix, de ovario, de colon, de
préstata entre otros y se ha utilizado para reclasificar y estimar un prondstico en
lesiones premalignas del cérvix uterino (Nam et al, 2008; Kruse et al, 2001).

En el ciclo celular normal, la expresion de Ki-67 esta dada por efecto de E2F; la
activacion de E2F promueve la transcripcion de genes esenciales para la transicion
de G1 a S, entre estos genes se encuentran p16™“*? ciclina E, PCNA y Ki-67
(Doorbar, 2006). La expresion de Ki-67, es alterada por la presencia de las
oncoproteinas E6 y E7, la acciébn en conjunto de estas oncoproteinas promueve un
estado de constante proliferacion celular, reflejado en una sobreexpresion de esta

proteina en las capas superiores del epitelio cervical (Doorbar, 2006).

Yu y colaboradores (2010), evaluaron de manera conjunta, la expresion de Ki-67,
p16INK4a
Ki-67 en LEIBG (40%), LEIAG (87%) y CC (100%), concluyendo que la evaluacién de

Ki-67 mejora la deteccion de lesiones premalignas y la combinacion con otros

y L1-VPH en muestras citoldgicas, encontrando una expresion positiva de

biomarcadores aumenta la eficacia del diagnéstico. También se ha evaluado
expresion de Ki-67 junto con p16™“* y el VPH-AR en muestras de NIC concluyendo
que la expresion de Ki-67 puede ser utilizado como marcador debido a que los
niveles de expresion de la proteina aumentaron con el grado de lesion cervical (Nam
et al, 2008).

La expresiéon de Ki-67 se ha evaluado junto con otros biomarcadores para el
diagndéstico temprano de lesiones en riesgo de progresion; como los reportados en
un estudio donde evallan la hibridacion in situ cromosomica, la expresion de Ki-67 y
telomerasa en 60 muestras de citologia en base liquida. Concluyendo que esta
metodologia en conjunto puede ayudar a la deteccion temprana de LEIAG. Sin
embargo, el estudio fue limitado por el nUmero de casos incluidos en cada categoria
y sugiere ampliar el tamafio de la muestra para confirmar esta propuesta (Cheung et
al, 2004).

La expresion de Ki-67, p53 y la telomerasa, fue evaluada en presencia de VPH-AR,

encontrando que la pérdida de la funcion de p53 por la presencia de los VPH16 y 18,
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promueve la expresion de Ki-67 en casos de LEIAG (72.3%) y en CCI (100%). La
expresion de la telomerasa se encontré6 débilmente en epitelio cervical normal y
LEIBG, mientras que en LEIAG se encontré6 en mas del 61% y en el 85% CClI,
demostrando que la expresion de telomerasa se correlaciona con la infeccién por
VPH-AR (p<0.001) (Nair et al, 2000).

En un estudio previo realizado por nuestro grupo de investigacion, se encontré una
fuerte asociacion entre la expresion intensa de telomerasa, Ki-67 y el estado
integrado del ADN del VPH-AR por HIS (OR 64.1, p<0.001 y OR 50.1, p=0.001,
respectivamente), sin embargo, se sugiere seguir evaluando la utilidad de la
telomerasa como biomarcador en LEIBG con VPH-AR, por la importancia del
diagnoéstico de estas lesiones y el papel que juega el VPH-AR en el desarrollo,

persistencia y progresion de las LEIBG (Vega et al, 2013).

La telomerasa ha tomado importancia como biomarcador en los ultimos afios debido
a que la expresion de esta enzima se ha encontrado en altos porcentajes (70 al 90%)
en diferentes tumores (Kim et al, 1994). La telomerasa, es una enzima multiprotéica
que reemplaza pequefias secuencias nucleotidicas que se eliminan en los extremos
teloméricos de los cromosomas con cada replicacion celular, consta de dos
subunidades, la RNA telomerasa humana (hTR) y la transcriptasa reversa de la
telomerasa humana (hTERT), esta Ultima tiene la funcién catalitica en la replicacion
de los extremos del ADN lineal (Bravaccini et al, 2005).

Se ha demostrado que la oncoproteina E6 de VPH-AR puede activar a la telomerasa
a través de la expresion de la hTERT. El promotor de la hTERT contiene elementos
que responden a c-myc, se ha comprobado que E6 se une directamente a c-myc;
potencializando la activacion transcripcional del promotor de hTERT mediada por ES6,
que lleva a la formacion del complejo E6/c-myc que activa la expresion del gen
hTERT, siendo esta la subunidad necesaria para la activacion de la telomerasa, un
paso critico para la inmortalizacion celular (Mtnger et al, 2004; Liu et al, 2008; Bellon
& Nicot, 2008).

Estudios realizados por Frost y colaboradores (2000), reportaron altos niveles de
expresion de hTERT por medio de la inmunohistoquimica en casos de LEIAG y en

carcinoma de células escamosas, asi también, por los resultados encontrados por
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Nowak (2000), quien realiz6 el ensayo TRAP (en ingles, Telomeric Repeat
Amplification Protocol) en muestras citolégicas, quién indica haber encontrado la
actividad de la telomerasa en el 66% de los casos de LEIAG y en el 100% de
carcinoma cervical, sugiriendo que este marcador puede ser importante en el
diagndstico y prondstico del carcinoma invasor.

Por su parte Kailash y colaboradores (2006), encontraron en 154 biopsias una
asociacion positiva (OR 141.1, p<0.001) entre la expresion de la telomerasa y la
infeccion con los VPH tipo 16/18. Estos resultados coinciden con los informes
anteriores de Zheng et al (1997), que sugieren la activacion de la telomerasa como
un evento temprano que ocurre durante la transformacion neoplésica cervical,
proponiendo que la deteccidn de la expresion de la telomerasa puede servir como
una herramienta fiable para el diagnéstico y prondstico de lesiones del cuello uterino,

junto con la citologia y la presencia del VPH-AR.

Actualmente se ha centrado la atencién en el diagnéstico de LEIBG, al ser el tipo de
lesibn mas temprana y con diversas posibilidades de tratamiento. Sin embargo, la
variabilidad diagnéstica entre observadores, errores en la interpretacion de
resultados y toma de muestra, ha llevado a que este tipo de lesiones sean tratadas
inadecuadamente y las mujeres sufren traumatismos innecesarios.

