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RESUMEN

H carcinoma del cervix uterino es la principal causa de muerte por cancer en
las mujeres de nuestro pais. Es una neoplasia de origen multifactorial pero
estrechamente asociada a la infeccién por algunos tipos de virus del papiloma
humano. Se desconoce la participacién de los componentes del sistema inmune
en las diferentes etapas de la historia natural de este tumor. E! propésito de
este rabajo fue describir el patron de infiltracién, el nimero de células del
sistema inmune y el grado de expresidn de las moléculas de histocompatibitidad
clase in situ, en muestras cervicales de cada etapa de la historia natural de este
tumor. Para tal efecto, se emplearon ensayos con streptavidina-biotina v
peroxidasa -anti-peroxidasa en 41 muestras de tejidos cervicales de mujeres
normales, pacientes con lesiones intraepiteliales escamosas de grado bajo,alto y
tumores invasores cervicales, Los resultados no permitieron definir patrones
unicos de respuesta, pero si tendencias en cada grupo, la infeccién por VPH se
asocié a una disminucién en las células de Langerhans; por su parte el 50% de
los tumores invasores no expresaron moléculas de histocompatibilidad clase I.
En su conjunto los resultados nos indican que se requieren otros estudios y
estrategias para contestar las preguntas surgidas en este trabajo.
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'INTRODUCCION

El carcinoma de! cervix uterino es un problema de salud piblica en nuestro
pais, su etiologia es multifactorial, pero se a asociado a variables del
comportamiento sexual que predisponen a la transmisién de agentes
infecciosos como el virus del papiloma humano (VPH), en etapas inmaduras del
epitelio de la unién escamo-columnar { 1,3 ). Resalta la importancia de la
respuesta inmune en evidencias como una incidencia mas elevada de cancer
invasor y lesiones precursoras en mujeres con inmunodeficiencia,
principalmente celular ( 14,15 ). En forma general, se desconoce la
participacién de cada uno de los componentes del sistema inmune contra la
infeccidén viral por VPH, asi como contra células displasicas e invasoras del
cervix uterino. En particular, se desconoce el patrén de respuesta de las células
del sistema inmune a nivel local en las diferentes etapas de la historia natural
del carcinoma invasor del cervix uterino, y se desconoce también el grado de
expresiéon de las moléculas de histocompatibilidad clase I en las células
correspondientes a cada etapa de la historia natural del cancer del cervix( 20 ).
El propdsito de este trabajo de tesis fue describir el pawdn de infiltracién y el
nimero de células del sistema inmune por mm2 de tejido en muestras de
pacientes con carcinoma invasor y lesiones intraepiteliales escamosas del
cervix uterino; asi como el porcentaje de tumores invasores cervicales que no
expresan antigenos de histocompatibilidad clase 1. Para tal efectc, se estudiaron
muestras de tumores invasores, lesiones intraepiteliales de grado alto y bajo (
LIEGA y LIEGB ) y tejidos normales cervicales, mediante ensavos
inmunohistoquimicos con streptavidina-biotina y peroxidasa-anti-peroxidasa (
27,28).



ANTECEDENTES




ANTECEDENTES

Antecedentes generales del cancer de cervix uterino. El cdncer del
cervix uterino, representa casi la tercera parte de los tumores malignos que
ocurren en la mujer, en especial en la etapa mds productiva de la vida, donde la
incidencia global anual lega a un caso por mil mujeres { 1).

Los carcinomas escamosos de! cervix uterino, evolucionan a partdr de lesiones
intraepiteliales escamosas, en particular las clasificadas como de grado alto por
el sistema Bethesda, en un periodo variable de dempo.

Sistema Bethesda (1988) para el reporte y Diagnéstico Citolégico de
Anormalidades en las Células Escamosas del Cervix Uterino {2).
Células Escamosas atipicas Indeterminadas
Lesiones Intraepiteliales Escamosas { LIE )
Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Grado Bajo ( LIEGB )
{ Cambios Celulares Asociados a VPH )
( Displasia Leve / NIC 1)
Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Grado Alto ( LIEGA )
( Displasia Moderada / NIC 2)
{ Displasia Severa / NIC 3 )
( Carcinoma in situ 7/ NIC 3 )
Carcinoma invasor de Células Escamosas

