UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERRERO

UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS
UNIDAD ACADEMICA DE MEDICINA

“INTERLEUCINA 18 Y SU RECEPTOR (IL-18Ra) EN LA
CARCINOGENESIS CERVICAL”

T E S 1 S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS
P R E S E N T A

HILDA JIMENEZ WENCES

DIRECTORA DE TESIS: Dra. GLORIA FERNANDEZ TILAPA

CHILPANCINGO, GRO., ENERO DE 2007.



INTERLEUCINA 18 Y SU RECEPTOR (IL-18Ra) EN LA
CARCINOGENESIS CERVICAL



El presente trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Investigacion
Clinica de la Unidad Académica de Ciencias Quimico Bioldgicas de la Universidad

Auténoma de Guerrero. Chilpancingo, Guerrero, México.

Bajo la direccion de

Dra. Gloria Fernandez Tilapa vy

la asesoria de
M en C. Ma. Elena Moreno Godinez
M en C. Amalia Vences Velazquez
Dra. Berenice lllades Aquiar
Dr. Vicente Madrid Marina
Dr. Alejandro Millan Vega

Con la colaboracioén de

Instituto Estatal de Cancerologia, Acapulco, Gro.
Oncodlogo. Marco Antonio Teran Porcallo

Clinica de Displasias “Alameda”, Chilpancingo, Gro.
Med Cir. Patricia Romero Neri

Proyecto financiado por la Subsecretaria de Educacion Superior e Investigacion
Cientifica de la Secretaria de Educacion, a través del Programa Integral de
Fortalecimiento Institucional (PIFI 3.0).

Durante el periodo febrero 2005 a julio 2006 la C. Hilda Jiménez Wences, recibio
beca del CONACYT.




AGRADECIMIENTOS

Las metas se logran no so6lo venciendo obstaculos personales, se adquieren
vinculando procesos en la vida. Gracias a todas aquellas personas que fueron
esenciales en este proyecto que con su comprension, apoyo y constante animo,
me ayudaron a conquistar mis suefios y a anhelar siempre lo mejor. Sin duda,
este trabajo no habria sido posible sin la ayuda y el apoyo de mucha gente que
contribuyeron en esta investigacién, que como una familia me brindaron la
oportunidad de interactuar y adquirir conocimientos a nivel personal y profesional.

A mi Directora de Tesis: Dra. Gloria Fernandez Tilapa por su asesoramiento y
estimulo para seguir creciendo intelectualmente, por su disposicidn permanente e
incondicional para aclarar mis dudas, por sus sugerencias durante la redaccion
de esta Tesis, pero sobre todo por su amistad, su apoyo y dedicacion. Me siento
realmente afortunada por haber trabajado bajo su direccion, por haber dirigido
este trabajo con mucho entusiasmo, interés y dedicacion pero sobre todo por su
amabilidad y su paciencia.

A mis Sinodales: M en C. Ma Elena Moreno Godinez, M en C. Amalia Vences
Velazquez, Dra. Berenice lllanes Aguiar, Dr. Vicente Madrid Marina y Dr.
Alejandro Millan Vega, por sus sugerencias, correcciones y criticas en la
redaccion de este trabajo. Gracias por su apoyo.

Ala M en C. Eugenia Flores Alfaro por su asesoramiento y disponibilidad.

A Dinorah y Fabiola por sus ensefianzas en las técnicas de laboratorio, por haber
acudido siempre en mi auxilio con paciencia y disposicidn. Sin su apoyo este
trabajo no habria sido posible. Pero sobre todo, por su amistad invaluable.

A la M en C. Monica Virginia Saavedra Herrera por ser un ejemplo de
compaiierismo por que sin conocerme y sin dudarlo me brindo su apoyo. Gracias

A mis Maestros por que en conjunto hacen posible que logremos nuestros
objetivos.



DEDICATORIAS

A Dios, por ponerme en este camino de abundancia, amor y bienestar

A mis padres Hilda y Gamaliel, quienes me infundieron las bases que guian mi vida.
Gracias por haberme brindado su amor, comprension y apoyo, por creer en mi y en mis
suefios, por sus consejos que me orientaron a tomar las mejores decisiones. Mama, tu
amor ha sido suficiente para vivir.

A mi mama Lichita. Gracias por ser la fuerza, la union y la sabiduria que ha guiado
nuestra familia, por regalarme una mama y unos tios maravillosos.

A mis hermanos Yadira y Juan, por su amor incondicional y por ser cada uno para mi un
ejemplo de vida y un modelo a seguir. Dios escogié a los mejores hermanos para mi.
Gracias por su apoyo.

A mis Sobrinos Oscar y Miriam a los que adoro, son mis piojitos que alegran mi vida.
Espero que pronto estemos juntos y que el espiritu del amor sea la base de nuestra union
como familia.

A mis Tias Veronica y Leticia. Gracias por que nunca me han dejado sola, no solo forman
parte de esta fase de mi vida: son parte de mi formacion y vida, son mi refugio y mi
fortaleza. Las quiero mucho.

A mis tios Simén, Francisco, José Luis, Victor, Saul, Isaac y Horacio, por que son un
ejemplo de esfuerzo, triunfo y fortaleza.

A mis primos. Recuerden que con esfuerzo y dedicacion los suefios y las metas se pueden
lograr.

A mis amigos: Pedro, Juanchi, Miguel, Tofiito, Ebzadrel, David, Marleni, Dinorah,
Fabiola, Maritsa, Aurora y Tofiita por sus consejos y apoyo. Por todas esas horas que
hemos compartido juntos. Gracias por su amistad

A mis hijos: Javier, Janior, Andrés, Jorgito, Hiram, Hugo, Rosita, Maribel, Janet y
Zacapala, por apoyarme en todo momento, los quiero mucho. Gracias por ser una familia
para mi.

A Julio: Por estar a mi lado en todo momento.



Abreviaturas

indice de Cuadros

indice de Figuras
Resumen

Abstract
INTRODUCCION
MATERIAL Y METODOS
RESULTADOS
DISCUSION
CONCLUSIONES

REFERENCIAS

CONTENIDO

Pagina

15
19

21



ABREVIATURAS

CaCU Cancer Cérvico Uterino

CN Negativo a Lesion Intraepitelial o Malignidad
DEPC Dietil Pirocarbonato

Fas Proteina Fas

Fas-L Ligando Fas

GM-CSF Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y Macréfagos
ICE Enzima Convertidora de la IL-13 o Caspasa |
IFN-y Interferon Gamma

IL-12 Interleucina 12

IL-18 Interleucina 18

IL-18Ra Cadena Alfa del Receptor de la IL-18
IL-18RpB Cadena Beta del Receptor de la IL-18

IL-18R Receptor de la IL-18

LEIGA Lesion Escamosa Intraepitelial de Grado Alto
LEIGB Lesién Escamosa Intraepitelial de Grado Bajo
LTC Linfocitos T Citotéxicos

NK Células Asesinas Naturales

Th1 Células T Helper Tipo-1

VPH Virus del Papiloma Humano



Cuadro 1.