La evaluacion citolégica constante es importante para el control y seguimiento de las
pacientes y la seleccién de mujeres con verdadero riesgo de progresion a lesiones
malignas de aquellas lesiones que tienen mas probabilidades de regresar. El uso de
nuevas herramientas complementarias al diagndstico citolégico, podria mejorar la
sensibilidad de este método, disminuyendo los casos mal diagnosticados, mejorando
la eficacia y previniendo tratamientos innecesarios e invasivos a mujeres
diagnosticadas con LEIBG.

En este estudio se evalué si la integracion del genoma del VPH-16 asi como la
expresion de E6, Ki-67 y telomerasa en mujeres con citologia normal y LEIBG tienen
valor diagnostico y pronostico durante un afio de seguimiento, seleccionando
aguellas lesiones tempranas con verdadero riesgo de progresion a LEIAG de

aguellas que tienen mas posibilidades de regresar.
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Abstract

Low-grade squamous intraepithelial lesions (LSIL) are the earliest lesions of the uterine
cervix, the persistence and integration of high-risk human papillomavirus (HR-HPV) as the
type 16, promote the development of more aggressive lesions. Aim: To evaluate de utility of
E6, Ki-67 and telomerase expression and integrated HPV-16 as markers to identify LSIL with
high risk to progress to invasive carcinoma. Patients and methods: 75 women were included
in the study: 25 with normal cytology and no HPV; 25 with normal cytology with HPV-16;
and 25 with LSIL and HPV-16. The presence of HPV was detected by in situ hybridization
(ISH), and immunocytochemistry was used to determine the expression of E6, Ki-67, and
telomerase. Results: Of the 25 women with normal cytology without HPV, 28% acquired HPV
infection and LSIL developed, of the 25 with normal cytology/HPV+, 52% developed LSIL
and women with LSIL, 96% persisted with this diagnosis, during the follow-up, with a final
LSIL prevalence of 58.7%. Of these women, 47.7% had infection with HPV-16 and only 57%
had integrated state. The intense expression of E6, Ki-67 and telomerase was associated with
progression of lesions (p =0.003, p =0.008, p<0.001, respectively) and the state integrated HR-
HPV (p =0.001, p =0.01, p =0.01, respectively). Conclusions: The intense expression of E6,
Ki-67 and telomerase, is associated with the integration of HPV-16, increasing the risk of
progression in women with normal cytology and LSIL associated with HPV-16 infection,

suggesting that it should strict follow-up of women.

Key words: Low-grade squamous intraepithelial lesions, Human papillomavirus-16,

integration, persistence, biomarkers.
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Introduction

Invasive cervical carcinoma (ICC) is the second most common cause of death among Mexican
women. In 2008, worldwide incidence and mortality for ICC was 19.2 and 9.7 per 100,000
women, respectively. ! In the same year, Mexico's Health Ministry reported a similar death
rate (9.1 per 100,000 women). High mortality rates due to this cancer were reported in the
same year for Guerrero State, at a rate of 12.5 deaths per 100,000 women. ! High-risk human
papilloma viruses (HR-HPV) such as type 16 are most frequently related to development of
ICC. B! In women from Guerrero State, HPV-16 is detected in 68.1% of ICC samples; 27.4%
of high-risk squamous intraepithelial lesion (HSIL) samples; 10.6% of low-risk squamous
intraepithelial lesion (LSIL) samples; and 2.3% of samples with no cervical lesions.
Fernandez et al., ' reported virus detection in 70.6% of LSIL cases, 54.8% of HSIL cases, and

in 70.8% of squamous cell carcinoma cases.

HPV-16 infection persists for long periods in the cervical epithelium because the virus evades
the immune response. ¥ Integration of the viral genome into the host DNA is related to lesion
persistence and progression, and is considered a late event in cervical carcinogenesis. ['®
However, using real time PCR, a mixed state of integrated HPV-16 was present in four cases
of cervical intraepithelial neoplasia 1 (CIN1), and in four samples without cervical lesions.”
Similar findings of integrated viral DNA were reported in 53.8% of LSIL (14) cases. Evans et
al., ™ detected integrated viral DNA in only 13.6% cases of CIN1 by in situ hybridization
(ISH) amplified with tyramide and using probes for 13 HR-HPV, a similar study also reported
that 75% of CIN1 cases and 50% of samples without cervical lesions presented with integrated
HR-HPV. M Zubillaga-Guerrero et al., ™ recently reported the HPV-integrated state
individually (10%) and in the mixed form (90%) in LSIL using the same methodology.

Integration usually occurs within fragile areas of the viral E1 and E2 ORF, with the latter
being the most frequent. Elimination of E2 expression results in transcriptional over-regulation
of the viral oncogenes E6 and E7, leading to increased expression of both viral oncoproteins
that target tumor suppressor proteins, p53 and pRb respectively, among others, resulting in
loss of cell cycle control. ™ 1 E6 forms a complex with EGAP (E6 associated protein), acts
as an ubiquitin ligase E3 and causes degradation of p53 by the proteosome. ****1 E6 prevents
telomeric shortening by increasing expression of the human telomerase reverse transcriptase
catalytic subunit ("nTERT), forming a complex with E6AP and binding directly to the hTERT
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promoter, resulting in transcriptional activation followed by telomerase activation. [ 71

Telomerase has become an important biomarker because the activity of this enzyme has been
found in >90% of different tumors.*® Among 154 cytological samples, a positive association
between telomerase activity and infection with HPV type 16/18 was found (OR 141.1, p
<0.001), suggesting that telomerase activity detection may serve as an efficient tool for
diagnosis and prognosis of cervical lesions, along with cytology and HPV tests. ™!

HPV-16 oncoprotein E7 associates with pRb and promotes the release of the E2F transcription
factor, which transactivates cell proteins needed for progression to the S-phase of the cell
cycle. Overexpression of p16™K* MCM, PCNA, Ki-67, p14ARF, and cyclin E, among
others, occurs during aberrant proliferation. ! Yu et al., " evaluated the diagnostic value of
Ki-67, p16"™ 2 and L1-HPV in cytological samples. They found expression of Ki-67 in 40%
of LSIL, 87% of HSIL, and 100% of ICC cases (p<0.001), concluding that Ki-67 evaluation
improves detection of premalignant lesions, and that combination with p16™** and L1-HPV
increases the diagnosis efficacy. Using ISH on CIN2/3samples, been reported a strong
association between intense expression of Ki-67 telomerase and the integrated state of HR-
HPV (OR 64.1, p<0.001 and OR 50.1, p=0.001, respectively), demonstrating that more
aggressive lesions potentially progress to ICC. ™ Follow-up using simultaneous cytological
and molecular methods suggests that errors, invasive procedures, and unnecessary expenses
could be avoided in diagnosis and prognosis of LSIL. However, this type of testing is not a
common practice. The aim of this work was to evaluate whether expression of Ki-67,
telomerase and E6 in LSIL in the presence of integrated HPV-16 during a one year follow-up
could serve as an early monitoring tool to select women with more aggressive lesions that
have a tendency to progression. This would represent an important contribution to
understanding cervical cancer pathogenesis and improve diagnosis opportunities among low

income Mexican women.
Materials and methods

Patients and sampling: Cytological specimens were collected from 75 women followed for
one year, who attended the integral diagnostic service for early detection of cervical-uterine
cancer and HPV of the Autonomous University of Guerrero, from July 2010 to April 2012.