La diversidad de factores de riesgo que se han asociado al cancer del cervix
uterino vy las evidencias experimentales en torno al mismo, sugieren una
etiologia multifactorial. Al respecto, sobresale la asociacién de variables del
comportamiento sexual que facilitan la transmisiéon de agentes infecciosos;
tales como el virus del papiloma humano tipe 16 y en menor grado 18, 31, 33

y 35 que
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se involucran en las lesiones intraepiteliales escamosas de grado
alto, caracterizadas por una deﬁciéncia en la maduracén epiteliual y un riesgo
elevado de progresar a cancer invasor. El genoma viral de los tipos 16 ¥ 18, se
ha identificado en el 70% de los carcinomas escamosos invasores del cervix, Se
ha observado también su integracion en el genoma de las células epiteiiales
provenientes de tumores invasores y de lineas de estirpe cervical ( 3,4 ).

Se ha reportado que los genes E6 y E7 de estos virus, son capaces de transformar
queratinocitos humanos y de inactivar a genes supresores ( anti-oncogenes )},
tales como el p33 v el gen supresor que se inactiva en ios retinoblastomas { 3,6 ).
Sin embargo, se ha sefialado que la infeccion con el virus del papiloma humano
es un factor importante pero insuficiente por si mismo en el desarrollo del
carcinoma invasor del cervix uterino ( 3 ). En este sentido, se han implicado a
otros factores de riesgo, tales como el tabaquismo { 7 ), uso de antconceptivos
orales ( 8 ), deficiencia de vitamina A ( 9 ), C ( 10}, v acido folico ( 11 }. En
forma interesante, se ha sefialado una incidencia mayor de cancer cervical en
pacientes inmunocomprometidas debido a quimioterapia o enfermedad de
Hodgkin ( 12 ); también se ha observado una frecuencia y recurrencia mayor
de lesiones intraepiteliales del cervix en mujeres infectadas con el virus de la
inmunodeficiencia humana que en la poblacién general ( 13,14 ). Incluso en
los Estados Unidos de Norteamérica la prevalencia de displasias cervicales es 10
veces mayor en pacientes infectadas con el VIH en relacién a la poblacién
normal; ademas a partir de diciembre de 1992 el CDC de Atlanta considera al
carcinoma cervical como otro criterio de S.IDA. ( 15).

Respuesta inmune contra los tumores. Fl principio fundamental de la
inmunologia de los tumores, se basa en la existencia de antigenos especificos
de los tumores que le permiten al sistema inmune reconocer a las células
cancerosas Como extrafias y montar una respuesta contra ellas. la existencia
de tales antigenos se demostré6 desde hace varias décadas en modelos
experimentales de tumores inducidos por agentes externos ( virus, agentes

quimicos y fisicos ).



Sin embargo, se habia dudado su presencia en tumores espontaneos, tanto en €l
hombre como en los animales. En los Gltimos afios, se han descrito cada vez
mas mutaciones en oncogenes, genes supresores u otras proteinas, motivadas
por translocaciones cromosdémicas, mutaciones puntuales, delesiénes internas o
inserciones virales en diferentes tumores humanos. Por lo menos en teoria,
algunas de estas proteinas mutadas tienen la capacidad de generar una
respuesta inmunolégica coatra las células tumorales que las exhiben ( 16 ). la
respuesta inmune contra los tumores puede ser inespecifica y estar mediada por
macrofagos, células asesinas paturales, células activadas por linfocinas y aun
por los componentes que participan en la respuesta inflamatoria; o puede ser
especifica y mediada por linfocitos B a través de la produccién de anticuerpos y
fijacion del complemento o citotoxicidad celular mediada por anticuerpos, o
mediada por linfocitos T a través de células citotoxicas y produccion de
citocinas. las evidencias en modelos experimentales y por otro lado en la
clinica sugieren gue la respuesta inmune celular mediada por los linfocitos T
es la respuesta efectora mas importante contra los tumores inmunogénicos ( 17
}. Los linfocitos T reconocen a los antigenos tumorales o virales en el contexto
de las moléculas de histocompatibilidad clase I, esto quiere decir que las células
tumorales o infectadas con virus deben expresar en forma correcta estas
moléculas en la superficie para que puedan ser reconocidas por el sistema
inmune celular ( 18 ). Por otro lado, las células tumorales que no expresan
estos antigenos de histocompatibilidad, pueden ser reconocidas y destruidas por
los linfocitos asesinos naturales o por las células activadas por linfocinas (19 ).