Cuadro 2.

Cuadro 3.

Cuadro 4.

iNDICE DE CUADROS

Frecuencia de la expresion del RNAm de IL-18 e IL-18Ra

con respecto al grado de lesion.

Riesgo de LEIGB, LEIGA y CaCU asociado a la falta de
expresion de IL-18

Nivel de expresion del RNAm de la IL-18 en CN, lesiones
precancerosas y CaCU

Frecuencia de los genotipos virales del VPH y expresion
del RNAm de IL-18

Pagina

11

13

14

II



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

iNDICE DE FIGURAS

Accién sinérgica de la IL-12 e IL-18 en la produccién de

IFN-y en células Th1.

Expresion del RNAm de IL-18 y B-actina.

Expresion del RNAm de IL-18Ra.

Semicuantificacion del RNAm de la IL-18 en CN, LEIGB,
LEIGA y CaCU.

Semicuantificacion de la IL-18Ra en CN

Pagina

10

10

12

12

III



RESUMEN

Objetivo. Determinar la expresién del RNAm de la IL-18 y de la cadena o de su
receptor (IL-18Ra) en lesiones premalignas y cancer cérvico uterino. Material y
métodos. Entre agosto de 2005 y abril de 2006, se analizaron 225 muestras de
cDNA, de las cuales, 192 procedian de casos de lesion premaligna o cancer
cérvico uterino (CaCU), diagnosticados por histopatologia, distribuidos en tres
estratos: a) lesidbn escamosa intraepitelial de grado bajo (LEIGB) n= 119, b) lesién
escamosa intraepitelial de grado alto (LEIGA) n= 38 y c) CaCU n= 35. Se
incluyeron 33 muestras de raspados cervicales negativos a lesion intraepitelial o
malignidad (CN). La expresion del mensajero de la IL-18 y de IL-18Ra se detectd
mediante RT-PCR utilizando oligonucleétidos especificos para cada gen, como
control positivo para IL-18 se utilizo RNA de células HelLa y para IL-18Ra se utilizé
RNA de células mononucleares de sangre periférica de una paciente con
Leucemia Granulocitica Croénica. Resultados. La proporcion de muestras que
expresaron el RNAm de IL-18, fue mayor en los estratos de CN y CaCU con un
45.7% y 48.5% respectivamente, mientras que solo el 27.7% de muestras de
LEIGBy 23.7% de aquellas con LEIGA expresaron ese mensaje. Se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre las medianas obtenidas de la
semicuantificacion del RNAm de la IL-18 entre CN y LEIGB (p=0.028) y entre
LEIGB y CaCU (p=0.042). EI RNAm de la IL-18Ra solo se detectd en el 5.7%
(2/35) de las muestras de CN, mientras que en lesiones precancerosas y CaCU la
expresion fue indetectable. De las muestras analizadas, el 60% resultd
VPHPS™/RNAmM de IL-18 "9%™a vy o] 25 % fueron VPHP*"™2/RNAm de IL-18
Positvas e |las muestras con infeccion por VPH 16 el 71 % fueron negativas al
RNAm de IL-18. Conclusiones. La presencia del RNAm de la IL-18 se detectd en
los 4 estratos, sin embargo, la expresién del mensajero de la IL-18Ra fue nula en
lesiones intraepiteliales y CaCU. Estos hallazgos pueden sugerir una modulacion
negativa de la respuesta inmune Th1. Es posible que el VPH, a través de sus
oncoproteinas, esté interfiriendo la expresion de IL-18 o la sefalizacion (IL-18Ra)
por esta citocina, disminuyendo asi la respuesta inmune celular y contribuyendo a

la patogénesis viral y la carcinogénesis.

v



ABSTRACT

Objective: To determine IL-18 and a-chain of its receptor (IL-18Ra) mRNA
expression in pre-malignant lesions and cervical cancer. Material and methods:
Between August 2005 and April 2006 we analyzed 192 specimens of pre-malign
lesion or cervical cancer cases. The cervical tissues were histologically classified
as low grade intraepithelial squamous lesion (LGSIL) in 119 cases, high grade
intraepithelial squamous lesion (HGSIL) in 38 and squamous cell carcinoma
(SCC) in 35. We also included 33 samples from cervical scrapes coming from
cytological normal women (CN). The patients had not been previously treated. The
expression of [L-18 and IL-18Ra was analyzed by reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR) using specific primers for each gene; we
used RNA from HelLa cells as a positive control for IL-18, and for IL-18Ra
peripheral mononuclear blood cell RNA from a patient with chronic granulocytic
leukaemia. Results: Sample proportion expressing IL-18 mRNA was higher in the
CN and cervical cancer groups with 45.7% and 48.5% respectively, while only
27.7% LGSIL samples and 23.7% of those with HGSIL expressed this messenger.
We observed statistically significant differences between the medians obtained by
IL-18 mRNA semi-quantification between CN and (LGSIL) (p=0.028) and between
LGSIL and cervical cancer (p=0.042). IL-18Ra mRNA only was detected in 5.7%
(2/35) of the CN samples, while in pre-malignant lesions and cervical cancer
expression was undetectable. A total of 60% specimens from cases were
HPVPs!ve)| -18"%%%™® mRNA and 25% were HPVP""¢/|L-18P"® mRNA. Of all the
samples with infection by HPV16, 71% were negative to IL-18 mRNA.
Conclusions: IL-18 mRNA was detected in four groups, however IL-18Ra
messenger expression was null in intraepithelial lesions and cervical cancer.
These findings suggest a negative modulation to the Th1 immune response. It is
possible that HPV, through its oncoproteins, is interfering in IL-18 and IL-18Ra
expression or signaling by this cytokine, decreasing the immune cell response and

contributing to viral pathogenesis and carcinogenesis.



