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RESUMEN

Antecedentes. La inflamacién crénica juega un papel importante en la
carcinogénesis cervical mediada por los VPH-AR. Estudios recientes muestran
gue la infeccion por VPH-AR activa enzimas pro-inflamatorias como las
ciclooxigenasas (Cox-1 y Cox-2) que conducen a la formacién de prostaglandinas,
las cuales a su vez estan involucradas en diversos mecanismos carcinogenicos:
inhibicion de la apoptosis, proliferacion celular, modulacion de la adhesién celular,
estimulacion de la angiogénesis e inmunosupresion. A pesar de las evidencias
existentes de la sobre-expresion de Cox-1 y Cox-2 en céncer cervical, se
desconoce cual es su implicacibn en etapas tempranas de la carcinogénesis
cervical y su posible asociacién con la infeccion por VPH.

Objetivo. Evaluar el nivel de expresion del mRNA de Cox-1 y Cox-2 en citologias
sin LEIl / VPH negativas, citologias sin LEI / VPH positivas, LEIBG y su asociacién
con el VPH.

Material y métodos. La expresion del mRNA de Cox-1 y Cox-2 se determiné
mediante RT-PCR semicuantitativa, en 90 muestras de citologias
cervicovaginales procedentes del Laboratorio de Citopatologia de la Unidad
Académica de Ciencias Quimico-Bioldgicas, Chilpancingo, Gro. Para el analisis
estadistico se utilizo la prueba de Anova de una via y la prueba de Bonferroni.
Resultados. Se encontré asociacion estadisticamente significativa de la expresion
del mRNA de Cox-1y Cox-2 con las LEIBG (p=0.001 y p=0.01) respectivamente,
también se encontré asociacion de la expresiéon del mRNA de Cox-1 con los
VPH-BR (p=0.017) y la expresion del mRNA de Cox-2 con los VPH-AR (p=0.001)
Conclusiones. Los mRNA de Cox-1 y Cox-2 son sobre-expresados en LEIBG.
Cox-2 molécula potencial como biomarcador celular de lesion temprana, ademas
gue es asociado con la infeccion del virus del papiloma humano de alto riesgo

oncogeénico.

Palabras clave. Cancer cervical, LEI, LEIBG, inflamacién, Cox-1, Cox-2, VPH



ABSTRACT

Background. Chronic inflammation plays an important role in HR-HPV associated
cervical carcinogenesis. Recent studies show that HR-HPV infection activates
proinflammatory enzymes such as cyclooxygenases (Cox-1 y Cox-2), leading to
the formation of prostaglandins, which are involved in different cancer mechanisms
such as: apoptosis inhibition, cellular proliferation, modulation of cellular adhesion,
stimulation of angiogenesis and immunosuppression. Despite the evidences about
the effects of Cox-1 and Cox-2 overexpression in cervical cancer, there no
evidence for their role in early stages carcinogenesis and its possible association
to HPV infection.

Objective. Evaluate the level of expression of the mRNA of Cox-1 and Cox-2 in
cytologies without SIL and without HPV, cytologies without SIL with HPV, LSIL
and its association with the HPV.

Method. The mMRNA expression of Cox-1 and Cox-2 was determined by
semiquantitative RT-PCR, in 90 samples of cervicovaginal cytologies obtained at
the Cytopathology Laboratory in the Chemical and Biological Sciences Faculty of
Chilpancingo, Gro. Statistic analysis where done using the One-way Anova test
and Bonferroni test.

Results. We found a statistically significant association between Cox-1 and Cox-2
MRNA expression and the LSIL (p=0.001 and p=0.01, respectively). We also found
an association between Cox-1 mRNA expression and LR-HPV infection (p=0.017),
and between Cox-2 mRNA expression with HR-HPV infection (p=0.001).
Conclusions. The mRNA of the Cox-1 and Cox-2 are overexpressed in LSIL. Cox-
2 is a potential biomarker for early lesions as it is associated with the infection by

oncogenic high risk human papillomavirus.