Se ha descrito en la literatura que la disminucién en la expresion de las
moléculas de histocompatibilidad clase I en-la superficie de las células
tumorales, tanto de algunos tumores humanos como murinos, se asocia a un
mayor grado de malignidad. Asi, se ha comunicado que en carcinomas de mama,
colon, vejiga urinaria y rifidn, mas del 54% de los tumores presentan
poblaciones celulares que si expresan los antigenos de histocompatbilidad clase
1, mientras que sus respectivas metdstasis en aproximadamente un 75% son
negativas ( 20 ).



Desde hace tiempo los patélogos han observado en diferentes tumores, la
asociacion entre el mayor grado de filtracién con células respectivas del
sistema inmune y un mayor prondstico. Se considera que la infiltracion por
células del sistema inmune, representa una expresion de la respuesta inmune
del huésped contra el tumor. Llas células que infiltran los tumores
corresponden a2 una poblacién celular heterogénea que son atraidas por
factores quimiotacticos y de adhesién celular. Sin embargo, se observan
deferencias importantes en base a la estirpe o variedad histolégica ( 17, 21, 22).

Respuesta inmune en cancer de cervix y lesiones precursoras.
Aparte de las evidencias en favor del papel del sistema inmune contra las
infecciones por papiloma virus y cancer cervical, aportadas por los estudios en
pacientes con inmunodeficiencias, Crum y colaboradores revisaron en 1991 los
problemas para abordar la patobiologia y respuesta inmune contra la infeccién
cervical por papilomavirus en particular desde el punto de vista serolégico y
del reconocimiento de los determinantes antigénicos virales ( 23 ). Ademds, se
han reportado otros estudios que no han contemplado todas las etapas de la
historia natural de este tumor. Asi, se ha comunicado en las lesiones
intraepiteliales escamosas con infeccion con el virus del papiloma humano: una
disminucién en el nimero de células de Langerhans intraepiteliales ( 24 ), un
aumento en los linfocitos granulares grandes a nivel local ( 25 ), pero una
disminuciéon de Ja actividad asesina natural en sangre ( 26 ).
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JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El carcinoma del cervix uterino es un problema de salud publica en nuestro
pais. la mayor incidencia de cancer invasor y lesiones intraepiteliales
escamosas del cervix uterino en paciente inmunocomprometidas, sugiere una
participacién importante del sistema inmune contra el desarrollo de este tumor;
sin embargo se desconoce el patrén de respuesta de las células del sistema
inmune a nivel local en las diferentes etapas de la historia natural del
carcinoma invasor del cervix uterino. Asi mismo no se conoce el grado de
expresion de las moléculas de histocompatibilidad clase I, en las mencionadas

etapas.
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HIPOTESIS

1. Los carcinomas invasores y lesiones intraepiteliales escamosas del cervix
uterino muestran un patrén definido de infiltracion de células del sistema
inmune, en cuanto a numero y poblacion celular

2. Una proporcién importante de tumores invasores del cervix uterino no
expresa moléculas de histocompatibilidad clase 1.
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OBJETIVOS

General

Describir el patron de infiltracion de células del sistema inmune Vv expresién de
los antigenos de histocompatibilidad clase I, en muestras de pacientes con
carcinoma invasor y lesiones intraepiteliales escamosas dei cervix uterino.

Particulares

1. Describir el patrén de respuesta y numero de linfocitos T CD3+, CD4+, CD8+:
linfocitos B CD19+, magrofagos CD68+ y células de Langerhans positivas al

antigeno 5-100a+, por mm2 de tejido en muestras de cancer invasor del cervix y
lesiones precursoras.’

2. Definir el porcentaje de tumores ‘que no expresan moléculas de
histocompatibilidad clase 1, en muestras de carcinomas invasores del cervix
uterino
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MATERIAL Y METODOS

Plan general.- Tomando en cuenta los resultados de las citologias
exfoliativas ( En acuerdo al sistema Bethesda ), criterios de inclusién y
exclusioén, asi como las consideraciones éticas, se tomaron biopsias de cervix a
mujeres clasificadas en los siguientes grupos { confirmadas por estudios
histopatologicos }: Normales, LIEGB, LIEGA v Ca Invasor, para describir el
patrén v numero de células reactivas del sistema inmune ( CD3+, CD4+, CD8+,
CD19+, CD68+ y S-100a+ ) por mm?2 de tejido vy el porcentaje de muestras
positivas a los antigenos de histocompatibilidad clase I, mediante ensayos
inmuno-histoquimicos, empleando los sistemas streptavidina-biotina o

peroxidasa-antiperoxidasa.