INTRODUCCION

El Cancer Cérvico Uterino (CaCU) es la segunda causa de muerte por neoplasias
en mujeres de 25 y mas afos de edad, después del carcinoma mamario.”** La
edad promedio en que se presenta el CaCU es de 52 afios y la distribucion de los
casos es bifasica, con un pico entre los 35-39 anos y otro entre los 60 a los 64
afios.” Seguin la OMS, cada afio se registran alrededor de 500 000 nuevos casos
de CaCU, de los cuales cerca de 45% fallecen.” México y América Central
presentan la tasa de incidencia y mortalidad mas altas por esta patologia. En el
ano 2003 el INEGI reporté una tasa de mortalidad de 8.3 casos por cada 100 000
mujeres en México y de 13.7 por cada 100 000 mujeres en el estado de

Guerrero.®

La historia natural de esta enfermedad implica la progresion gradual por etapas
intraepiteliales preinvasivas; lesion escamosa intraepitelial de grado bajo (LEIGB)
y lesién escamosa intraepitelial de grado alto (LEIGA), hasta llegar a CaCU, de
acuerdo con la proporcion y grosor del epitelio cervical comprometido. *° El factor
etioldgico que determina la aparicién y progresion de la neoplasia a CaCU es la
infeccidn persistente por virus del papiloma humano (VPH), especialmente si se
trata de un genotipo de alto riesgo oncogénico. **"#*'%1"12 Sin embargo, la
infeccién por si misma no es suficiente para desarrollar cancer cervical y sus
etapas precursoras.” Para que una mujer desarrolle CaCU se requiere de varios
factores adicionales que, en conjunto, inducen la progresion de una infeccion viral
persistente a una LEIGB la cual posteriormente puede evolucionar a LEIGA v,
finalmente, culminar en un cancer cervical.>®™ Entre estos factores se encuentra
el estado funcional del sistema inmune del hospedero.®'®'” Se ha observado que
pacientes con deficiencia inmune celular presentan altas tasas de infecciéon por
VPH y que es mas probable que mujeres con sindrome de inmunodeficiencia

adquirida (SIDA) desarrollen lesiones de alto grado y CaCU."*%"#

La respuesta inmune celular tiene un papel importante en el control de las
neoplasias asociadas a VPH, las cuales frecuentemente revierten como resultado
de una respuesta inmune celular de tipo Th1.5"*'*"® Los mecanismos inmunes
antitumorales son efectuados fundamentalmente por los LTC (Linfocitos T

Citotoxicos), por células asesinas naturales (NK) y por macréfagos.®'"



Una disfuncién de la respuesta inmune celular puede facilitar la progresion a
cancer.”®" Algunos autores han reportado inmunocompromiso celular en lesiones
cervicales asociadas a VPH, representada por disminucion de linfocitos
intraepiteliales, especialmente de células CD8" tanto en infeccion viral como en
lesiones cervicales, sugiriendo que hay una deficiencia inmune local asociada a

infeccion por VPH.%%'®

La produccion local de citocinas es un evento temprano durante la respuesta
inmune innata contra células tumorales, determina el tipo de respuesta inmune
adaptativa que sera estimulada (respuesta inmune celular, Th1, o respuesta
inmune humoral, Th2) y, ademas, determina la magnitud de la proteccién inmune.
»1912 - Entre estas citocinas se encuentran el IFN-o, IFN-B, IL-12 e IL-18
producidas por monocitos/macrofagos.®™'® Se propone que uno de los
mecanismos por el cual las células infectadas por VPH y células malignas
escapan a la vigilancia inmune, involucra cambios en la produccion local de
citocinas y la pérdida de respuesta a éstas, provocando una alteracion en el

balance Th1/Th2 de la inmunidad local. ®'31%19202122

La IL-18, también llamada factor inductor del interferon-y (IGIF), es una citocina
proinflamatoria de 18 kDa, producida por macréfagos activados por antigenos
virales o antigenos especificos de tumor.?****?*#?® QOtras fuentes de IL-18 son los
queratinocitos, células de Kupffer, células epiteliales, células dendriticas,
condrocitos articulares, fibroblastos, osteoblastos, y células secretoras de la

232425262129 | 9 ]1L-18 es sintetizada como una

glandula pituitaria y corteza adrenal.™
molécula de 24 kDa que requiere ser cortada por la enzima convertidora de la IL-
18 (ICE o caspasal) para generar el mondmero de 18 kDa biolégicamente
activo. ?#+#%283132 | 3 |L-18 posee propiedades pleiotropicas tales como la
activacion del factor nuclear kB (NF-kB), expresion del ligando de Fas (FasL),
induccién de las quimiocinas CC y CXC, y aumento de la produccion del factor
estimulador de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF)."***%* La IL-18
juega un papel importante en la respuesta de tipo Th1, por su capacidad para
inducir la produccion del interferon gamma y aumentar la actividad citotoxica de
los LTC y de las células NK; ademas, posee la capacidad de inducir la produccion

de otros mediadores proinflamatorios, tales como el factor de necrosis tumoral



(TNF-a), IL-1B, IL-6 e IL-8, que permite aumentar la proliferacion de células T, la
activacién de los LTC y aumentar la actividad de las células NK a través de la
interaccion Fas-FasL. "?***** Aunque la IL-18 esta involucrada en el desarrollo de
células Th1, un estudio reciente ha revelado una fuerte induccion de citocinas Th2
-tales como IL-4, IL-5, e IL-13 y la produccion de IgE- en sinergismo con IL-2 - en
una gran variedad de modelos murinos. En ausencia de IL-12 e IFN-y, la IL-18 y
la IL-2 inducen la expresion de IL-13, aumentando asi la respuesta de tipo
Th2.%%* Cuando el IFN-y es suprimido, la IL-18 puede ser un cofactor en el
desarrollo de la respuesta inmune tumoral por la induccion de IL-13, dependiendo
del tipo celular. Por lo tanto la IL-18 puede actuar como un fuerte coinductor de

las citocinas Th1 y Th2 in vivo. 2252531

La IL-18 media sus actividades bioldgicas a través de un receptor heterodimérico
consistente de una cadena o y una cadena B (IL-18Ra y IL-18RpB).?*°%234% Egte
receptor se expresa en un subgrupo de células T virgenes, células NK,
macrofagos, neutrofilos y condrocitos, asi como en una gran variedad de tejidos -
incluyendo el bazo, higado, pulmén, corazén, timo, intestino grueso y delgado-
229% | a cadena o del receptor de la IL-18 (IL-18Ra) se une al ligando, mientras
que la cadena B (IL-18Rp) es la cadena transductora de sefial. Altos niveles de IL-
18Ro se relacionan con la capacidad de IL-18 para inducir una produccion
significativa de IFN-y; sin embargo, la cadena a por si sola posee una baja
afinidad por su ligando, mientras que el complejo IL-18R (cadena a y 8 del IL-