Each participant gave informed consent approved by the Bioethics Committee of the
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University. Two cytological specimens were collected from each patient to assess the
squamous-columnar transformation zone; the first specimen, at the beginning of the study and
the second, one year later. Each sample was subjected to Papanicolaou cytology and molecular
HPV typing. Each patient completed a questionnaire to gather gynecological data.

Cytological specimens were collected in Liqui-Prep™ preservation liquid for cytological
diagnosis, HPV typing, and for HPV DNA physical state determination by in situ
hybridization (ISH). Protein expression was performed using immunocytochemistry. Based on
the Bethesda system were diagnosed: 25 women without sign of squamous intraepithelial
lesion (Normal cytology: NC) and without HPV; 25 women with NC but a positive test for
HPV-16 infection; and 25 women with LSIL and a positive test for HPV-16 infection.
Progression risk was assessed only on women with persistent HPV-16 infection after one year

of follow up, by evaluating the physical state of viral DNA and protein expression.

Molecular detection and HPV typing: DNA extraction was performed using the SDS-K
proteinase-phenol-chloroform standard method. PCR was carried out with 1.5 pg total DNA
with degenerate oligonucleotides MY09 and MY11. ¥ PCR products were analyzed by
electrophoresis in 1.5% agarose gels and visualized with ethidium bromide. As positive
controls, 1 pg and 1 ng of recombinant pHPV16 plasmid DNA was used. As negative control,
a reaction with sterile water instead of DNA was used. PCR products of HPV-positive samples
were digested with restriction enzymes BamHI, Ddel, Haelll, Hinfl, Pstl, Rsal, and Sau3Al
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Viral type was determined by interpretation of restriction pattern
of polymorphic length (RPPL). ) When samples were negative or the HPV type could not be
identified by RFPL, the PCR system GP5+/6+ was used, 2*! and the products were sequenced.
PCR products were purified using 75% isopropanol Centri-Sep Spin Columns (Applied
Biosystems, CA), and sequenced in an automatic sequencer (310 ABI PRISM Genetic
Analyzer, Applied Biosystems, CA). All sequences were compared to known sequences for

HPV types, available at the NCBI site: (http://www.ncbi.nim.nih.gov).

In situ hybridization: Viral genome detection by ISH was performed using the signal
amplification system with tyramide (Dako, Carpinteria CA, USA) adjusted to the indicated
times. Cytology specimens were permeabilized and enzyme-digested. A drop of biotinylated
viral DNA probe (Dako) suited for detecting 13 genotypes of HR-HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39,

Arianna Vega Pefia Pigina 17



“Biomarcadores celulares y estado fisico del ADN del VPH-16 en el diagnastico y prondstico de lesiones tempranas del cérvix ulerino de mujeres con seguimiento”

45, 51, 52, 56, 58, 59 and 68) was added. SiHa and CaSki cell cultures were used as positive
controls and samples with no probe were used as negative controls. A positive signal pattern
was visualized as a brown deposit completely covering the nucleus (diffuse form) indicates the
episomal viral DNA state, or a dotted signal corresponding to the integrated viral DNA state.
[10]

Immunocytochemistry for E6, Ki-67 and telomerase: E6, Ki-67, and telomerase expression
was determined using a streptavidin-biotin peroxidase technique (Cell Marque Corporation,
Hot Springs, AR). The following monoclonal antibodies were used: MIB1 (Dako, CA, USA)
for Ki-67, 2C4 (Novus Bio, Littleton, CO) for telomerase and C1P5 (Santa Cruz, USA) for EG6.
Antigen recovery was performed, and the primary antibody was added at a 1:50 dilution for
Ki-67 and E6, and at 1:200 for telomerase. An anti-antibody coupled to biotin was added, and
then streptavidin peroxidase followed by diaminobenzidine. CaSki cells were used as positive
control in each run and the same type of cells without primary antibody were used as negative
controls. Evaluation of Ki-67, telomerase, and E6 expression was based on the visualization of
cells acquiring brown nuclear staining based on Cheung's criteria: 0-10% cells with basal
staining was considered negative, 11-50% positive cells was considered moderate

immunostaining, and >50% positive cells was considered strong immunostaining. !

Statistical analysis: Correlation of cytological diagnosis, HPV typing, and physical state of
viral DNA during one year of follow-up was evaluated. Relative frequency for the different
variables was determined and Fisher's exact test was used to evaluate correlation. A logistic
regression model for repeated measures adjusted for age was used for to evaluate the
association between cytological diagnosis and physical state of HPV-16, and between the
latter and expression of E6, Ki-67 and telomerase, obtaining OR with confidence intervals at
95%. A p< 0.05 value was considered significant. SPSS v13.0 and Stata v11.0 software were

used for the statistical analysis.

Results

A cohort of 75 women, with an age range of 14-64 years with a mean age of 39.9 years, were
followed for one year, which was follow-up cytological and molecular diagnosis of HPV at
the time of the first visit, at 6 and 12 months later. Formed three study groups, the first was a

reference, made up of 25 women with normal cytology negative for HPV infection, the second
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group consists of 25 women with normal cytology but HPV-16 positive molecularly and
finally with 25 women with LSIL and HPV-16 infection.

In these groups the determined physical state of viral DNA and cellular protein expression
(Ki-67 and telomerase) and viral (E6). It is noteworthy that women received no treatment for
HPV infection or SIL, during the period of the study, but were evaluated by a physician
colposcopist.

Follow-up of women with normal cytology without HPV.

Cytological results and the presence of HPV are described in Table 1. Women with normal
cytology (NC) and HPV negative, only two moments were evaluated during follow-up (0 to
12 months). Eight women acquired HPV infection after 12 months follow-up, changing this
cytological diagnosis of LSIL in NC to 7 of them (P <0.001). Of these women, 16% (4) were
infected with HPV type 16. HPV-18 and HPV-6 were presented in a single case and a
multiple infection, all present in the episomal state. 68% of women in this group did not
develop cytological abnormalities or acquired HPV infection.