Pacientes.- H estudio se realiz6 en un total de 41 pacientes de los servicios de
Ginecologia v Anatomia Patologica del Nuevo Hospital Civil de Guadalajara, se
incluyeron mujeres de 20 a 60 afos de edad, de condicién sociocecondomica baja y
de residencia en el occidente del pais en los ulimos 10 afos; se excluyé de la
investigacién a las pacientes que recibieron quimioterapia, radioterapia,
drogas inmunosupresoras y/o datos clinicos, laboratoriales o de gabinete que
sugirieron otras neoplasias, infeccién por VIH, estados inmunodeficiencia,
enfermedades autoinmunes e infecciones cervicovaginales; también se
excluyeron mujeres enbarazadas. En acuerdo al sistema Bethesda para el
reporte citolégico del cervix uterino, se estudiaron 10 pacientes con el
diagnostico de LIEGB, 10 con LIEGA, 11 con carcinoma invasor ( 10 escamosos y
1 adenocarcinoma ) { INV ), finalmente 10 mujeres con citologia normal que
cumplieron los mismos criterios de inclusién y exclusién de los grupos
anterjores ¥y a las cuales se les extirpd el dtero por condiciones benignas que no
implicaron patologia cervical. En todos los casos el diagnostico se corroboré
mediante los estudios histopatologicos.
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Consideraciones Eticas.- Se informé ampliamente a las integrantes de este
estudio el motivo de la investigacién y la importancia de su participacion.
Después de su aprobacion por escrito se hicieron las tomas de las muesturas que
en todos los casos formaron parte del procedimiento diagnéstico y/0 terapeutico
reatizado en los servicios de Ginecologia y Anatomia Patologica del Nuevo
Hospital Civil de Guadalajara.

Muestras.- Se tomdé una biopsia del tumor o tejido cervical, de
aproximadamente 100 a 150 mg de peso himedo, la cual se dividié en dos
fragmentos; uno para estudios histolégicos de rutina, y el otro se incluy6 en
Tissue OTC ( Amies Laboratories ) y se preservé a -70 °C hasta que se realizaron
los cortes de tejidos. Asi mismo se tomaron muestras de secrecién vaginal,
endocervical v ectocervical para anadlisis en fresco, cultivo bacteriolégico (
gelosa sangre y gelosa chocolate ) y micolégico ( Saboraud ),
inmunofluorescencia directa para Chlamydia trachomatis (Syva Company ),
para excluir a las pacientes con microorganismos patogenos { excepto pacientes
positivas al  VPH ). También, se tomaron 5 ml de sangre venosa sin
anticoagulante en tubo al vacio, con la finalidad de obtener el suero para la
determinacion de andcuerpos contra VIH 1y 2 ( Testpack, Abbott Laboratories
) ¥ descartar a las mujeres seropositivas .

Ensayos inmuno-histoquimicos con streptavidina-biotina.