18R) posee una alta afinidad por la citocina.?>**2%29:%2343

Estudios recientes han demostrado que la expresion de IL-18R es selectiva y
persistentemente expresada en células Th1 pero no en células Th2, y existe cierto
grado de variacién en los niveles de expresion del RNAm de la cadena a 'y B. Las
células Th1 activadas expresan niveles altos del RNAm de IL-18Ra mientras que
las células B y el resto de células T expresan niveles bajos.”**** Las células Th2
activadas expresan IL-18Rp, a diferencia del resto de las células Th1. Sdlo las
células Th1 polarizadas expresan niveles significativos del RNAm de ambas
cadenas.” Debido a que IL-18Ra es selectivamente expresado sobre la superficie
de células Th1, pero no en células Th2, éste puede ser considerado como un

marcador de superficie celular.®*° La expresion del IL-18R sobre las células T



virgenes comienza después de ser estimuladas con IL-12.* Por lo tanto, la
expresion de IL-12 es un prerrequisito para la actividad de IL-18 sobre las células
T. Una vez que el IL-18R es inducido, la IL-12 y la IL-18 reciprocamente modulan

la expresion de sus receptores (figura1).2%63

La IL-18 muestra actividad antitumoral y antiangiogénica en varios modelos
tumorales, por lo que es concebible que la pérdida de la produccién de IL-18
bioactiva sea un medio por el cual las células tumorales evitan la sintesis local de

23,2627,29,36,37.383940 En biopsias de carcinoma

IFN-y y asi la respuesta de tipo Th1.?"
de colon se encontré6 una expresion de IL-18 mucho mas baja en secciones
tumorales que en secciones del colon normales del mismo individuo; evento
frecuentemente acompanado por la ausencia de transcritos de ICE, que da como
resultado una falta de IL-18 bioctiva, y la consecuente falla en la produccién de
IFN-y.*" Células de cancer de mama genéticamente modificadas con la
transfeccion del gen de la IL-18 pierden su tumorigenicidad.”” Se ha observado
que pacientes con cancer de pulmén en estadio IV (pacientes metastasicos)
presentan niveles significativamente mas altos de IL-18 en suero, en comparacion
con pacientes en estadio IlIB.*" Por otra parte, se ha encontrado que las
concentraciones de IL-18 en suero son significativamente mas altas en pacientes
con carcinoma celular escamoso de cuello y cabeza en contraste con los niveles
séricos de IL-18 en individuos control, independientemente de su actividad

bioldgica.***

Aunque el papel de la IL-18 en la patogénesis por el VPH aun no ha sido
determinado, se ha reportado que E6 se une a la IL-18 y la degrada por la via de
la ubiquitinacion.** Experimentos de cotrasfeccidon con promotores de IL-18
demostraron que E6 no afecta la actividad del promotor p1 y p2, sugiriendo que la
desregulacion de la expresion de IL-18 por E6 es indirecta.* La disminucion de
los niveles de IL-18 por E6 podria interferir en los procesos inflamatorios locales.
En otro estudio encuentran que las oncoproteinas E6 y E7 del VPH 16 inhiben la
produccion de IFN-y inducida por IL-18 en células NK y células mononucleares de
sangre periférica humana, al reducir la unién de la IL-18 a su receptor.** Ensayos
de competencia revelaron ademas que las oncoproteinas E6 y E7 se unen de

forma competitiva a la cadena a del IL-18R, y que de esta forma contribuyen a la



1. Estos estudios muestran que la

patogénesis o carcinogénesis cervica
desregulacion de la respuesta inmune inducida por IL-18 causado por las
oncoproteinas E6 y E7 es uno de los mecanismos por el cual las células de
cancer cervical infectadas por VPH escapan a la respuesta inmune.*®* Otro
estudio reporta que la IL-18 madura en su forma mutante (IL-18E42A) no es

susceptible a la inhibicién de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH. 4

IL-18 IL-12
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Current Oipinion in Immunclsgy

En la actualidad se desconoce mucho sobre el comportamiento del sistema
inmunoldgico en un proceso de carcinogénesis. Estudios in vitro en lineas
celulares han demostrado que la IL-18 posee una actividad antitumoral,
induciendo la activacion secuencial de las células NK y LTC. Por lo tanto, es
posible que la baja produccion de IL-18 o de su receptor en células blanco sea un
medio por el cual las células tumorales previenen la respuesta local de tipo Th1.
El papel de la IL-18 y de su receptor no ha sido evaluado en el proceso evolutivo
del CaCU. Por tal motivo, el propésito de este trabajo es valorar la expresion del
RNAm de la IL-18 y de la cadena a del IL-18R en lesiones premalignas y CaCU,
asi como determinar si existe relacién entre su expresidén y el proceso de la

carcinogénesis cervical.



MATERIAL Y METODOS

Muestras.
Se realizé un estudio de casos y controles con datos y muestras del banco de

cDNA del Laboratorio de Investigacion Clinica de la Unidad Académica de
Ciencias Quimico Biolégicas, de la Universidad Autonoma de Guerrero. El grupo
de casos estuvo conformado por 119 muestras provenientes de mujeres con
diagnostico de LEIGB, 38 de LEIGA y 33 muestras de CaCU, confirmado por
histopatologia. El grupo de referencia se conformé por 35 muestras de raspados
cervicales negativos a lesidon intraepitelial o malignidad diagnosticados por
Papanicolaou (PAP), y con diagndstico molecular (PCR) negativo a infeccion por
VPH.

Células mononucleares y lineas celulares.
Para la obtencion de un control positivo a la expresion del RNAm de IL-18 se

obtuvo RNA total de la linea celular HeLa y RNA total de células mononucleares
de sangre periférica (CMSP) de una paciente con leucemia granulocitica cronica

como control positivo a la expresion de IL-18Ra.

Extraccion de RNA total y sintesis de DNA complementario (cDNA).
Se realizd la extraccion del RNA total de la linea celular HeLa, CMSP, de

raspados cervicales y de las biopsias homogeneizadas, por el método de TRIzol
(con 200 pl de cloroformo, 500 pl de isopropanol y 20 ul de LiCl 4M). EI RNA total
se resuspendié en 15 pl de H,O estéril tratada con DEPC y posteriormente se
tratd con DNasa | FPLCpure™, para eliminar el DNA contaminante. La
cuantificacion del RNA se realiz6 en un biofotometro (Eppendorf) en el que se
determind su concentracion y pureza. Se utilizaron 2.5 ng de RNA total para
sintetizar el cDNA, el cual se utilizo6 como base para la amplificacién de las
secuencias génicas de B-actina, IL-18 e IL-18Ra, por PCR. Para la transcripcion
reversa (RT) se utilizaron 0.5 pl de Oligo dT12.15, 50 mM, Retrotranscriptasa
MMLV (Moloney Murine Leukaemia Virus), dNTP's (0.9 mM), Buffer RT 1X (Tris-
HCL 250 mM pH. 8.3, KCL 375 mM, MgCI2 15 mM ), DDT (0.01M), 2 U de
inhibidor de RNasas (Amersham) y H,O DEPC para un volumen final de 25 ul. Se
incubo la reaccién a 70 °C por 10 minutos, para el alineamiento del oligo dT a las

colas de poli-A de los mensajeros, y la extension se llevo a cabo a 37°C por 1.5



horas; para inactivar la MMLV-RT se incubd la reaccion a 90 °C por 10 minutos.