Table 1. Follow-up of women with normal cytology without HPV

Follow-up 0 months 12 months P Value
Cytological NC/HPV- | NC/HPV- NC/HPV+ LSIL
diagnosis
n (%) 25(100) 17(68) 1(4) 7(28) <0.001
Molecular diagnosis of HPV
Negative 25(100) 17(68) 0 0
HPV-16 0 0 0 4(16) <0.001
HR-HPV 0 0 0 1(4)
MI 0 0 0 1(4)
LR-HPV 0 0 1(4) 1(4)
Physical state
ND 25(100) 17(68) 1(4) 1(4)
Episomal - - - 6(24) 0.001
Integrated - - - -

CN: normal cytology, LSIL: low squamous intraepithelial lesion grade, HPV human papilloma virus,

HR-HPV: High-risk HPV, LR-HPV: low-risk HPV, MI: multiple infections; (-): negative for HPV infection;
(+): positive for HPV infection, ND: not determined. P value determined by Fisher's exact test for differences
between the cytological diagnosis, molecular diagnosis of HPV and physical state.
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Follow-up of women with normal cytology and HPV infection.

At baseline, included a group of 25 women with NC and HPV-16 infection that changed
significantly during follow-up (Table 2). Physical status was assessed in these women at the
beginning and end of the study in the first evaluation finding integrated state in 60% of cases
and episomal state with 40% of all cases associated with HPV-16. After 6 months, 36% of the
women developed the LSIL associated with persistent HPV-16 in 24% of cases, and 8% of
cases present a new high-risk viral type (HPV-18) and a case with multiple infection. HPV-16

persisted in the 40% of cases of NC after 6 months follow-up.

At 12 months follow-up, 48% (12) of the cases remained unchanged cytology (NC), but the
type of HPV change significantly, these cases 20% remained with the HPV-16 and 36% cases
(9/12) had the viral genome in an integrated manner. 52% of the remaining cases developed
the LSIL, of which 20% present HPV-16 infection. 32% of women who developed LSIL had
integrated HPV status compared to 16% women who developed this type of injury and had
episomal HPV status. Other HPV types were detected in women who developed LSIL, among
which 20% were due to multiple infections, followed by high-risk HPV types (8%) and one
case had a viral type of low risk (HPV -6) (P <0.001).

Table 2. Follow-up of women with normal cytology and HPV infection

Follow-up 0 months 6 months 12 months P Value
Cytological ~ NC/HPV+ | NC/HPV+ LSIL | NC/HPV+  LSIL
diagnosis
n (%) 25(100) 16(64) 9(36) 12(48) 13(52) <0.001
Molecular diagnosis of HPV
HPV-16 25(100) 10(40) 6(24) 5(20) 5(20)
HR-HPV 0 4(16) 2(8) 3(12) 2(8) <0.001
Ml 0 2(8) 1(4) 4(16) 5(20)
LR-HPV 0 0 0 0 1(4)
Physical state -
ND 16(64) 9(36) 0 1(4)
Episomal 10(40) - - 3(12) 4(16) <0.001
Integrated 15(60) - - 9(36) 8(32)

CN: normal cytology, LSIL: low squamous intraepithelial lesion grade, HPV: human papillomavirus, HR-HPV:
High-risk HPV, LR-HPV: low-risk HPV, MI: multiple infections; (+): positive HPV infection; (-): negative HPV
infection; ND: not determined. P value determined by Fisher's exact test for differences between the cytological
diagnosis, molecular diagnosis of HPV and physical state. In the samples with HPV PCR negative and who had a
LR-HPV not determine the status physical, in the first not to present evidence HPV and second for lack of the
corresponding probe.
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Follow-up women who had LSIL associated with the presence of HPV-16.

Table 3 summarizes the results of follow-up the group of women who initially presented LSIL
and HPV-16. At baseline, all women had the LSIL were associated with HPV-16 infection, in

these cases, 60% of the women had integrated virus and 40% in episomal form.

After 6 months follow-up, these women unchanged cytologically, but new infections occurred,
mainly multiple infections with 16% of cases, followed by HR-HPV with 8% but HPV-16 was
presented in 76% of cases of LSIL. At follow-up, only one case change LSIL cytological
diagnosis to NC associated episomal state of HPV-16. Of the remaining LSIL (96%), 48%
persisted with HPV-16 and HR-HPV new viral types were more common after HPV-16, with

20% of cases.

The integrated state continued to be the most prevalent in 68% of cases with LSIL (P <0.001).
Were detected 3 cases of LSIL with the presence of LR-HPV that was not possible physical

state assessment of HPV. Follow-up during 44 women had LSIL, of which 20 were new cases.

Table 3. Follow-up of women with LSIL and HPV infection

Follow-up 0 months | 6 months 12 months P Value
Cytological LSIL LSIL NC/HPV+ LSIL
diagnosis
n (%0) 25(100) 25(100) 1(4) 24(96) <0.001
Molecular diagnosis of HPV
HPV-16 25(100) 19(76) 1(4) 12(48)
HR-HPV 0 2(8) 0 5(20) <0.001
Ml 0 4(16) 0 4(16)
LR-HPV 0 0 0 3(12)
Physical state
ND? - 25(100) - 3(12) <0.001
Episomal 10(40) - 1(4) 4(16)
Integrated 15(60) - - 17(68)

CN: normal cytology, LSIL: low squamous intraepithelial lesion grade, HPV papillomavirus human,
HR-HPV: HPV high-risk, LR-HPV: low-risk HPV, MI: multiple infections; (+): positive for HPV
infection, ND: not determined. P value determined with the exact test Fisher for differences between
the cytological diagnosis, molecular diagnosis of HPV and physical state.

HPV in samples with PCR negative and the showed LR-HPV, physical status not was determined,
in the first not to present evidence HPV and second for lack of the corresponding probe.
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Association between expression of biomarkers and cytological diagnosis.

The expression of the proteins E6 and telomerase Ki-67 was given 3 times in the follow-up (0,
6 and 12 months), in response to changes in the cytological diagnosis (Table 4) (Figure 1 & 2:
A-D).

The expression of the viral oncoprotein E6, at baseline appeared as mainly moderate
expression in most of women with NC/HPV+ (80%) and in women with LSIL (76%),
maintaining this level of expression until 6 months. It is noteworthy that the intense expression
of E6 was detected from the first evaluation and grew, as time progressed and the increase in
LSIL cases, the end of the study the expression of E6 was detected in 50% of the women with
NC/HPV+ and 54.5% of women with LSIL, showing a strong association between the
expression of E6 and cytological abnormalities (OR: 2.6, 95% ClI: 1.4-4.9, P=0.003).