A partr de las muestras de igjidos incluidos en tissue OTC, se realizaron cortes
de 5 a 7 um de grosor en criostato. Después de fijar los cortes ( portaobjetos ) en
ecetona durante 2 minutos, se lavaron por inmersiéon en una solucién Tris-
fosfato 0.050 M pH 7.2 ( solucién lavadora ); para enseguida bloquear la
actividad de peroxidasa enddégena, mediante peréxido de hidréogeno al 3%
durante 5 minutos a temperatura ambiente. E bloqueo de la union inespecifica
a proteinas se realizé con suero de cabra no inmune estandarizado para este
fin. Para identificar a las células infiltrantes se incubaron anticuerpos
monoclonales contra: CD3 ( 1: 100 ), CD4( 1:20), CD8 ( 1:20), CD19( 1:25 )y CD
68 ( 1: 75 ) ( Dako Corporation ) y para la observacién de los antigenos de
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histocompatibilidad clase 1: anticuerpo monoclonal anti-antigeno HLA clase 1
humano ( 1: 100 ) ( Dako Corporation ) a las diluciones sefialadas en los
paréntesis, durante 20 minutos a temperatura ambiente; seguido de un lavado e
incubacion durante 20 minutos con anticuerpos biotinilados de cerdo contra
inmunogiobulinas de ratén ( Dako Corporation ). Después de oto lavado se
incubaron las muestras con streptavidina conjugada con peroxidasa durante el
mismo lapso de tiempo, ¥ oo lavado e incubacién con 3-amino-9-etilcarbazol
en N,N dimetil-formamida y perdxido de hidrégeno al 0.3% por 20 minutos a la
femperatura ambiente. Finalmente se lavaron los cortes en agua
desmineralizada, se contratiieron en hemartoxilina de. Maver y se montaron en
gelatina-glicerol. la observacién se realizé en un microscopio de Juz con un
lente para medicion morfoldgica ( Carl Zeisé, Alemania ) por 3 personas
diferentes en la cual se observé que las células tomaron una coloracién roja .
Como control negativo se empled suero no inmune de ratdon y como positivos,
muesiras con células de cada antigeno ( 27 ).

Ensayos inmuno-histoquimicos con peroxidasa-antiperoxidasa. Fl
proceso de fijacién v bloqueo fue similar al descrito para la técnica anterior.
Para identificar las células de Langerhans se incubaron los cortes de tejido con
anticuerpos policlonales prediluidos ( de conejo contra la proteina $-100a o
antigenos del papiloma ) toda la noche a 4 °C. Después de un lavado en Tris-
fosfatos 0.050 M pH 7.2 durante 5 minutos, se cubrieron las muestras con
anticuerpos porcinos contra inmunoglobulina de conejo durante 20 minutos a
temperatura ambiente, seguido de lavado e incubacién con anticuerpos de
conejo anti-peroxidasa ligados a peroxidasa de rabano por otro periodo igual de
tiempo. Después de otro lavado, se agregé el substrato ( 3-amino-9-etlcarbazol
en NN dimetil-formamida y peréxido de hidrégeno al 0.3% ) y se incubd 10
minutos al ambiente ( Dako PAP Kit system 40, Dako Corporation ). la
preparacion final de las laminillas y su lectura fue similar a la descrita con
streptavidina-biotina ( 28 ).
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Analisis Estadistico. Fl numero de células positivas a los diferentes
antgenaos se reportd como el promedio +- error estandar por mm?2 de tejido, los
resultados de los 4 grupos de estudio se realizaron mediante la prueba de U
Mann-Whitney.
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RESULTADOS

En acuerdo a los criterios de inclusion y exclusién del proyecto, resultados
histopatologicos y consideraciones éticas, se seleccionaron 11 mujeres con
tumores cervicales invasores y 10 de cada grupo restante, de un total de 85
mujeres registradas. El promedio de edad fue similar en los 4 grupos ( cercano a
los 40 afios ), con rangos de 30 a 65 afios de edad. Todas las pacientes con
tumores invasores escamosos, correspondieron a carcinoma epidermoide
inifasor de células grandes no queratinizantes moderadamente diferenciado,
mientras que el adenocarcinoma fue del tipo papilar bien diferenciado. Por su
parte de las lesiones intraepiteliales de Grado Alto, el 50% correspondi6 a Ca
in situ; el 29 % a displasias severas y el 21 % a displasias moderadas. En el
60 % de las Lesiones de Grado Alto, se encontraron evidencias histopatolégicas
y presencia de antigeno del virus del papiloma ( fotografia N° 1 ), contra el 70
% de las de Grado Bajo que en todos los casos correspondieron a displasias leves.

