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Resumen Introduccién: la invasién y metastasis de los carcinomas es regulada por diferentes vias de sefiali-
zacion, algunas de las cuales (Wnt/beta catenina, TGFB-R] regulan la transicidn epitelio-mesénquima
(EMT).Enelcéancerde cuello uterino, la proteina E6 de los virus de papiloma humano de alto riesgo (HR-
HPV) desestabiliza las uniones adherentes, primer paso en el proceso invasivo. Objetivos: a) Investi-
gar EMT en el cancer de cuello uterino y b) Estudiar la expresién de beta catenina durante el proceso
de transformacién neoplésica, con relacién a la expresion de E6 de HR-HPV. Materiales y métodos: Se
utilizaron piezas quirdrgicas de cuellos uterinos de archivo con diversos cénceres y se practicé inmu-
nohistoquimica con anticuerpos anti Beta Catenina, Vimentina, Alfa-Actina de Misculo liso (aSMA] y
E6 de HPV 16/18. Resultados: Beta catenina: patrén periférico (membranoso) en los 2/3 superiores de
lesiones de bajo grado (LSIL) (12/12) y citoplasmatico en el 1/3 inferior. Negativa en adenocarcinoma
(Adenok) (15/15) y carcinoma pavimentoso (CaP) (25/25). Vimentina y aSMA: negativas en todas las
lesiones. E6 de HPV 16/18: positiva en las células epiteliales patoldgicas todas las muestras con HPV
16/18: adenocarcinoma in situ (AlS) 6/6, Adenok (11/11], Carcinoma pavimentoso (CaP) (9/9]). Con-
clusiones: la via Wnt/beta catenina y EMT no estan activados en los canceres de cuello uterino. E6 de
HR-HPV desestabiliza las uniones adherentes y desencadena los procesos invasivos. Probablemente,
la via EGFR/PI3K/AKT/mTOR completaria el proceso de malignizacidn; este item requiere continuar con
los estudios de los procesos de activacién de esta ruta.

Palabras clave: moléculas de adhesidn, EB, beta catenina, vimentina, alfa-actina de musculo liso,
EMT, via EGFR/PI3K/AKT/mTOR.

Abstract Introduction: The invasion and metastasis of carcinomas are regulated by different signaling
pathways, some of which (Wnt/beta catenin, TGFB-R) regulate the epithelial-mesenchymal transition

(EMT]. In cervical cancer, the E6 protein of the high-risk human papillomavirus (HPV) destabilizes ad-

herent junctions, the first step in the invasive process. Objectives: a] To investigate EMT in cervical

cancer and b) to study the expression of beta-catenin during the neoplastic transformation process,

in relation to E6 protein expression. Materials and methods: Surgical specimens from various cervical

cancers were used and immunohistochemistry was performed with antibodies to Beta catenin, Vimen-

tin, Alpha smooth Muscle Actin (aSMA] and E6 from HPV 16/18. Results: Beta catenin showed a peri-

pheral (membranous) pattern in the upper 2/3 of Low grade Squamous Intraepithelial Lesion (LSIL)

(12/12) and a cytoplasmic one in the lower 1/3. Negative in adenocarcinoma (Adenok) (15/15) and

Squamous carcinoma (25/25). Vimentin and o SMA were negative in all lesions. All pathological epithe-

lial cells were positive for HPV 16/18: adenocarcinoma in situ (AIS] 6/6, Adenok (11/11), Squamous

carcinoma (9/9). Conclusion: The Wnt / beta catenin pathway and EMT are not activated in cervical
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Introduccién

El cancer de cuello uterino se relaciona con la presencia
del virus del Papiloma Humano (HPV] (1]. La evolucién des-
de lesiones de bajo grado (LSIL) a carcinomas depende de
varias etapas, como la expresién de oncoproteinas virales
(E5/E6/E?), que aumentan el numero de receptores para el
factor de crecimiento epidérmico (EGFR] e interfieren con
las proteinas de genes supresores (p53/pRb] y la integra-
cion del ADN viral al ADN celular, ademés de los cambios
epigenéticos no del todo aclarados (2]. Sin embargo, en
el proceso invasivo deben activarse diferentes vias de se-
falizacién; las vias Wnt/Beta catenina y la del receptor del
factor de crecimiento tumoral beta (TGFB-R], entre otras.
Estas vias se encuentran activas en procesos de transicién
epitelio-mesénquima (EMT) y conducen a la invasién y pro-
pagacion de una variedad de carcinomas (3].