Finalmente, el cDNA se guard6 a -20 °C hasta su empleo para la PCR.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).
A cada una de las muestras de cDNA se les realizé una PCR para el gen

constitutivo B-actina, para valorar la integridad del RNAm, evaluar la sintesis del
cDNA y semicuantificar el nivel de expresiéon del gen de la IL-18 y de la IL-18Ra.
La secuencia de oligonucleétidos que se utilizd para amplificar un fragmento del
gen B-actina fue la siguiente: sentido 5° GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA
3", y antisentido 5° CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC 3. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: se utilizaron 2.5 ul de Buffer
10X, dNTP's 0.15 mM, MgCl, 1.5 mM, 10 pmol de Oligo sentido y antisentido,
1 Unidad de Taq DNA polimerasa recombinante, y 2.0 ul del cDNA. La reaccién
se llevd a cabo en un volumen final de 25 ul. El programa de amplificacion
consistié en un ciclo a 94°C por 5 min y 29 ciclos de 94°C por 30 seg, 57°C por
30 seg. y 72°C por 30 seg; con un ciclo de extension final a 72°C por 5 min,
obteniéndose un producto de 540 pb. Los productos de PCR fueron visualizados
en un gel de agarosa al 1.5%, tefAidos con bromuro de etidio, en un
fotodocumentador Gel Documentation Systems (Gel Doc 2000TM) (BIO-RAD).

Solo las muestras que fueron positivas a este gen se sometieron a PCR, para
valorar la expresion de los transcritos de la IL-18 y de la cadena o de su receptor,
utilizando los siguientes oligonucledtidos: IL-18, sentido 5° ATG GCT GCT GAA
CCA GTA GAA GA 3’, antisentido 5° AAT AGC TAG TCT TCG TTT TGA AC
3’, IL-18Ra: sentido 5° GTT GAG TTG AAT GAC ACA GG 3, antisentido 5°
TCC ACT GCA ACA TGG TTA AG 3, respectivamente.

Para la PCR de la IL-18 se utilizaron 2.5 ul de Buffer 10X, dNTP's 0.15 mM,
MgCl, 1.5 mM, 10 pmol de Oligo sentido y antisentido, 1 Unidad de Tag DNA
polimerasa recombinante, y 2.0 ul del cDNA. La reaccion se llevo a cabo en un
volumen total de 25 pl. El programa de amplificacion para la IL-18 consistié en un
ciclo a 94°C por 5 min y 30 ciclos de 94°C por 30 seg, 55°C por 40 seg.y 71°C
por 45 seg; con un ciclo de extension final a 71 °C por 4 min, obteniéndose un

producto de 587 pb. Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de



agarosa al 1.8%, tenidos con bromuro de etidio, en un fotodocumentador Gel
Documentation Systems (Gel Doc 2000TM) (BIO-RAD).

Para la PCR de la cadena a del receptor de la IL-18 se utilizaron 2.5 ul de Buffer
10 X, dNTP's 0.15 mM, MgCl, 2.5 mM, 10 pmol de Oligo sentido y antisentido,
1 U de Tag DNA polimerasa platinum 2.0 ul del cDNA. EI volumen final de
reaccion fue de 25 ul. El programa de amplificacion para la IL-18Ra fue un ciclo
de 5 min a 94°C y 30 ciclos a 94°C por 30 seg, 55°C por 30 segy 72°C por 40
seg; seguidos de un ciclo de extension final a 72°C por 3 min, obteniéndose un
producto de 422 pb. Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de
agarosa al 1.5%, y tefidos con bromuro de etidio en un fotodocumentador Gel
Documentation Systems (Gel Doc 2000TM) (BIO-RAD).

Semicuantificacion del RNAm de la IL-18 y de IL-18Ra.

Para semicuantificar el RNAm de la IL-18 y de IL-18Ra la densidad de la banda
del producto de PCR de la IL-18 y de la cadena a de su receptor se normalizé con
la densidad del producto de PCR de B-Actina. Se calcul6 la relacion unidades de
densidad de cada gen/unidades de densidad -Actina. La densidad de las bandas
se cuantifico en un fotodocumentador Bio Rad utilizando el programa Quantity one

Gel Doc Acquisition Window.

Analisis Estadistico.
El analisis estadistico se realizé en el programa SPSS 12.0 y STATA 8.0. Se

obtuvieron frecuencias de la expresion del RNAm de la IL-18 y de la IL-18Ra, se
calcularon cuartiles para comparar el nivel de expresiéon del RNAm de la IL-18 en
los cuatro estratos y se hizo la comparacion de medianas del nivel de RNAm
utilizando las pruebas de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney. Las asociaciones entre
las variables se hicieron mediante el célculo de OR e intervalos de confianza. Las

diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05.



RESULTADOS

Se estudiaron 225 muestras de mujeres, que contaban con un diagnéstico
citolégico o histopatoldgico y con resultados de PCR para detectar infeccién por
VPH. Se analizaron 35 muestras de raspados cervicales negativas a lesion
intraepitelial o malignidad, 119 muestras de LEIBG, 38 muestras de LEIAG y 33
muestras de CaCU. Las muestras con CN no presentaron infeccion por VPH,
mientras que el 83.2% de muestras con LEIBG, 76.3% con LEIAG y el 100% con
CaCuU fueron VPH positivas, siendo los VPHs de alto riesgo oncogénico los mas
frecuentes, 95.4%. El genotipo mas prevalente, 68%, fue el VPH 16, seguido por
el VPH-18 (8.5%), VPH- 31 (6.5%) y el VPH 58 (5.2%), todos clasificados como

de alto riesgo oncogénico.

Expresién del RNAm de IL-18 y de IL-18Ra en CN, LEIGB, LEIGAy CaCU.
Para valorar la integridad del RNA y la sintesis correcta del cDNA, las muestras
fueron sometidas a PCR para el gen constitutivo B-actina (figura 2b),
obteniéndose un producto de 540 pb. Las muestras que fueron positivas al RNAm
de B-actina fueron sometidas a PCR para la deteccion del mensajero de la IL-18 y
de la IL-18Ra. Solo una muestra fue eliminada del estudio, los productos de
amplificacion fueron de 587 pb para IL-18 y de 422 pb para IL-18Ra (figura 2a y
3). La proporciéon de muestras que expresaron el RNAm de IL-18 fue mayor en el
grupo con CN y CaCU con un 45.7% (16/35) y 48.5% (16/33) respectivamente,
mientras que en lesiones premalignas se encontré6 que el 27.7% (33/119) de
LEIGB y el 23.7% (9/38) de LEIGA, expresaron el mencionado transcrito, cuadro
1.