Células de Langerhans S-100a+. En la figura 1, se observa que no hay una
diferencia significativa en el namero de células de langerhans por mm2 de
tejido al comparar el epitelio ectocervical normal con el epitelio de LIEGE,
LIEGA y epitelio ectocervical adyacente a tumores invasores a tumores
invasores. Sin embargo al separar las LIEGB y LIEGA en positivas ¥ negativas
respecto a evidencias citolégicas e inmunolégicas de infeccién por virus del
papiloma bumano, se observé um comportamiento bimodal, donde la
presencia de cambios displasicos sin infeccién con este virus se asocia a un
incremento significativo del nimero de células de langerhans por mm2 de
tejido ( LIEGB : 47.39 1+ 14.84 ; LIEGA : 45.20 + 8.34 )en contraste con una
disminucion en las lesiones displasicas con evidencias de infecciébn por
papilomavirus ( LIEGB : 10.76 + 2.53; LIEGA: 10.20 +3.13 ) en comparacion a los
tejidos normales ( figura N° 2 ),
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Linfocitos T CD3+ y sus subpoblaciones CD4+ y CD8+. En el epitelio
ectocervical v estroma de las muestras normales del cervix, se observan muy
escasos linfocitos T y sus subpoblaciones CD4+ y CD8+ . En tanto, en las LIEGB se
observa 8 veces mas linfocitos CD3+ , principalmente CD4 + ( fotografia N°2) y
en menor grado CD8+ sin un patréon general v principalmente en el estroma
subyacente, se apreciaron algunos agregados focales y otros en forma difusa.
También en las LIEGA se observé un incremento equivalente, principalmente
en el estroma subyacente, pero con un predominio no significativa de células
CD8+ en relacion a CD4+ en patrones con predominio focal sobre los difusos. En
los casos de Ca in situ, se observé un infiltrado en banda de linfocitos CD4+
subyacente al epitelio cervical ( fotografia N° 3 ). En los cortes de tumores
invasores se observé una mayor variabilidad en cuanto al nimero y pawén de
c€lulas infiltrantes T, con un predominio de células CD4+ ( patréon difuso )
sobre CD8+ ( patrén focal ) entre las células tumorales ( fotografia N°4) y
zonas adyacentes del estroma ( datos sumarizados en la figura 3).

Linfocitos B CD19+. Se observan escasos linfocitos B en forma aislada, en
el estroma subyacente al epitelio ectocervical de tejidos normales. Por su parte
en las LIEGB se observa en promedio aproximadamente 10 veces mds células
CD19+ con pau"én focal ( fotografia N° 5 ) y una variacién importante entre
una muestra y otra. En las HEGA y tumores invasores, se observa un numero
intermedio de estas células en relacion al grupo normal y LIEGB, con patrén
difuso en LIEGA y focal entre las células tumorales invasoras ( figura 4 ).

Macrofagos CD68+. Se observaron escasos macréfagos en el estroma de los
tejidos normales del cervix, mientras que en las LIEGB se apreciéd un promedio
de aproximadamente 30 veces mas macrofagos en patrones difusos y en menor
grado focal en el estroma subyacente al epitelio ectocervical ( fotagrafia 6 ).
Por su parte en las LIEGA y tumores invasores se cuantificaron promedios
intermedios de macréfagos con un predominio de patrén focal.  Es importante
mencionar que la variacién entre las muestras fue alta en rodos los grupos (
figura N° 4 ).
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Expresidn de antigenos de histocompatibilidad clase L. En las
muestras de tejidos normales, se observé un marcaje intenso en e} ectocervix (
fotografia N° 7 ), endocervix, endotelio de vasos sanguineos y células del
estroma. En algunas muestras de LIEGB ( 30% ) se not6 un marcaje irregular en
la zona profunda ( fotografia N° 8 ). El 50 % de los tumores invasores estudiados,
no expresaron antigenos de histocompatibilidad clase 1, o lo expresaron
solamente en algunos segmentos de los tejidos malignos ( fotografia N° 9 ).



FIGURAS Y FOTOS




Fig 2 Células de Langerhans en tejidos
con LIE de acuerdo a la infeccién o no
con virus del papiloma.
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Fig 1. Células de Langerhans en tejidos
con cdancer cervical invasor vy lesiones
precursordas.
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Fig 3 Subpoblaciones de linfocitos T
en tejidos con cdncer cervical invasor
Y lesiones precursoras.
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Fig 4 Linfocitos B y macréfagos en
tejidos con cancer cervical invasor y
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FOTON®. 1 Se observa epitelio cervical con LIEGA, donde se aprecian células
positivas a antigenos del virus del papiloma con un patrén nuclear (aumento
10) Nota: sin contratincion de Hematoxilina de Mayer.
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FOTO N° 2 Se observa en el estroma un infiltrado difuso de linfocitos CD4 +
entre las glandulas endocervicales de un epitelio con LIEGB ( aumento 10 x ).
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FOTO N°. 3 Se observa un epitelio cervical con displasia leve, ( adyacente a un
Ca in situ ) en el cual se observa un infiltrado er banda de linfocitos CD4+ en

el estroma subyacente {( aumento 10 x ).