Key Words. cervical cancer, SIL, HSIL, Inflammation, HPV, Cox-1, Cox-2



INTRODUCCION

En la actualidad el cancer cervical sigue siendo un grave problema de
mortalidad entre la poblacion femenina a nivel mundial, en México datos
mostrados por la SSA en el 2009 muestran al cancer cervical como la segunda
causa de muerte entre la poblacion de 25 afios y mas. En el estado de Guerrero la
tasa de mortalidad en este mismo afio para cancer cervical fue de 14.1
defunciones por cada 100 mil mujeres en el rango de edad 25 afios 0 mas (SSA,
20009).

De acuerdo a estudios epidemiolégicos, inmunoquimicos y clinicos, se
afirma la relacion entre la patogénesis del cancer cervical con el Virus de Papiloma
Humano (VPH), virus que se adquiere por transmision sexual (Grm et al., 2009).
Muchas mujeres son infectadas rapidamente después de su primera relacion
sexual y con un alta prevalencia en mujeres menores de 25 afos de edad
(Woodman et al., 2007). De estas mujeres, hasta un 25% desarrollan Lesiones
Escamosas Intraepiteliales de Bajo Grado (LEIBG). No obstante, el 90-95% de las
infecciones se resuelven espontdneamente, sin  ningun tratamiento. La
persistencia del VPH ocurre en un 5% en las mujeres de mas de 35 afios, este
subgrupo tiene un mayor riesgo de desarrollar Lesiones Escamosas
Intraepiteliales de Alto Grado (LEIGA) y cancer cervical (L. Rincon O, 2007)

En el desarrollo a cancer cervical se considera al VPH como una causa
necesaria, pero no suficiente para la progresion a cancer, pues se requieren otros
factores y co-factores para que un porcentaje de infecciones persistentes por VPH
logre en algun momento progresar y dar lugar al cdncer (Motoyama et al., 2004;
Sanchez-Hernandez et al., 2005).

Dentro de este grupo de factores y co-factores que han sido asociados con
el riesgo de cancer cervical, incluyen factores exdgenos como el habito de fumar y
el uso prolongado de anticonceptivos orales, asi también factores endégenos que
incluyen la respuesta inmune, genéticos, inicio de vida sexual, edad y la
multiparidad (Castle, 2004). Estos factores pueden actuar incrementando la

persistencia viral via inmunosupresion o pueden causar dafio directo al tejido que



incrementa la predileccion para el desarrollo de una LEIAG. Entre el grupo de
co-factores encontramos las infecciones del tracto genital (por ej. Chlamydia
trachomatis y el virus del herpes simple tipo Il), inflamacién cervical y factores
nutricionales han sido sugeridos basandose en evidencia epidemioldgica (Castle y
Giuliano, 2003).

Estas co-infecciones inducen una respuesta inflamatoria que determinara
con el tiempo y la respuesta inmune el tipo de inflamacién (aguda o cronica).
Citocinas pro-inflamatorias como IL-1(3, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a y proteasas son
liberadas por células polimorfonucleares y macrofagos en el tejido epitelial
(Germano et al., 2008). La activacion de macrofagos y neutréfilos resulta en la
produccién de moléculas altamente reactivas que dafan las células debido a la
peroxidacion lipidica, la oxidacion de proteinas y del DNA. El 6xido nitrico (NO)
generado por la 6xido nitrico sintetasa inducible (iINOS) puede convertirse en
radicales libres alterando la sintesis del DNA y proteinas. El anién superéxido (0%)
generado por los neutréfilos dafia al DNA a través de la formacion de aductos
(Gonda et al., 2009). Estudios recientes muestran que la infeccién por los VPH-
AR, activan a enzimas pro-inflamatorias como la fosfolipasa A, y a las
ciclooxigenasas Cox-1 y Cox-2, que conducen a la formacién de prostaglandinas y
que a su vez estan involucradas en diversos mecanismos carcinogénicos:
inhibicion de la apoptosis, modulacion de la adhesion celular, estimulacién de la
angiogénesis e inmunosupresion (Subbaramaiah, 2007; Kim et al.,, 2009;
Sobolewski et al.).