The expression of Ki-67 remained mostly moderate at 0 and 6 months in both women with
LSIL as NC. At 12 months follow-up the expression of Ki-67 went from moderate to intense
in most NC/HPV(-) samples (71.4%) and LSIL (61.4%), showing a strong association (OR:
2.2,95% CI: 1.2-3.8, P=0.008).

Regarding the intense expression of telomerase, this was detected from the first assessment in
samples with NC/HPV+ (32%) and LSIL (40%), in the last evaluation, telomerase expression
moderate was more frequent in NC cases (85.7%) and an intense expression was detected in
LSIL cases (54.5%), (OR: 4.6, 95% CI: 2.1-9.8, P=0.341).
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Table 4. Association between expression of biomarkers and cytological diagnosis, during follow-up

Cytological diagnosis

Follow-up 0 months 6 months 12 months
Expression of NC/HPV- NC/HPV+ LSIL NC/HPV+ LSIL NC/HPV- NC/HPV+ LSIL OR P
biomarkers n=25(%) n=25(%) n=25(%) n=16(%) n=34(%) | N=17(%) N=14(%) N=44(%) | (C195%) Value
E6
Negative 25(100) 17(100) 1*
Moderate 20(80) 19(76) 13(81.3) 23(67.6) 7(50) 20(45.5)
Intense 5(20) 6(24) 3(18.7) 11(32.4) 7(50) 24(54.5) | 2.6(1.4-4.9) 0.003
Ki-67
Negative 25(100) 17(100) 1*
Moderate 20(80) 19(76) 12(75) 18(53) 4(28.6) 17(38.6)
Intense 520) 6(24) 4(25) 16(47) 10(71.4) 27(61.4) | 2.2(1.2-3.8) 0.008
Telomerase
Negative 25(100) 17(100) 1*
Moderate 17(68) 15(60) 11(68.7) 14(41.2) 12(85.7) 20(45.5)
Intense 8(32) 10(40) 5(31.3) 20(58.8) 2(14.3) 24(54.5) | 4.6(2.1-9.8) <0.001

CN: normal cytology, LSIL: low squamous intraepithelial lesion grade, HPV: human papillomavirus, (+): positive for HPV infection, (-): negative for HPV infection.
Expressionmoderate 11-50% and intense expression: > 50% positive cells to proteins. t. p value determined with a logistic regression model for repeated measures adjusted for age.
* Reference category (negative expression for the 3 proteins). Frequencies are given column.
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Association between expression of biomarkers, the presence and physical state of HPV.

Table 5 summarizes the expression of cellular and viral proteins with HPV infection in
addition to his physical state (Figure 1D & 2D). E6 expression was associated with HPV
infection and physical state during follow-up cases. In the first determination of E6 at O
months, moderate expression was found in 95% of women presenting the episomal state and
in 70% of women with integrated state. The evaluation of the 12 months of E6 expression was
intense mainly associating with the presence of oncogenic HPV integrated state (OR: 3.3, 95%
Cl: 1.2-8.5, P=0.013).

The evaluation at 0 months, the moderate expression of Ki-67 was found mainly in women
with HPV-16 episomal state (90%) and 70% with the integrated state. Over time, the intense
expression of Ki-67 was predominant in patients with HPV-16, HR-HPV and MI with the
integrated version of the virus (OR: 2.3, 95% CI: 0.9-5.3, P= 0.055). As for the telomerase
expression, this remained moderate during follow-up associating with the episomal state of the
oncogenic HPV and cases with an intense expression relate to the integrated state of different
HPV types in women screened (OR: 1.7, 95% CI: 0.5-4.7, P= 0.341).

From the point of view of the physical state of HPV-16, 13 women with initial diagnosis NC
developed the LSIL after 12 months, 38.5% of these women had HPV-16 in episomal state
and 61.5% in integrated state and only one case presented a regression of LSIL to NC

associated with HPV-16 episomal state (data not shown).
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= : S ) : i T
Figure 1. Expression of E6 viral protein, Ki-67, Figure 2. Biomarkers expression in HPV16
telomerase in normal Cyt0|ogy Samp|es with pOSitiVG/LSlL. A. E6 immunostaining in cells with
HPV-16 integrated. Immunostaining for: A. E6  nuclear abnormalities (binucleated). B. Ki-67 in
expression. B. Ki-67. C. hTERT in nuclei and binucleated cells. C. Telomerase in cells with cyto-

cytoplasm. D. Integrated viral DNA (fine dots, red  morphological alterations. D. Cells with integrated
arrows). 40X. HPV-16 (punctate signal, red arrows). 40X.
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Table 5. Association between expression of biomarkers and the presence and physical state of HPV, during follow-up

Follow-up 0 months 12 months
Molecular N HPV-16 HPV-16 HR-HPV MI
diagnosis of HPV  n=25(%) n=50(%) n=27(%) n=11(%) n=14(%)
Physical state N E [ PP E [ E | E [ PP OR P
Cases, n 25 20 30 Value | 10 17 2 9 5 8 Value Cl (95%) Value
Expression of biomarkers
E6
Negative 25(100) 1*
Moderate 19(95) 21(70) 8(80) 8(47) 1(50) 2(22.2) 3(60) 2(25)
Intense 1(5)  9(30) 0.02 |2(20) 9(53) 1(50) 7(77.8) 2(40) 6(75)  0.001 3.3(1.2-8.5) 0.013
Ki-67
Negative 25(100) 1*
Moderate 18(90) 21(70) 8(80) 10(59) 1(50) 2(22.2) 3(60) 3(37.5)
Intense 2(10)  9(30) 0.04 |2(20) 7(41) 1(50) 7(77.8) 2(40) 5(62.5) 0.01 2.3(0.9-5.8) 0.055
Telomerase
Negative 25(100) 1*
Moderate 17(85) 15(50) 7(70) 9(53) 1(50) 4(44.5) 4(80) 4(50)
Intense 3(15) 15(50) 0.04 | 3(30) 8(47) 1(50) 5(55.5) 1(20) 4(50) 0.01 1.7(0.5-4.7) 0.341

HPV: human papillomavirus, HR-HPV: High-risk HPV, LR- HPV: low-risk HPV, MI: multiple infection, N: negative, E: episomal, I: integrated; Expression moderate 11-50% and
intense expression: > 50% positive cells to proteins.*Reference category (negative expression for the 3 proteins). : p value determined with a logistic regression model for repeated
measures adjusted for age. *: the P value determined by the Fisher exact test, comparing the expression of the markers between the integrated state with the HPV episomal state.
Frequencies are given column.
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Discussion