“ o
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FOTO N° 4 Se observan 3 linfocitos CD4+ entre los cordones de células de un
tumor invasor del cervix ( aumento 40 x ).
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FOTO N°. 5 Se observa un infiltrade inflamatorio focal, de células
estroma subyacente a un epitelio con LIEGB ( aumento 40 x ).

CD19+ en el

—
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FOTO N°. 6 Se observa un infiltrado inflamatorio difuso donde se aprecian

macrofagos { células CD68+ ) en el estroma subyacente de un epitelio cervical
con LIEGB ( aumento 40 x ).
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FOTO N° 7 Se observa un epxteho cervical sin alteraciones morfolégicas,
donde se aprecia un marcaje y distribucién normal de los antigenos de
histocompatibilidad clase I, con una disminucioén en la intensidad a medida que
maduran las células hacia la superficie ( aumento 40 x ).
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FOTO N°. 8 Se observa un epitelio cervical con una zona profunda de LIEGB,
donde se observa un marcaje irregular de los antigenos de histocompatbilidad
clase I, mientras que en la zona superficial el marcaje es regular ( aumento 20 x

}e
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FOTO N°. 9 Se observan células tumorales de un carcinoma invasor del cervix,
que no expresan antigenos de histocompatibilidad clase I, nétese el
polimorfismo, hipercromasia y dicariosis { aumento 20 x ).



DISCUSION
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DISCUSION

Los controles negativos y positivos que se emplearon cada véz que se realizaron
los procedimientos inmunohistoquimicos con - streptavidina-biotina y
peroxidasa-anti-peroxidasa, aseguraron un adecuado control de calidad, ya que
en ningin caso se observé un control falso positivo o negativo. Es importante
resaltar que se observo una variabilidad importante entre una muestra y otra,
ann dentro del mismo grupo de estudio, lo cual refleja la variabilidad biologica
de las mujeres estudiadas y la participaciéon de agentes externos que no fue
posible controlar, a pesar de que se excluyéron los casos que presentaron
agentes patdgenos en los estudios microbioldgicos. Si bien, no se observé una
diferencia significativa global del numero de células de Langerhans por mm2
de tejido entre los cuatro grupos estudiados, al separar las LIE como positivas o
negativas a la infeccién por virus del papiloma humano, resultdé una
disminuciéon significativa en las muestras positivas en contraste a un
importante aumento en los tejidos displasicos sin evidencia de una infeccién
productiva por papilomavirus. Desconocemos el significado de estos hallazgos,
pero datos similares fueron publicados por McArdle y Colaboradores; estos
autores sugieren que el aumento de las células de Langerhans podria
corresponder a una forma de respuesta contra neoantigenos en las células
displasicas ya que no presentan una infeccién por papilomavirus activa, pero
que tal véz progresan hacia cancer invasor ( 24). Resulta interesante que los
hombres con infeccién genital por papilomavirus, presentan una disminucién
de estas células en el epitelio del pene, pero retornan a cifras normales después
del tratamiento con 5-fluoracilo ( 29 ). Sin lugar a duda, las células de
Langerhans re presentan un componente fundamental en el procesamiento y
en la presentacion de antigenos a los linfocitos T en la piel y mucosas,
particularmente ante la presencia de interleucina 1 y del factor estimulante de
colonias de granulocitos ¥ macrofagos ( 30 ), lo que sugiere que
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su disminucién durante la infeccion por papilomavirus podria ocasionar una

pobre respuesta inmune celular.