Por lo tanto la inflamacién juega un papel importante en la carcinogénesis
cervical mediada por el VPH. Aunque todavia no esta claro si la sola infeccién por
VPH induce el estado de inflamacién, estudios epidemioldgicos han revelado que
la inflamacién cervical en mujeres con infecciéon por VPH es asociada con
neoplasia cervical (Castle et al., 2001; Castle y Giuliano, 2003). Se ha reportado
también que la infeccion por VPH en co-infeccidén con el virus del herpes simple
tipo Il esta asociado con un incremento en el riesgo de carcinoma cervical invasivo
(Smith et al., 2002). Estudios epidemiolégicos han mostrado que la enzima

ciclooxigenasa 2, clave en el desarrollo del ambiente inflamatorio, se encuentra
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sobre-expresada en cancer cervical, por lo tanto la inflamacion cronica se
encuentra jugando un importante papel en la carcinogénesis cervical (Kulkarni et
al., 2001; Munkarah y Ali-Fehmi; 2005, Sarian et al., 2006; Manchana et al., 2006;
Hammes et al., 2008).

Las enzimas ciclooxigenasas intervienen en la conversion de acido

araquidonico a prostaglandinas (Gupta y Dubois, 2001) moléculas cruciales para
numerosos procesos bioldgicos, incluyendo la inflamacion, agregacion plaquetaria,
ovulacion, gestacién, angiogénesis y funciones inmunoldgicas (Williams y DuBois,
1996; Rouzer y Marnett, 2009) .
Hasta el momento se tienen identificadas tres ciclooxigenasas (Rouzer y Marnett,
2009) de las cuales dos isoformas (Cox-1 y Cox-2) han sido plenamente
identificadas y Cox-3 es considerada como una isoforma de Cox-1 producida por
“splicing” alternativo (Smith, 2002). Cox-1 es expresada constitutivamente en la
mayoria de los tejidos y las prostaglandinas producidas por la misma regulan
funciones fisiolégicas o mejor conocidas como de mantenimiento, como
citoproteccion de la mucosa gastrica, regulacion del flujo sanguineo renal y
agregacion plaquetaria (Samuelsson et al., 2007). En contraste, Cox-2 no es
detectada normalmente en la mayoria de los tejidos o células, pero su expresion
es rapidamente inducida por estimulos mitéticos e inflamatorios, como factores de
crecimiento y citocinas (Kuwano et al., 2004, Munkarah y Ali-Fehmi, 2005).

Una gran lista de evidencia sugiere que Cox-2 es importante en la
carcinogénesis. Por ejemplo Cox-2 es sobre-expresada en células transformadas
y tumores (Munkarah y Ali-Fehmi, 2005). Ratones modificados genéticamente
para sobre-expresar Cox-2 en glandulas mamarias, piel y estbmago presentan
mayor susceptibilidad para el desarrollo de tumores en estos 6rganos (Muller-
Decker et al., 2002; Neufang et al., 2001, Oshima et al.,, 2004). Ratones
deficientes de Cox-2 presentaron mayor resistencia para el desarrollo de cancer
intestinal, piel y de mama (Tiano et al., 2002; Howe et al., 2005; Hahn et al., 2010).
Oshima et al 1996 mostré que ratones modificados genéticamente que carecian
de Cox-2 tenian una marcada reduccién en el tamafio y en el nimero de pdlipos

en un modelo de poliposis adenomatosa familiar. Ratones “knockout” para Cox-2
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desarrollaron también el 75% menos de papilomas de piel que los ratones control
(Oshima et al., 1996). Ademas de la evidencia genética que implica a Cox-2 en
carcinogénesis es apoyada por resultados farmacoldgicos, en los cuales
inhibidores selectivos de Cox-2 suprimen la formacion de una variedad de tumores
en animales experimentales (Flower, 2003, Gupta y Dubois, 2001, FitzGerald,
2003).

Todos estos hallazgos nos sugieren que el incremento en los niveles de
prostaglandinas presentes en tejido maligno es una consecuencia de la sobre-
expresion de Cox-2. Sin embargo, recientemente ha sido demostrado que Cox-1y
Cox-2 son inducibles, la expresion de Cox-1 puede ser inducida in vitro por VEGF
(Kim et al., 2003), acido araquiddnico, forscolina, cAMP (Klein et al., 2007) y
PGE,. Ademas la expresion elevada de Cox-1 ha sido reportada en tumores de
pulmén en modelos murinos y en canceres humanos como: carcinoma de
préstata, mama y cérvix (Hwang, 1998).