As a screening method, uterine cervix exfoliative cytology has effectively reduced the
incidence of ICC in different countries. ?® However, this technique has a low sensitivity (50-
75%) to detect high-risk cervical lesions, has ample variability among observers, and produces
a high percentage of false negative results. 2" %! Histopathological studies have also shown
variability among observers. It is not only desirable to improve opportune diagnosis but
also to provide control and follow-up of cases before instituting possible unnecessary patient
treatments. The use of biomarkers in cytological and histological samples has improved the

results of cervical screening. %

Our data show that 28% of women without cytological or molecular evidence of HPV
developed LSIL related mainly to HPV-16 after a year of follow-up. 52% of cases with normal
cytology but with molecular diagnosis of HPV-16 progressed to LSIL, but 96% of women
with LSIL showed no further cytological changes during the follow-up year. Several authors
report that after two years, 90% of premalignant lesions return. ¥ 2% in this study, we
detected a single case of regression (4%) in a woman with LSIL that after one year follow-up
showed no signs of injury, yet had the HPV-16 in episomal form. Obtaining a final prevalence
of LSIL 58.7%, and 47.7% of these lesions HPV-16 was present (p <0.001), the final
persistence of HPV-16 in samples with CN/HPV+ was 20% and 4% in samples with LSIL.
Schmeink et al., ¥ found that only 11% of LSIL/CIN1 cases persisted with HR-HPV, among
which HPV-16 had a prevalence of 30.2 % in a follow-up period of 12 months, and 54.4 %
persisted after two years.

Castle et al., B reported that 21.1% of women with LSIL have infection with HPV-16;
Rodriguez et al., ®* reported HPV-16 persistence in 26.3 % of 209 women, and 12% of these
had multiple HR-HPV infections that persisted more than a year. Similar results were found in
the present study, with multiple infections present in 16 % of cases, with high-risk viral types
(20%) and low risk HPVs (12%) (P<0.001). These results differ from those reported by
Fernandez-Tilapa et al., Bl with a prevalence of 0.98% for low-risk HPV and multiple

infections in LSIL cases.
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In the present study, the integrated state of HPV-16 viral DNA was found most frequently
(63%) in cytological samples evaluated by ISH. It was also detected in 75% of normal
cytology samples, as well as in 70.8% of LSIL cases. These results are consistent with those

reported in other studies. ¥ Similar to that reported by Kulmala et al.,

this supports the
hypothesis that integration is an early event in cervical carcinogenesis. While that the
integrated state of HPV-16 in early lesions has been associated with progression to HSIL and

|cc. [36.7.9]

ISH technique amplified with tyramide has high sensitivity, capable of detecting as few as two
copies of integrated HPV-16 DNA in SiHa cells, B which makes it useful for cytological
samples in liquid base, conserving cell morphology. Besides HPV physical state diagnosis
(differentiating between the episomal and integrated states), is a useful technique. 2% While
evaluating the expression of cellular and viral proteins by means of semi-quantify
immunocytochemestry allows these proteins in both tissues as cellular material, making this a

feasible in the primary diagnosis of various cancers.

In this study, we found that in the presence of the integrated state, there is a strong association
between the expression of E6 (OR 3.3; IC 95%: 1.2-8.5, p=0.013) and Ki-67 (OR 2.3; IC 95%:
0.9-5.8, p=0.055). This demonstrates the importance of integration in the cell proliferation
process mediated by E6, resulting in an increase of Ki-67 expression in cervical cells infected
by HPV-16. Nam et al., “Y and Yu et al., Y proved that Ki-67 is the most important indicator
of cell proliferation in cervical lesions, and may be used as an additional marker of cytological
diagnosis. However, the intense expression of telomerase is present in early stages of HPV
infection, suggesting that telomerase expression is independent of the integration of the viral
genome (OR 1.7, 95% CI1 0.5-4.7, p = 0.341). These results are similar to those of Kailash et
al., ™ suggesting that telomerase expression starts at early stages of infection by HPV 16/18
and progresses to the degree of injury, also may serve as a tool for diagnosis and prognosis of

cervical lesions.

In conclusion, overexpression of E6, Ki-67 and telomerase was associated with the presence
of integrated HPV-16 and the development of new cases of LSIL, which promotes viral
persistence and increases the risk of progression to high-grade lesions in women with normal
cytology and LSIL. This study is based on data from 75 patients, but it suggests the need to
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confirm these relationships in a larger population with a longer follow-up period to identify

early uterine cervical lesions with a high risk of progression associated with HR-HPV, which

are becoming more frequent in LSIL.
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Discusién

El cancer cervical invasor (CCl), puede evitarse cuando el diagndstico y tratamiento
de las lesiones precursoras se establece tempranamente. En el estado de Guerrero,
México se ha reportado que los casos de CCI estan asociados con la infeccion por
VPH-AR, principalmente el 16, 18 y 31 (lllades et al, 2010; Fernandez et al, 2007).

La identificacion del ADN del VPH-AR por métodos moleculares como la PCR, ha
aumentado la sensibilidad del tamizaje cervical, al realizarse de manera conjunta con
del estudio citologico de Papanicolaou que se considera, presenta una baja
sensibilidad (50-75%) para detectar lesiones cervicales, debido a la gran variabilidad
entre observadores y un alto porcentaje de falsos negativos (Brown et al, 2012;
Adamopoulou et al, 2009; Cuzick et al, 2006). También el estudio histopatolégico ha
reportado variabilidad entre observadores en el diagnostico de las lesiones
premalignas del cérvix uterino (Walts & Bose, 2009).

El uso de biomarcadores en muestras citolégicas e histolégicas ha mejorado los
resultados del tamizaje cervical (Brown et al, 2012). Diversos autores han evaluado
la utilidad de biomarcadores en el diagndstico, prondstico, tratamiento y seguimiento
de lesiones cervicales asociadas a la infeccion, integracién y carga viral de los VPH-
AR vy principalmente el tipo 16 y 18 (Brown et al, 2012; Hwang & Shroyer, 2012;
Kumar & Verma, 2006).

En este estudio nosotros evaluamos la relacion entre el estado integrado del VPH-16
y la expresion de proteinas celulares y virales en el pronéstico de progresion de
lesiones cervicales tempranas. Para esto, se trabajé con un grupo de mujeres
guerrerenses cuyas muestras citologicas fueron diagnosticadas con una LEIBG y un
grupo de mujeres con muestras de citologia sin LEI, ambas con la infeccién por VPH-
16, ademas de un grupo de mujeres cuyas muestras citolégicas fueron sin LEI y sin
VPH.