Resulta dificil establecer un patrén unico de respuesta de linfocitos T, By
macréfagos en el cancer del cervix uterino y lesiones precursoras, sin
embargo tamando en su conjunto los resultados, nos sugieren que en las LIEGB,
predomina un tipo de respuesta inflamatoria a base se macrofagos, linfocitos B
y linfocitos T inductores/ cooperadores que pudieran mediar la reaccion
contra diferentes tipos de agentes, tanto virus { cualquiera de los tipos de VPH
que infectan el tracto genital femenino }, tal véz bacterias no consideradas
patégenas clasicas, va que excluimos a las muestras positivas a microorganismos
patogenos u otros microorganismos no detectados por nuestros sistemas.
Contrasta la respuesta en las LIEGA, donde predominan los macréfagos y células
CD8+, tal véz en respuesta citotoxica contra los cambios antigénicos a nivel de
membrana que acompaifian a las displasias mas avanzadas e infecciones virales
por los tipos del VPH que se asocian a estas lesiones. Por su parte resulta
interesante el infiltrado en banda de células CD4+ inmediatamente subyacente
al epitelio en los Ca in situ, como si fuera una barrera para que no atraviesen
las células tumorales la membrana de basamento. Finalmente en los tumores
invasores se observa una respuesta variable de macréfagos y células CD4+ y
escasa participacién CD8+ . En un ardculo en Japonés, del cual se obtuvo un
resumen en inglés { 31 ), se sedala que en los tumores invasores cervicales
predominan los linfocitos CD4+, similar a lo reportado en este trabajo, sin
embargo, al parecer no estudiaron lesiones precursoras ni investigaron
linfocitos B, macréfagos o células de Langerhans. Otros estudios se han
interesado en la participaciéon de las células asesinas naturales y se ha
reportado que estas células se encuentran presentes en las infecciones
cervicales por VPH y displasias, sin embargo lineas cervicales infectadas por
VPH, son resistentes a la actividad de estas células y sensibles a las células
activadas por linfocinas - { 32 ). Lo anterior sugiere la importancia de la
participacién de células productoras de linfocinas que entre otras funciones
pudieran generar celulas activadas por linfocinas in vivo.
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la inexpresion de los antigenos de de histocompatibilidad clase 1 en el 50 % de
los tumores invasores del cervix, nos sefiala que sus células malignas no tienen
la oportunidad de ser reconocidas como extrainas por los linfocitos T.
Desconocemos si los tumores que no expresaron estos antigenos, tienen un
comportamiento mas agresivo como ha sido reportado en la literatura con
otros tumores ( 20 ). Por otro lado se ha reportado que el 80.8% al 83% de los
tumores invasores cervicales expresan en forma aberrante antigenos de
histocompatibilidad clase II, sin conocerse su repercusién bicldgica ( 31, 33 ).
Probablemente uno de los hallazgos mas interesantes de este trabajo, se refiere
al marcaje irregular de los antigenos de histocompatibilidad clase I, en las
lesiones precursoras particularmente en las zonas profundas, lo cual sugiere
que aun antes del establecimiento de los tumores invasores, va se han generado
cambios que pudieran involucrar dificultades en el reconocimiento antigenico
por la respuesta inmune celular, mediada por los linfocitos T .

Tomando en su conjunto nuestros resultados, consideramos que se han
generados mas preguntas que respuestas, en relacién a la respuesta inmune
contra el cancer cervical y lesiones precursoras, por ejemplo ;los linfocitos
reactivos en los tumores invasores y lesiones precursoras cervicales,
presentan actividad citotdxica contra células tumorales o infectadas por VPH? ;
icual es el papel de las diferentes citocinas en esta respuesta inmunolégica? ;la
inexpresién de las moléculas de histocompatibilidad clase 1, en este tumor se
asocia a mayor agresividad y mal pronodstico?; jes factible el desarrolio de
vacunas contra VPH que prevengan el cancer cervical?, entre otra preguntas
que son fundamentales en el conocimiento de la historia natural completa del
cancer de cervix uterino ¥ de su prevencién y tratamiento.




CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1. Se observ6 una variabilidad importante en el niimero de células / mm2 entre
las muetras de un mismo grupo, principalmente en cancer cervical.

2. No se pudo definir patrones tUnicos de respuesta de células del sistema
inmune en cancer cervical y lesiones precursoras, pero si tendencias en cada

grupo estudiado.

3. Dentro de las lesiones precursoras se observo que la presencia de infeccién
ectiva por papilomavirus, se asocié6 a una disminucion significativa de las
células de Langerhans en comparacién a las lesiones sin manifestaciones
activas de infeccidn.

4. E1 50 % de los tumores invasores del cervix uterino, no expresa moléculas de
histocompatibilidad clase 1.

5. En las lesiones precursoras, principalmente LIEGA, se aprecia una
disminucién

en la intensidad de los antigenos de histocompatibilidad clase 1.

6. Se requieren otros estudios y estrategias para contestar las interrogantes
que no se contestaron en este estudio.
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