Se ha reportado en cancer ovarico y endometrial que Cox-1 es sobre-
expresado y que es el principal contribuyente para la produccion de
prostaglandinas en el tejido implicado y no asi Cox-2 (Sugimoto et al.; 2007,
Takiko Daikoku, 2006). Von Rahden en el 2005 demostré que Cox-1 y Cox-2 se
encontraban sobre-expresados en niveles casi iguales en adenocarcinoma de
es6fago y que inducian la expresion de VEGF-A y VEGF-C (Von Rahden et al.,
2005). Sales en el 2002 demostré en lineas de céancer cervical que Cox-1 esta
sobre-expresada y con ello regulaba en una forma autocrina/paracrina la
expresion de Cox-2, factores angiogénicos y los receptores EP (Sales et al.,
2002). A pesar de que se cuenta con investigaciones de la repercusion de la
sobre-expresion de Cox-1 y Cox-2 en cancer cervical, se desconoce cual es su
implicacion en etapas tempranas de la carcinogénesis cervical y su posible
asociacion con la infeccion por los VPH.

Por lo tanto nos planteamos la hipotesis que en citologias cérvicovaginales
con lesion escamosa intraepitelial de bajo grado y aquellas que presenten
infeccion por VPH tendran mayor expresion de Cox-1y Cox-2.
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El objetivo de este estudio fue evaluar el nivel de expresion de mRNA de
Cox-1 y Cox-2 en etapas previas al cancer cervical (citologias sin LElI VPH (-),

citologias sin LEI VPH (+) y LEIBG) y su asociacién con cada grupo citolégico.
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MATERIAL Y METODOS
Poblacién de estudio
Se analizaron 90 citologias cérvicovaginales (17 sin LElI VPH negativo, 26
sin LEl VPH positivo y 47 con LEIBG VPH positivo) de mujeres que asistieron al
diagndstico oportuno en el Laboratorio de Citopatologia de la Unidad Académica
de Ciencias Quimico-Bioldgicas, Chilpancingo, Gro. Entre agosto del 2009 y mayo
del 2010, se obtuvieron datos generales y ginecolégicos de las mujeres mediante

la aplicacion de una encuesta.

Deteccion y tipificacion del VPH

La deteccion del virus del papiloma humano fue realizado mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los oligonucleétidos
MY09/MY11 y GP5+ / 6+. La tipificacion se realiz6 mediante RFLPs o
secuenciacion del DNA viral.

RT-PCR semicuantitativa de Cox-1y Cox-2.

La extraccion de RNA total se realiz6 a partir de material obtenido por
raspado exoendocervical y se llevé a cabo mediante la utilizacién del kit (illustra
triplePrepkit, GE Healthcare) de acuerdo a las instrucciones de fabricante. Se
almacend a -80 °C hasta su posterior procesamiento.

Una vez extraido el RNA total se inicio la captura de los RNA mensajeros
mediante hibridacion de estos con oligo dT (Invitrogen). EI cDNA se sintetizé a
partir de 3 pug de RNA total. Se preparé una primera mezcla de reaccion que
consiste en 1pL de oligo dT (0.5 pg/mL. Invitrogen USA), 3 pg de RNA total y
agua DEPC (Invitrogen) calculada para aforar a un volumen de 25 yL, esta mezcla
se incubd a 65°C por 10 minutos para propiciar el alineamiento; mientras se
realiz6 una segunda mezcla en la cual se deposité 1L de solucién buffer 5X (250
mM Tris-HCI, pH 8.3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,), 1 yuL de DTT 0.1 M (catalizador
de la enzima) y 0.5 pL de RNaseOUT 40 U/uL (inhibidor de RNasa), 1 uL de
dNTPs (10mM dNTP Mix, Invitrogen) y se adicioné con 0.2uL de transcriptasa
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reversa SuperScript 11 (200 U/uL), esta segunda mezcla se adicioné a los tubos de
cada una de las muestras, posteriormente se incubd a 42°C durante 1 hora 30
minutos, para la reaccion de extension, finalmente se incub6 a una temperatura de
70 °C durante 20 minutos para la inactivaciéon de la enzima. EI cDNA obtenido se
deja enfriar y se guarda a -20 °C, hasta su uso.