En otros canceres, entre ellos el carcinoma de cuello ute-
rino, se ha propuesto que podrian intervenir vias diferentes,
como EGFR/PI3K/AKT/mTOR (4). En todos los casos, la des-
estabilizacién de las uniones intercelulares es un hecho cla-
ve en laliberacién de las células neopldsicas para permitir la
invasién estromatica.

En el caso de Wnt/Beta catenina, la beta catenina, una
molécula intimamente ligada a la Cadherina E en las unio-
nes adherentes, se trasloca al ndcleo donde actda como un
poderoso factor de transcripcién, conduciendo a la célula a
su transformacién en tipo mesenquimatico y promoviendo
los mecanismos de EMT (5]. En el cancer de cuello uteri-
no, E6 de HPV de alto riesgo (HR-HPV) destruye la proteina
MAGI, relacionada con la Cadherina E, desestabilizando la
unién célula-célula (6).

El objetivo de este trabajo es a) Investigar si EMT se
desarrolla en el céncer de cuello uterino y b) Estudiar las
modificaciones de la expresién de beta catenina durante el
proceso de transformacién neopldsica, en relacién con la
expresion de E6 de HR-HPV.

Figura 1. Patron periférico de Beta catenina en EPE. Inmu-
nomarcacién y contraste con Hematoxilina- 400x.

Materiales y métodos

Se utilizaron piezas quirdrgicas de cuellos uterinos de
archivo, con una antigiiedad entre 7 y 35 afios con las si-
guientes patologias: lesién intraepitelial de bajo grado
(LSIL) (12), carcinoma pavimentoso (CaP) (25), adenocar-
cinoma in situ (AIS) (6), adenocarcinoma (Adenok]) (15].
Se practicé inmunohistoquimica con anticuerpos anti Beta
Catenina (1:200), Vimentina (1:150], Alfa-Actina de Mds-
culo liso (eSMA) (1:200] (Cell Marque — Rocklin, California,
USA) y E6 de HPV 16/18 (1:150] (Instituto Leloir, CA.B.A,
Argentina).

Los tacos de archivo conservan la antigenicidad de las
proteinas ensayadas por muchos afos, sélo dos casos en
que todos los anticuerpos fallaron en la deteccién de las
proteinas ensayadas fueron eliminados de la casuistica.
Ademds, la exposicion antigénica (ver mas abajo) permite
desenmascarar antigenos que de otra forma se perderian.

La tipificacién de las muestras para HPV fue realizada
con PCR y RealTime-PCR (gPCR].

Tipificacién de HPV

Los cortes de 7 pm de espesor de las piezas quirdrgicas
fueron desparafinados en xilol (20 minutos a 56 °C y 20 mi-
nutos a temperatura ambiente]. Cinco cortes de cada pieza
se utilizaron para extraer el ADN, usando el kit ADN HP PCR
Template Preparation (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN).
Se desarrollé amplificacién de ADN por qPCR utilizando Eva
Green como colorante fluorescente intercalante (KAPA HRM
FAST; Biosystems, Woburn, MA] con los siguientes primers:
beta actin fw 5 "-TGCGTGACATTAAGGAGAAG-3 “ and beta actin
rv 57-GCTCGTAGCTCTTCTCCA-3 *, que amplifican un fragmen-
to de 99 bp de beta actina humana, como control de extrac-
cion de ADN y de PCR.