De las muestras analizadas, solo el 5.7% del grupo con CN expresaron la cadena
a del receptor de IL-18 (2/35), mientras que en las muestras con LEIGB, LEIGA y
CaCU la expresion del RNAm de IL-18Ra fue nula (Cuadro 1).



a) 615 o —> IL-18
p
492 pb —> 587pb
615 pb . B- actina
b) 492 pb 540 pb

Figura 2. Expresion del RNAm de IL-18 y B-actina. a) MPM: Marcador de peso molecular DNA
ladder de 123 pb. Carril 1: Control negativo, se sustituyd el cDNA por agua. 2: Control positivo
(cDNA sintetizado a partir de RNA de células HelLa). Carril 3-6: Muestras de CaCU que expresan
el mensaje de IL-18. Carril 7: Muestra de CaCU negativa al RNAm de la IL-18. b) MPM: Marcador
de peso molecular DNA ladder de 123 pb. Carril 1: Control negativo, se sustituyé el cDNA por
agua. Carril 2-7: Muestras positivas al RNAm del gen constitutivo B-actina.

IL-18Ra

492 pb <— 422pb

369 pb

Figura 3. Expresién del RNAm de IL-18Ra. MPM: Marcador de peso molecular DNA ladder de
123 pb. Carril 1: Control negativo, se sustituyd el cDNA por agua. Carril 2: Control positivo (cDNA
sintetizado a partir de RNA de CMSP de una paciente con leucemia granulocitica crénica), Carril 4:
Muestra de CN positiva al RNAm de IL-18Ra. Carril 3,5-7: Muestras de CN negativas al RNAm de
IL-18Ra.

Cuadro 1. Frecuencia de la expresion del RNAm de IL-18 e IL-18Ra con

respecto al grado de lesion.

Total de | Expresion del RNAm Expresion del RNAm
Diagnéstico | Muestras de IL-18 de IL-18Ra

9 analizadas Negativo Positivo Negativo Positivo
n (%) n (%) n (%) n (%)

*CN 35 19(54.3) | 16(45.7) | 33(94.3) | 2(5.7)
LEIGB 119 86 (72.3) | 33(27.7) | 119(100) 0 (0)
LEIGA 38 29 (76.3) | 9(23.7) 38 (100) 0 (0)
CaCuU 33 17 (51.5) | 16 (48.5) | 33(100) 0 (0)

* Negativo a lesion intraepitelial o malignidad
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El analisis de asociacién arrojé 2.2 veces el riesgo de desarrollar LEIGB en
ausencia del RNAm de la IL-18 y de 2.7 veces el riesgo de desarrollar LEIGA en
ausencia del RNAm de esa citocina, sin embargo, esta asociacién no fue

estadisticamente significativa. Cuadro 2.

Cuadro 2. Riesgo de LEIGB, LEIGA y CaCU asociado a la expresion del RNAm
de IL-18

No. de Muestras
Diagnéstico Negativas Positivas OR IC95%
al RNAm de laIL-18 | al RNAm de la IL-18
*CN 19 16
LEIGB 86 33 2.2 (0.929 — 5.106)
LEIGA 29 9 2.7 (0.897 — 8.408)
CaCU 17 16 0.8 (0.310 — 2.580)

* Negativo a lesion intraepitelial o malignidad
El grupo de CN se utilizé como categoria de referencia para la expresion del RNAm de la IL-18

Semicuantificacién del transcrito de IL-18 en CN, LEIGB, LEIGAy CaCuU.

El analisis de los niveles de expresion del RNAm de la IL-18 se realizé de forma
semicuantitativa, con la finalidad de valorar diferencias entre las medianas de los
4 grupos de estudio. Las diferencias globales de las medianas de los niveles de
expresion del RNAm de la IL-18 entre los cuatro grupos se realizo a través de la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, este analisis nos indicé una diferencia
estadisticamente significativa entre las medianas de los diferentes grupos
(p=0.044). Para observar entre qué grupos se encontraban las diferencias se
aplicé la prueba de Mann-Whitney, los valores de la mediana fue O en los cuatro
grupos Yy los intervalos tuvieron un comportamiento distinto en cada grupo: CN el
rango fue de 0.0-1.99 (X= 0.46, DE + 0.58), en LEIGB de 0.0-1.36 (X= 0.24, DE+
0.41), en LEIGA el rango fue de 0.0-1.32 (X=0.24,DE + 0.45)y en CaCU de 0.0-
1.31(X= 0.39, DE% 0.44), dicho analisis arrojé diferencias significativas entre las
medianas del grupo de CN y LEIGB (p=0.028) y entre LEIGB y CaCU (p=0.042).
No se encontraron diferencias significativas entre las medianas de las lesiones

premalignas y entre CN y CaCU. Figura 4.
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Semicuantificacién del transcrito de IL-18Ra en CN, LEIGB, LEIGAy CaCU.
El RNAm de la IL-18Ra solo se detectd en el 5.7% (2/35) de las muestras de CN,

las cuales presentaron una densidad de sus bandas de 1.59 y de 1.16 unidades

de IL-18/unidades de B-actina, mientras que en lesiones precancerosas y CaCU la

expresion fue indetectable. Figura 5
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Nivel de expresion del RNAm de IL-18 en CN, LEIGB, LEIGAy CaCU.

Con la finalidad de determinar el nivel de expresion del RNAm de la IL-18 por
estrato se calcularon cuartiles. Las muestras a las cuales no se les detecto el
mensajero de la IL-18 se clasificaron en un grupo aparte como expresion nula. De
el total de las muestras que expresaron el RNAm de la IL-18, el 25.7%
presentaron una expresion minima, el 70.3% una expresion moderada y solo el
4% tuvieron una expresion alta. De estas ultimas dos procedian de raspados

cervicales negativos a lesion intraepitelial o malignidad y una de LEIGB, cuadro 3.

Cuadro 3. Nivel de expresion del RNAmM de la IL-18 en CN, lesiones
precancerosas y CaCU.
Total de *Nivel de expresion del RNAm de la IL-18
Diagnostico | muestras Nula Minima Moderada Alta
analizadas (0 (0.33 —0.66)* | (0.67 — 1.33)* | (1.34 —2.00)*
*CN 35 19 (54.3%) 3 (8.6%) 11 (31.4%) 2 (5.7%)
LEIGB 119 86 (72.3%) 10 (8.4%) 22 (18.5%) | 1(0.8))
LEIGA 38 29 (76.3%) 2 (5.2%) 7 (18.4%) | -
CaCU 33 17 (51.5%) 4 (12.2%) 12 (36.4%) | -
TOTAL 225 151 19/74 (25.7%) | 52/74 (70.3%) | 3/74 (4%)
CN: Negativo a lesion intraepitelial o malignidad
*Unidades de IL-18/unidades de B-actina

Expresion del RNAm de IL-18 e infeccion por VPH en lesiones
precancerosas y CaCU.