La amplificacion se realiz6 a partir del cDNA, por la técnica de PCR
semicuantitativa, para COX-1 se emplearon los oligonucleétidos (sentido) 5-TGC
CCA GCT CCT GGC CCG CCG CTT -3 y (antisentido) 5-GTG CAT CAA CAC
AGG CGC CTC TTC -3 (Invitrogen), el producto esperado es de 304 pb (Dai et
al., 2004) y para COX-2 (sentido) 5- CAG TAC CAA AAT CGT ATT GCT GCT- 3
y (antisentido) 5- GAG TGC TTC CAA CTC TGC AGA C -3 (Invitrogen), el
producto esperado es de 369 pb. La reaccion de PCR se realizd bajo las
siguientes condiciones: Buffer 10X (sin Mg?*) 1.5 pl, MgCI? (25 mM) 1 pl, dNTPs
(10 mM) 1L, oligo sentido 0.6 pl, oligo antisentido 0.6 ul, Taq pol (5U/ul) 0.3 pl,
agregar ddH,O a 25 pl. A cada tubo de reaccién se le adiciond 3 pL de cDNA, se
incluyeron los controles positivos (cCDNA de células mononucleares de sangre
periférica estimuladas con lipopolisacarido (E. coli serotipo 0111:B4) para ambos
genes) y el control negativo, sustituyendo el cDNA por agua. El perfil de
termociclador para COX-1 fue 94°C, 2 min (1 ciclo); 94°C, 20 seg, 68°C, 20 seg,
72°C, 20 seg (35 ciclos), 72°C 8 min (1 ciclo final). Los productos de la PCR se
corrieron en geles de agarosa al 2.0%, se tileron con bromuro de etidio y se
visualizan con luz UV a 312 nm. La semicuantificacion de los mRNA se realiz6
mediante un Software (Kodak Molecular Imaging) el cual cuantifica la densidad de
las bandas obtenidas en el corrimiento electroforético.

Con la finalidad de verificar la correcta sintesis cDNA y como consecuencia
la integridad del RNA, todas las muestras se someten a PCR para B-actina,
considerando como un gen de expresion constitutivo, utilizando los iniciadores
(sentido) 5TGC GTG ACA TTA AGG AGA AG-3' y el (antisentido) 5- CTG CAT
CCT GTC GGC AAT G-3'(Sigma). El producto esperado es de 316 pb. La mezcla
de reaccién se realizé en un volumen final de 25 puL de agua desionizada estéril,
1.5 pL de buffer 10X (200 mM Tris-HCI pH 8.4), 1 uL de oligo dNTPs (10 mM), 1
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pL de MgCl; (50mM), 0.3 pL (10 uM) de cada uno de los iniciadores sentido y
antisentido. Finalmente se agregaron 3uL del cDNA sintetizado y 0.3 pL de Taq
DNA polimerasa (5U/pL) (invitrogen USA). Los resultados de todos los productos
de PCR fueron normalizados con los obtenidos para [(-actina (Unidades de
densidad de cada gen (Cox-1 y Cox-2) / unidades de densidad de B-actina X 100
(Vences-Velazquez, 2007).

Cultivo de células mononucleares de sangre periférica (CSMP)

La sangre periférica heparinizada, se diluyé 1:1 (20ml de sangre total y 20
ml de solucion salina estéril fria) y se estratifico sobre Ficoll Hypake (GE
Healthcare) en una proporcion de un volumen por tres volimenes de la muestra.
Las CMSP se obtuvieron por diferencia de densidad de gradientes, centrifugando
a 3250 r.p.m. durante 40 minutos a 4°C. El botdn celular fue lavado tres veces con
15 ml. de solucién salina estéril fria a 2200 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C. Las
células viables se contaron en una camara de Neubauer con azul de tripano (azul
de tripano al 0.1% en solucién salina al 0.9%) y se ajustaron a 1.0 X 10° células/ml
en medio RPMI 1640 (GIBCO-BRL). Se utilizaron placas de 24 pozos y a cada
pozo se le adiciond 2 millones de células en 2.0 ml de medio de cultivo RMPI 1640
suplementado al 10% con suero fetal bovino (GIBCO-BRL), se estimularon con 10
ul de LPS (10 ng) (E coli serotipo 0111:B4). Las placas se incubaron a 37°C en
atmosfera humeda con 5.0% en CO, durante 8 horas, se cosecharon y se realizd
la extraccion de RNA total (Vences-Velazquez, 2007).