Después de un afio de seguimiento, el 28% de las mujeres con diagndstico citologico
y molecular negativos al VPH, desarrollaron una LEIBG relacionada principalmente al
VPH-16, mientras que el 52% de las citologias normales sin cambios por VPH pero
con diagndstico molecular inicial de VPH-16, progresaron a LEIBG; estos cambios se

relacionaron con la persistencia e integracion del VPH-16.
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En este estudio, el 96% de las mujeres con LEIBG se mantuvo sin cambios
citologicos durante el afio de seguimiento, estos resultados difieren a los reportados
por Oh et al, (2008), que demuestran en 26 jovenes coreanas, que el 87% de
infecciones por VPH-AR fueron eliminadas en un afio y medio de seguimiento y esto
resulta de los mecanismos de defensa del sistema inmune de estas mujeres, que

juega un papel importante en el establecimiento de la infeccion por VPH.

Otros estudios, también reportan que después de 2 afos, el 90% de las lesiones
premalignas (LEIBG) asociadas a VPH-AR muestran regresion (Brown et al, 2012;
Plummer et al, 2007), en nuestro estudio encontramos un caso de regresion (4%) en
una mujer con LEIBG durante el afio de seguimiento, esto en la mitad del tiempo en
el que se reportan la mayoria de los casos de regresion (2 afios). Esta mujer
presentaba el estado episomal del VPH-16 y una expresion moderada de los
biomarcadores, que puede estar relacionada con la expresiéon temprana de las
oncoproteinas virales E6 y E7 durante la proliferacion celular y esto puede estar

contribuyendo con la persistencia viral en el epitelio cervical.

Se obtuvo una prevalencia final de LEIBG del 58.7% (44), de estos casos en el
47.7% (21) estuvo presente el VPH-16. De los casos inicialmente diagnosticados con
LEIBG méas VPH-16, el 48% persisti6 durante el afio de seguimiento, estos
resultados son similares a los reportados por Schmeink et al (2011), encontraron que
solo el 11% de los casos de LEIBG/NIC1, persistieron con la infeccion por VPH-AR,
entre estos el VH-16 presentd una prevalencia del 30.2% en 12 meses de

seguimiento y el 54.4% persistié después de 2 afios de seguimiento.

Es importante mencionar que varios autores reportan que, el seguimiento de las
mujeres con infeccién por VPH-AR, proporciona informacién necesaria para conocer
la historia natural de esta infeccion, evaluar progresién, persistencia, regresién e
incidencias de los VPH-AR mas frecuentes y ademas de las co-infecciones con otros
tipos virales (Oh et al, 2008; Insinga et al, 2007; Castle et al, 2005).

También Rodriguez et al (2008), reportan en 209 mujeres que el 26.3% persistié con

el VPH-16, ademas el 12% de estas mujeres presentaban una infeccién multiple por
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VPH-AR persistentes por mas de un afio. Resultados similares encontramos en este
estudio, al detectar infecciones multiples en el 16% de los casos, ademas de tipos
virales de alto riesgo, (20%) y bajo riesgo (12%) entre las mujeres con LEIBG
(p<0.001), estos resultados difieren con los reportados Fernandez et al, (2007), que
reportan una prevalencia de 0.98% para los VPH-BR e infecciones mudltiples en
casos con LEIBG.

Siendo los VPH-AR los més asociados con el desarrollo de LEIAG y CCI (Smith et al,
2007; Mufoz et al, 2003), debido a su capacidad de integracion (Raybould et al,
2011). Sin embargo, las infecciones mdltiples son consideradas como potenciales
factores que incrementan el riesgo de desarrollo de LEIBG, debido a la presencia de
los principales tipos de VPH-AR o en combinacién con otros tipos virales (VPH-
BR)(LOpez et al, 2012).

Nuestros resultados, demuestran al estado integrado del VPH-16 como el mas
frecuente (63%) seguido del estado episomal con un 37% entre las muestras
citologicas evaluadas con HIS. Entre la mujeres con LEIBG, el estado integrado fue
el mas frecuente con el 70.8% y en mujeres con CN méas VPH la integracién se

presento en el 75% de los casos, al final del seguimiento.

Similar a lo reportado previamente por nuestro grupo de trabajo donde el 50% de
muestras de tejido epitelial sin lesidn, presentaron el estado integrado del VPH-AR, y
el 75% de NIC I, el 58.3% de NIC 2 y el 88% de casos de NIC 3, (Vega et al, 2013).
También Kulmala et al, (2006), han reportado el VPH-16 integrado en muestras sin
lesion (11%), LEIBG (7.7%) y en ASC-US (18.2%), lo que soporta la hip6tesis de que

la integracién es un evento temprano en la carcinogénesis cervical.

La técnica de HIS con amplificacion con tiramida, presenta alta sensibilidad al
detectar las 2 copias del ADN integrado del VPH-16 en las células SiHa (Evans et al,
2003), permitiendo su uso en muestras citologicas en base liquida, conservando la
morfologia celular. Ademas de poder diferenciar entre el estado episomal e integrado
en una muestra, la hace una técnica util, para el diagnéstico del estado fisico del
ADN viral (Samama et al, 2002; Kalof et al, 2005; Montag et al, 2011). El estado
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integrado del VPH-16 en lesiones tempranas, se ha asociado con progresion a
LEIAG y CCI (Peitsaro et al, 2002; Li et al, 2008; Boulet et al, 2009).

Por otro lado, en este estudio se demuestra que durante el seguimiento el estado
integrado de los VPH oncogénicos se asocia fuertemente con la expresion de E6
(OR 3.3; IC 95%: 1.2-8.5, p=0.013) y Ki-67 (OR 2.3; IC 95%: 0.9-5.8, p=0.055), lo
que demuestra la importancia de la integracion en el proceso de proliferacion celular
mediada por E6, lo que resulta en un aumento en la expresion de Ki-67en células

cervicales con la infeccién por VPH-16 integrado.

Nuestros resultados demuestran que la expresion de E6 esta directamente asociada
al estado integrado del VPH-16 (p=0.001) y esto puede ser facilmente determinado
por inmunocitoquimica y el uso de la hibridacion in situ. Sin embargo, la evaluacion
inmunocitoquimica de E6 ha sido poco valorada por la falta de reproducibilidad de los
anticuerpos disefiados anteriormente contra esta oncoproteina. Actualmente el
anticuerpo C1P5 (Santa Cruz, USA) se ha usado en cancer de pulmon y esoéfago,
demostrando la expresion de esta oncoproteina exitosamente al igual que en nuestro
estudio (Aguayo et al, 2007; Cheng et al, 2007; Qi et al, 2006).