La deteccién de HPV-16 y 18 fue realizada utilizando un
Rotor Gene Thermocycler (Qiagen, Hilden, Germany] con pri-
mers tipo-especificos para PCR (?].

Figura 2. Patron periférico-citoplasmatico de Beta catenina
en EPE. Inmunomarcacién y contraste con Hematoxilina-
400x.
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Figura 3. Beta catenina en AlS (izquierda) y en glandulas
endocervicales normales (derecha). Inmunomarcacion y
contraste con Hematoxilina- 400x.

Figura 4. Desaparicion de expresion de Beta catenina en
Adenok de endocervix. Inmunomarcacién y contraste con
Hematoxilina- 100x.

Inmunohistoquimica

Las piezas quirdrgicas fueron fijadas en formol al 5%, deshi-
dratadas en alcoholes de concentracion creciente, clarificadas
en xilol, embebidas en parafina, cortadas con micrétomo en
secciones de 2 — 4 pm y montadas en portaobjetos tratados
[Superfrost Plus-ESCO;Thermo Scientific-Erie Scientific Co.,
Portsmouth, NH). Después de ser desparafinizadas, fueron
hidratadas con alcoholes de concentracién decreciente, y so-
metidas a exposicién antigénica en buffer citrate pH 6,0; 30
minutos a 96 — 98 °C. Luego se enfriaron en el mismo buffer
por 20 minutos y se transfirieron a buffer fosfato pH 7,2 (PBS),
donde se realiz6 el bloqueo de |a peroxidase endégena y de los
antigenos inespecificos. Cada muestra fue incubada overnight
con los anticuerpos correspondientes, lavada con PBS, incu-
bada con HRP Streptavidin Label [CytoscanTM HRP detection
System; Cell Marque, Rocklin, CA) por 20 minutos, lavada con
PBS, incubada con Polyvalent Biotinilated Link (CytoscanTM
HRP detection System; Cell Marque) por 20 minutos, lavada
con PBS e incubada por 10 minutos con diaminobenzidina y
H,0,. El desarrollo de una coloracién parda indica la positividad
de lareaccién.

Figura 5. Desaparicion de expresion de Beta catenina en
CaP de cuello uterino. Inmunomarcacién y contraste con
Hematoxilina- 100x.

Como controles negativos se dispuso de biopsias de tejidos
pavimentosos o cilindricos normales de secciones en parafina
de cuello de utero removidos por patologias benignas.

Resultados

Beta catenina: presentd patrdn periférico (membranoso)
en EPE y en los 2/3 superiores de LSIL (12/12). Patrén cito-
plasmatico en el 1/3 inferior de LSIL (12/12]. Negativa en
endocervix y positiva en células de reserva endocervicales
y en AlS (6/6). Negativa en Adenok (15/15) y CaP (25/25)
(Figuras 1-5]).

Vimentina y olSMA fueron negativas en las células epite-
liales de las diversas patologias de todas las muestras estu-
diadas (LSIL, CaP, AlS, Adenok]. El estroma de los cortes his-
tolégicos, como se esperaba, expres6 ambos marcadores,
aunque con mayor intensidad_a.SMA (Figura 6).

E6 de HPV 16/18 fue positiva en las células epiteliales
de las diversas patologias en todas las muestras con HPV
16/18: AIS (6/6), Adenok (11/11], CaP (9/9) (Figuras 7-8).

Tipificacién de HPV: en todas las muestras estudiadas
fue detectado HR-HPV. En los casos portadores de HPV 16

Figura 6. a.SMA en CaP de cuello uterino. Inmunomarcacién
y contraste con Hematoxilina- 100x.
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Figura 7. E6 de HPV 16/18 en Adenok de endocervix. Inmu-
nomarcacién y contraste con Hematoxilina- 400x.
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Figura 8. E6 de HPV 16/18 en CaP de cuello uterino. Inmu-
nomarcacién y contraste con Hematoxilina- 800x.

y 18 se estudicd la expresién de la proteina E6, como se des-
cribe en el parrafo anterior. (9/25) CaP, (6/6) AISy (11/15)
Adenok expresaron HPV 16/18 (Tabla 1].