De las muestras analizadas, el 60% resulté VPHP*S™4/RNAm de IL-18 "%V y g
25% fueron VPHPS™2/RNAm de IL-18 P53 De |as muestras con infeccién por
VPH 16 el 71 % fueron negativas al RNAm de IL-18, para el VPH 18 el 85% vy
para el VPH 58 sélo el 13%. Cuadro 4.
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Cuadro 4. Frecuencia de los genotipos virales del VPH y
expresion del RNAm de IL-18.

Genotipo de VPH

Expresion del RNAm IL-18

Positivo

Negativo

16
18
31

33
45
58
59
61

66

CP8304

81

IM
NT

30/104 (29%)
2113 (15%)
4110  (40%)
113 (33%)
36 (50%)
78 (87%)

17 (14%)

741104 (71%)
1113 (85%)
6/10  (60%)
213 (67%)
36 (50%)
18 (13%)
212 (100%)
11 (100%)
212 (100%)
22 (100%)
11 (100%)
2/2  (100%)
6/7  (86%)

IM: Infeccién multiple, NT: No tipificado
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DISCUSION

La Interleucina 18 aumenta la defensa inmune contra células tumorales por la
induccién de IFN-y, y posee la capacidad de aumentar la actividad citotoxica de
las células NK y células T, asi como la capacidad de aumentar la produccion de
otros mediadores proinflamatorios tales como TNF-a e |L-1[3.722%20:27384043 | 5 | -18
ejerce una accion antitumoral en sistemas murinos inhibiendo la angiogénesis y
en varios tipos de lineas celulares de tumor induce apoptosis. '#?°#%%3%41 Aunque
también, se ha reportado fracaso de la IL-18 para suprimir el crecimiento
tumoral.* Existen reportes que documentan niveles elevados de la proteina de IL-
18 en suero de pacientes con cancer renal, esofagial, de ovario, nasofaringeo,
oral, gastrico, de mama y carcinoma de células escamosas de cuello y

27,28,33,37,41,43,44,48,49,51
cabeza.

En nuestro estudio encontramos que la proporcion de muestras que expresaron el
RNAm de IL-18 fue mayor en CN y CaCU que en lesiones premalignas. Nuestros
resultados no se pueden comparar directamente con los de otros autores debido a
que no hay reportes sobre el estudio del RNAm de la IL-18 en tejido cervical, sin
embargo, concuerdan con los reportados por otros investigadores en otros tipos
de cancer. Hu y col., analizaron 5 biopsias de carcinoma de nasofaringe (NPC) y
3 biopsias de pacientes control con diagnédstico de inflamacidén inespecifica,
negativo a NPC; y reportan expresion del RNAm de la IL-18 en ambos grupos de
estudio, sin embargo, solo encuentran presente la proteina en cancer.* La
presencia del RNAm de IL-18 en muestras citolégicamente normales puede
deberse a que en las muestras se identificé proceso inflamatorio y presencia de
distintos tipos bacterianos, aunque no se puede descartar la participacion de
traumatismos ocasionados por relaciones sexuales. Probablemente el RNAmM de
esta citocina se esté produciendo para que la proteina module esos procesos

inflamatorios.

La alta proporcion de muestras que expresaron el RNAm de la IL-18 en CaCU
podria deberse a que es producido por las células cancerosas, ya que después de
la transformacion maligna las células adquieren la habilidad de disminuir o
aumentar la expresién de citocinas, como la IL-18;">"®*" probablemente con la

finalidad de modular asi el microambiente del tumor y la respuesta inmunolégica.
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Al actuar de forma autdcrina IL-18 regula la expresion del Fas-L y la produccion
intracelular de especies reactivas de oxigeno, con lo cual favorece el crecimiento
tumoral.”® La expresién del RNAm de IL-18 en lesiones premalignas no se puede
comparar con otros estudios debido a que no hay informacion al respecto, los
estudios realizados por otros autores es a nivel de proteina en diferentes estadios
de otros tipos de cancer: Naumnik y col., encontraron que pacientes con cancer
de pulmon poseen niveles séricos mas altos de la proteina IL-18 que los
pacientes sanos y fue significativamente mas alta en pacientes en etapa IV
(pacientes con metastasis) comparado con los de la etapa IlIB.*" Por otra parte,
Gunel y col., y Merendino y col., encontraron que los niveles séricos de la proteina
IL-18 fueron mas altos en pacientes con cancer de mama y metastasis
comparados con aquellos que no presentaron metastasis.®**® Los resultados de
estos estudios sugieren que la expresion de la proteina de IL-18 aumenta con la
gravedad de la patologia.*"**** Con base en nuestros resultados, y los hallazgos
reportados en otros tipos de cancer, podemos sugerir que la ausencia del RNAm
de la IL-18 probablemente esté jugando un papel importante en los eventos
tempranos de la carcinogénesis cervical por falta de respuesta inmunolégica de
tipo Th1 hacia la infeccion por VPH o hacia las células transformadas permitiendo
asi su progresion. En el caso de las muestras que si expresaron el mensaje es
probable que se encuentre activa la respuesta inmune celular para evitar la

progresion de las lesiones y la infeccién por VPH.

Del total de muestras que expresaron el RNAm de la IL-18, el 25.7% presentaron
una expresiéon minima, el 70.3% una expresion moderada y solo el 4% tuvieron
una expresion alta. Se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre las medianas obtenidas de la semicuantificacion del RNAm de la IL-18 entre
CN y LEIGB (p=0.028) y entre LEIGB y CaCU (p=0.042). Estos datos nos
sugieren que la disminucion de expresion del mensajero en lesiones premalignas
puede estar favoreciendo la progresiéon de la enfermedad, ya que no se encontré
diferencias entre las medianas de las lesiones precancerosas. Hasta el momento,
no hay reportes acerca de los niveles del RNAm de esta citocina en CaCU, sin
embargo, nuestros resultados concuerdan con Riedel y col.,, quienes no
encontraron diferencias significativas entre la expresion del RNAm de la IL-18 en

pacientes con carcinoma de células escamosas de cuello y cabeza en
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comparacién con sus controles sanos.* El andlisis de asociacién arrojé que existe
el riesgo de desarrollar LEIGB y LEIGA en ausencia del RNAm de la IL-18
probablemente por falta de respuesta inmunoldgica de tipo Th1 lo cual favorece la
progresion a cancer, sin embargo en CaCU la expresion del RNAm de IL-18
sugiere que la proteina es probablemente un factor que favorece el crecimiento

tumoral al modular el microambiente.