Con respecto a la expresion de Ki-67, se encontré una fuerte asociacion entre esta
proteina, el diagndstico citolégico (p=0.008) y la presencia e integracion de VPH-16
favorecen la expresion significativa de Ki-67 en el epitelio cervical maduro (p=0.01),
reportes previos por otros autores como Yu et al, (2010) y Nam et al, (2008),
comprueban que Ki-67, es el indicador mas importante de proliferacion celular en
lesiones cervicales y puede ser usado como marcador adjunto del diagndstico
citolégico e histologico. Walts & Bose (2009), reportan que la evaluacion de Ki-67 en
combinacién con p16™“? y ProExC, mejoran la sensibilidad y especificidad en el
diagnostico de los casos de NIC asociados al VPH-AR, también Faoro et al, (2012),
evaluaron la expresion de E7 en conjunto con L1, p53, Ki-67, hTERT, ubiquitina y
p16™K* en lesiones cervicales, demostrando que Ki-67 es un buen marcador en el
diagnéstico de LEIBG y LEIAG (p<0.001).
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La expresion intensa de telomerasa se presento desde el inicio del seguimiento
asociandose principalmente con la presencia del estado integrado de los VPH-AR
(OR 1.7; IC 95%: 0.5-4.7, p=0.341). Estos resultados refuerzan la hipotesis de que la
telomerasa es un marcador temprano de la infeccion por diferentes tipos de VPH-AR,
pero es necesario ampliar el tamafio de la muestra para seguir evaluando los

mecanismos biolégicos que conducen a su expresion.

Por su parte Kailash et al (2006), que reportaron por medio del ensayo TRAP (en
inglés, Telomeric Repeat Amplification Protocol), que la expresion de telomerasa se
encuentra en el 63.6% de los casos de displasia leve y en el 100% de los casos de
displasia moderada, severa y CCI (p<0.001) asociadas a la infeccién por VPH 16/18,
sugiriendo que la expresién de la telomerasa aparece en etapas tempranas en
presencia de la infeccion por estos virus y su expresidn se relaciona con la
progresion de la lesién cervical, ademas se sugiere que la expresion de la
telomerasa puede ser un marcador Uutil en el diagndstico y prondstico de lesiones
cervicales. También Bravaccini et al (2005), evaluaron la expresion de la telomerasa
en muestras de NIC 1-3, por inmunohistoquimica (IHQ) y el ensayo TRAP, resaltan
que la evaluacion in situ de la telomerasa tiene una mayor precision en la
identificacion de células displasicas, pero no ayuda a mejorar la precision del
diagnéstico citolégico.

Sin embargo, son pocos los estudios que evallen el estado integrado de los VPH-AR
con la expresion de proteinas celulares involucradas con la proliferacion celular,
nosotros demostramos en un estudio previo una fuerte asociacion entre la expresion
de Ki-67 (OR: 64.1, p<0.001) y telomerasa (OR: 50.1, p=0.001) con el estado
integrado del VPH-AR, evidenciando lesiones con alto riesgo de progresion a CCl y
proponiendo el uso de estos marcadores en el prondstico de lesiones tempranas en
muestras citologicas (Vega et al, 2013), mientras que los resultados del presente
estudio demuestran que la persistencia e integracion de los VPH-AR y principalmente
el tipo 16 juega un papel clave en la progresion de lesiones tempranas a lesiones

mas agresivas.
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En este estudio, se pudo identificar mujeres con caracteristicas cito-moleculares
asociadas a la progresion de la lesion como la persistencia de la infeccion por VPH,
VPH oncogénicos como el VPH-16, el estado integrado del virus, la presencia de
alteraciones citoldgicas y la expresion alterada de proteinas celulares y virales. Las
mujeres que desarrollaron la LEIBG en presencia del VPH-16 en forma episomal mas
la expresion intensa de uno 0 mas marcadores, presentan mayor probabilidad de
persistencia del VPH-16 en el epitelio cervical por largos periodos siendo susceptible

a alteraciones morfolégicas y moleculares, como la integracion.

Nuestros resultados muestran que la expresion de EG6, Ki-67 y telomerasa esta
relacionada con las alteraciones citolégicas y la presencia del VPH-16 integrado,
permitiendo que la LEIBG persista durante méas tiempo y aumente el riesgo de
progresion a lesiones mas agresivas, por lo que la evaluaciébn conjunta de
marcadores aumenta la sensibilidad del estudio citolégico para detectar LEI
asociadas a la infeccién por VPH-AR, ademas, de seleccionar un grupo de mujeres
candidatas a un tratamiento quirdrgico.

En conclusién, la sobreexpresion de telomerasa se asociéo con el desarrollo de
LEIBG vy la infeccion por VPH-16, sugiriendo que la telomerasa se expresa desde el
inicio de la infeccion por VPH-16 y va aumentando su expresiéon conforme avanza la
lesion, pero su expresion debe seguir siendo evaluada en lesiones tempranas para
establecer su relacién con el proceso de integracion del VPH.

La sobreexpresion de E6 y Ki-67, se relaciona significativamente con el proceso de
integracion del VPH-16, debido a que aumentan su expresion como resultado de la
actividad de las oncoproteinas de virus integrados, promoviendo el riesgo de
progresion de las mujeres con citologia normal y LEIBG, por lo que se recomienda

gue las mujeres con este riesgo reciban un control y seguimiento clinico estricto.

Es importante sugerir aumentar el nimero de casos de LEIBG para seguir
confirmando esta relacion y realizar un seguimiento a largo plazo para identificar
aquellas lesiones tempranas del cérvix uterino con alto riesgo de progresion en
presencia de los VPH-AR que cada vez mas frecuentemente encontrados en casos

de LEIBG en mujeres guerrerenses.
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ANEXOS

Articulo: Correlation between Ki-67 and telomerase expression with in situ
hybridization for high-risk human papillomavirus

Durante la Maestria en Ciencias Biomédicas, se elaboro un articulo con los
resultados de la tesis: “Expresion de Telomerasa, Ki-67 y el virus de papiloma
humano oncogénico en Neoplasias intraepiteliales cervicales”. Una vez revisado y

aceptado se public6 en la revista: ARCHIVES OF BIOLOGICAL SCIENCES,
BELGRADE.

Descarga electrdnica en: http://archonline.bio.bg.ac.rs/
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