Discusién

Durante el proceso invasivo de un carcinoma, las células
neopldsicas deben perder sus uniones intercelulares para
permitir que la rigida estructura que caracteriza a los epite-
lios se debilite, permitiendo el pasaje celular a través de la
membrana basal al estroma subyacente. Entre las uniones
involucradas en la unién célula-célula se destaca la unién
adherente, formada por moléculas de Cadherina E, la que
ambas células vecinas expresan. El dominio intracelular de
esta molécula se une a beta catenina, que a su vez se re-
laciona con el citoesqueleto de actina. La desaparicién de
la Cadherina E trae como consecuencia la destruccién del
complejo Cad E/Beta catenina asociado a membrana (8).

En la transicion epitelio-mesénquima (EMT), demostra-
da en varios tipos de carcinomas, son activadas vias de se-
falizacién como Wnt/beta catenina o TGFB-R, que activan
diferentes factores de transcripcién como Snail, Twist, etc.,
que conducen el bloqueo de la expresién de marcadores epi-
teliales e inducen la sintesis de moléculas de mesénquima.
Las células cambian su citoesqueleto, que pierde su cito-
queratina y expresa vimentina, y ademas expresan molécu-
las como a.SMA, que contribuye a la movilidad celular (9).

Otro cambio importante es la produccién de metalopro-
teasas que destruyen la matriz extracelular, para facilitar
el avance de las células neoplasicas a través del estroma
(10). En la ruta Wnt/beta catenina, en ausencia de facto-
res Wnt activantes de los receptores de membrana Frizzled
(rutainhibida), la beta catenina permanece unida a Cadhe-
rina E, pero a suvez a un complejo dentro del cual la enzima
GSK-3[ se encarga de fosforilarla para que el exceso de esta
molécula sea continuamente eliminado en el proteosoma.
Cuando la via de sefalizacién Wnt/beta catenina se activa,
el complejo mencionado se desestabiliza y la beta catenina,
que deja de ser fosforilada, aumenta su concentracién en el
citoplasma hasta traslocarse al ndcleo, donde uniéndose a

otra molécula se convierte en un poderoso factor de trans-
cripcién que induce los tipicos cambios EMT. Al mismo tiem-
po, la Cadherina E va disminuyendo su sintesis para que las
uniones célula-célula se debiliten, favoreciendo el proceso
invasivo (11).

En este trabajo, el tipo de muestras analizadas permiten
estudiar el fendmeno EMT, puesto que observamos la inva-
sién del epitelio neopldsico al estroma subyacente.

Ninguno de los casos analizados mostré translocacién
nuclear de beta catenina, que es el gold estandar de la via
Wnt/beta catenina, por lo que se deduce que esta ruta no
estd activada en los canceres de cuello uterino.

De todas maneras, para investigar si existe EMT aunque
seaconducida por otra via, se analizd la expresién de marca-
dores mesenquimaticos en los tumores: vimentina y alSMA,
resultando negativos en todos los casos. Por lo tanto, des-
cartamos el fenédmeno EMT en carcinomas de cuello uterino.

Queda un punto importante para analizar, y son los cam-
bios de patron de beta catenina desde EPE hasta el carcino-
ma, y la relacién de la proteina E6 del HPV sobre la estabili-
dad de las uniones adherentes. La beta catenina mantiene
un patrén periférico (membranoso]) en las células del EPE,
en tanto que, en las primeras manifestaciones de la trans-
formacion de este epitelio, las lesiones de bajo grado o LSIL,
se observa un cambio en la distribucién de esta molécula,
que se expresa en el citoplasma de las células parabasales.
Este hallazgo implica la desestabilizacién de las uniones in-
tercelulares en las partes profundas del epitelio, lo que co-
rrelaciona con los cambios morfolégicos en el tercio inferior
de los epitelios pavimentosos de cuello uterino que caracte-
rizan a los LSILs, descriptos en las biopsias convencionales
(12). A diferencia del proceso EMT, la beta catenina desa-
parece en las lesiones avanzadas (céncer pavimentoso y
adenocarcinoma), perdiéndose totalmente la expresion ci-
toplasmatica; ademas, nunca es observada en nucleos.