Solo el 5.7% de las muestras de CN expresaron la cadena a del receptor de la
IL-18, mientras que en lesiones premalignas y CaCU no se encontrd expresion de
este gen. Estos resultados se ven respaldados por otro estudio realizado en el
laboratorio de Investigacion Clinica por Padilla-Islas (datos no publicados).** quien
analizé las mismas muestras para buscar el RNAm de las 2 subunidades de
IL-12. Ninguna muestra de lesion intraepitelial y CaCU expresé el mensajero de
p35 ni de p40. Solo 9 muestras de CN expresaron el mensaje de IL-12p35 y 2
muestras el de IL-12p40; Las dos muestras que expresaron el RNAm de la IL-
18Ra expresaron el mensaje de IL-12p35 pero no de [L-12p40. Es posible que en
estas muestras los transcritos de p40 hubieran pasado a proteina y se secretaran
como |L-12p75 o como homodimero p40-p40, ambos capaces de unirse al
receptor de IL-12 y por lo tanto de inducir la expresion de IL-18Ra. La falta de
expresion de IL-18Ra en muestras de CN positivas a una de las cadenas de IL-
12, probablemente se deba a la falta de expresion del heterodimero funcional IL-
12p75. Se ha reportado que la produccion de IL-12 es un prerrequisito para la
expresion del IL-18R sobre la superficie de células T y NK. ?#%%3% | g capacidad de
IL-18 para favorecer la respuesta Th1 esta determinada por la expresion selectiva
del IL-18R sobre las células ThO y Th1, de manera que la falta de expresion del
mensajero de la IL-12 y de la cadena a del receptor de la IL-18, pueden sugerir
una modulacién negativa de la respuesta inmune Th1. Esta propuesta se respalda
por los estudios realizados por Carvajal-Franco (datos no publicados) * quien
analizé algunas muestras que inclui en mi estudio, y reporta que el 95% de
muestras con LEIGB, LEIGA y CaCU expresan el RNAm de TGF-B4, lo cual nos
podria sugerir la inmunosupresién en LEIGB, LEIGA y CaCU por esta citocina. La
inmunosupresion en CaCU ha sido fundamentada por otros autores como
Alcocer-Gonzalez y col., quienes informan que las muestras de cancer cervical,

presentan una expresion predominante de citocinas inmunosupresoras las cuales
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desregulan la respuesta inmune especifica de tumor.® La expresion de los 2
mensajeros en las muestras de CN probablemente se deba por que presentan

proceso inflamatorio.

Por otra parte, la respuesta inmune celular tiene un papel importante en el control
de las neoplasias asociadas a VPH, existen estudios que reportan reduccion de
los niveles de expresidon de citocinas tipo | en lesiones cervicales inducidas por
VPH. De las muestras analizadas en nuestro estudio, el 60% presentaron
infeccion por VPH y no expresaron el RNAm de la IL-18 y sélo el 25 %
presentaron tanto la infeccion por VPH como el mensajero de la IL-18. Estos
resultados concuerdan con los reportados por de Gruijl y col., quienes reportan
frecuencias bajas de expresion del RNAm de citocinas tipo | en el sitio de
infeccion de lesiones cervicales asociadas a VPH. En un estudio in vitro realizado
por Cho y col., observaron que la expresién del oncogén E6 del VPH 16 puede
evadir la immunovigilancia a través de la IL-18, sugiriendo que una vez que E6 se
une a IL-18, IL-18 puede ser degradada por via de la ubiquitinacion.”® Por otra
parte Lee y colaboradores (2001), a través de ensayos de competencia in vitro,
sugieren que las proteinas extracelulares E6 y E7 del VPH-16 pueden inhibir la
produccion local de IFN-y inducida por IL-18, al impedir la unién de la IL-18 a la
cadena a de su receptor inhibiendo los efectos de la cascada rio abajo que sigue
a la activacion del receptor de la IL-18. *® Por lo tanto, estos resultados apoyarian
la hipotesis de que es posible que el VPH esté modulando la respuesta
inmunologica de manera que favorezca su persistencia en el tejido epitelial,

contribuyendo asi a la patogénesis viral y a la carcinogénesis.
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CONCLUSIONES

1. La mayor proporcion de muestras que expresaron el mensajero de la IL-18
se observd en muestras de CN y CaCU y disminuye en lesiones
premalignas, no se detect6 el RNAm de la IL-18Ra en lesiones
precancerosas ni en CaCU. Solo el 5.7% de las muestras de CN
expresaron el mensajero de la IL-18Ra. Estos resultados sugieren una
modulacién negativa de la respuesta inmune Th1 en lesiones premalignas
y en CaCU.

2. Del total de las muestras que expresaron el RNAm de la IL-18, el 25.7%
presentaron una expresion minima, el 70.3% una expresion moderada y el
4% tuvieron una expresion alta. Los resultados sugieren que los niveles de
expresion del mensajero de esta citocina disminuyen significativamente en
las etapas premalignas del CaCu, lo que posiblemente se esté reflejando
en una falta de respuesta inmunolégica hacia la infeccion por VPH o hacia
las células en proceso de transformacion.

3. El analisis de asociacién indica que en ausencia del RNAm de la IL-18 hay
riesgo de desarrollar LEIGB y LEIGA, probablemente por falta de
respuesta inmunoldgica de tipo Th1 que favorece la progresién a cancer;
sin embargo, en CaCU la expresion del RNAm de IL-18 sugiere que la
proteina es probablemente un factor que favorece el crecimiento tumoral

4. El 60% de las muestras VPH positivas, no expresaron el mensajero de la
IL-18 y solamente el 25% de las muestras presentaron tanto la infeccion
por VPH como el mensajero de la IL-18. El 71% de las muestras que
fueron VPH-16 positivas, no expresaron el mensajero de la IL-18. Estos
hallazgos sugieren que probablemente el VPH 16 puede estar modulando
la respuesta desencadenada por esta citocina, a favor de la persistencia de

la infeccion y la lesion.

La falta de expresién del RNAm de la IL-18, y de IL-18Ra tanto en lesiones
precancerosas como en CaCU en conjunto nos sugieren una modulacién negativa
de la respuesta inmune Th1. Es probable también que la respuesta Th1 esté
abatida debido a niveles minimos de expresion de IL-18 e IL-18Ra y que ésta

alteracion se deba a las funciones atribuidas a la proteina E6 del VPH para
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modular la respuesta desencadenada por esta citocina, por lo que es importante

indagar los posibles mecanismos involucrados.

Perspectivas del trabajo.

Puesto que el estudio fue realizado a nivel de expresion del RNAm, surgen
inquietudes sobre la expresion de esta citocina en el proceso de la carcinogénesis
cervical: es importante investigar si el mensaje se esta traduciendo a proteina y
cual es el nivel de expresion de la IL-18 y la IL-18Ra en el espectro de citologia
normal a CaCU. Es primordial también saber si la proteina pro-IL-18 se esta
procesando a la forma madura, biolégicamente activa, para de esta forma saber

como se comporta la expresiéon de IL-18 en la historia natural del CaCU.
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