Sino existe EMT en cancer de cuello uterino ¢ cual sera el
factor desencadenante de la desestabilizacién de las unio-
nes adherentes? Este interrogante podria responderse sise
tiene en cuenta que los materiales estudiados estaban in-
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Tabla 1. Marcadores en tejidos normales, pre-neoplasicos y neoplsicos de cuello uterino.

Marcadores EPE Endocervix LSIL CaP AlS Adenok
Vimentina Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
aSMA Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
BCatenina Positiva Negativa Positiva Negativa Positiva Negativa
(Membranoso) -2/3 superiores:

Membranoso

-1/3 inferior:

Citoplasmético

E6 (HPV 16/18]) Negativa Negativa Negativa Positiva Positiva Positiva

fectados por HR-HPV, donde existe una expresién constante
de proteinas oncogénicas virales (E5, E6, E7). E5 actda en
los primeros pasos de la carcinogénesis, interfiriendo con
el recambio de los receptores al factor de Crecimiento Epi-
dérmico, y como consecuencia aumenta el nimero de los
mismos en las membranas de las células neopldsicas (13).
Por su parte, E6 destruye a la proteina p53, y E7 hace lo pro-
pio con pRb, eliminando el control de los principales genes
supresores sobre la mitosis (14). Pero, ademds, entre otras
acciones, E6 de HPV 16/18 marca a hDIg (human disc lar-
ge), una proteina supresora de tumores que asi es degrada-
da, con lo cual se inestabilizan las uniones de E-Cadherina;
la desregulacién de estas estructuras conduce a la pérdida
de la adhesién de polaridad y a la proliferacién descontrola-
da (15). También HPV E6 degrada a homdlogos de la guani-
lato quinasa asociada a membranas (MAGUKs]): MAGI-2 and
MAGI-3. La degradacién de las MAGI perturba las uniones ad-
herentes, donde se encuentran E-Cad y beta catenina (16]).
El mecanismo es similar al descripto en apoptosis, donde
las caspasas son las que destruyen a las MAGI, con el resul-
tado de la separacién de las células (16).

En este trabajo, utilizando anticuerpos anti-E6 de HPV
16/18, se demostrd la expresion de esta proteina oncogé-
nica en todos los carcinomas infectados por estos tipos
virales, con lo cual se puede postular que la perturbacién
del patrén de beta catenina, liberandose al citoplasma para
desaparecer en las lesiones malignas, seria una consecuen-
cia de la actividad de E6 sobre ciertos componentes de las
uniones adherentes. Si a este hecho se agrega el aumento
de la expresién de EGFR descripto en carcinomas, y al alto
porcentaje de canceres de cuello uterino con mutaciones
del gen PIK3CA (17), se puede plantear que la via EGFR/
PI3K/AKT/mTOR (18] seria la responsable de la progresion
(invasion y metéstasis) de los carcinomas de cuello uteri-
no.

En los carcinomas de cuello uterino la proteina E6 de HR-
HPV desestabiliza las uniones adherentes, siendo este pro-
ceso fundamental para desencadenar el desarrollo de los
procesos invasivos. No se detecta EMT en los canceres de
cuello uterino, y la via Wnt/beta catenina no esta activada;

probablemente la via EGFR/PI3K/AKT/mTOR completaria el
proceso de malignizacién; este item requiere continuar con
los estudios de los procesos de activacién de esta ruta. El
conocimiento de la via de sefalizacién activada en cancer
de cuello uterino permitiria ensayar inhibidores para algu-
nos pasos fundamentales de la via responsable de la inva-
sién, con la posibilidad de convertirse, en un futuro, en dro-
gas para el tratamiento del cancer.
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