Analisis de datos

Se trabaj6é con una base de datos que integra la informacion obtenida
a través de la encuesta aplicada a cada una de las participantes en el estudio,
ademas de los resultados de laboratorio, para el andlisis estadistico se utilizé el
paguete estadistico SPSS ver 17.0 y STATA v.9.0. Los resultados fueron
expresados como medianas y rangos intercuartiles (percentil 25 y 75) para las

variables cuantitativas continuas, y frecuencias absoluta y relativa para las
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variables cualitativas (categoricas). Para determinar las diferencias de medias en
la expresion del mRNA en ambos genes, se utilizdé la prueba de ANOVA vy la
comparacioén entre grupos se realiz6 usando el ajuste de Bonferroni. Se consideré
estadisticamente significativo un valor de p<0.05.
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RESULTADOS

Se estudiaron 90 mujeres: 17 casos sin LEI / VPH negativas, 26 casos sin
LEI / VPH positivas y 47 con Lesién escamosa intraepitelial de bajo grado. En el
grupo de mujeres sin LEI / VPH (-) se obtuvo un rango de edad entre los 27 y 36
afos y el inicio de vida sexual activa fue entre los 19 y 26 afios de edad, para este
mismo grupo, mas de la mitad (52.94%) de las mujeres refirieron tener 1 6 2 hijos.
En el grupo de mujeres sin LEI / VPH (+) el rango de edad fue de 36 a 42 afos,
con un IVSA de 17 a 25 afios, reportando la mitad de estas mujeres (50%) 1 6 2
hijos, destacando que el 38.46% tenias mas de 2 hijos. Las mujeres que
presentaron LEIBG su rango de edad fue de los 28 a 41 afios, con un rango de 18
a 23 aflos en cuanto a su IVSA, reportando también la mayoria de mujeres
(40.43%) 1 6 2 hijos, 34.04% mas de 2 hijos y el 25.53% no refirié tener ningin

hijo. Datos mostrados en la tabla 1

Tabla 1.Caracteristicas gineco-citolégicas de las mujeres estudiadas

Sin LEI, VPH (-)  Sin LEI, VPH (+)
n=17 n= 26 n=47

302 402 362

Valor de p

(27-36) (36-42) (28-41) 0.006°
23 21 20
(19-26) (17-25) (18-23) 0.16°
Paridad n(%)
Ninguno 5(29.41) 3(11.54) 12(25.53) 0.40°
162 9(52.94) 13(50) 19(40.43)
Mas de 2 3(17.65) 10(38.46) 16(34.04)

®Los datos son presentados en medianas, percentil 25 y percentil 75
® os datos son presentados en frecuencia absoluta y relativa

°El valor de p fue obtenido utilizando la prueba de x» y Kruskal-wallis
IVSA inicio de vida sexual activa

LEI lesion escamosa intraepitelial

LEIBG lesion escamosa intraepitelial de bajo grado

VPH virus del Papiloma humano

(-) negativas a la infeccién por VPH

(+) positivas a la infeccion por VPH
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Expresion del mRNA de los genes Cox-1y Cox-2

A las 90 muestras se les determind la expresion del mensajero de Cox-1y
Cox-2, asi también [p-actina como control interno, mediante la RT-PCR
semicuantitativa. En la figura 1 se muestra el comportamiento de la expresion de
ambos mensajeros estudiados, el mensajero de Cox-1(Panel B) fue expresado en
todas las muestras analizadas independientemente si las citologias fueron
positivas a la infeccién por VPH o si tenian lesiébn escamosa intraepitelial. El
mensajero de Cox-2 fue expresado en solo 1 muestra del grupo de citologias sin
LEI/VPH positivas (Panel A, carril 6) con un nivel de expresion de 68.52 UAD v el
tipo viral diagnosticado fue el 16. En el grupo de LEIGB 14 de 47 muestras fueron
positivas para la expresion del mRNA de Cox-2, 10 de las cuales presentaron
infeccion por VPH-AR principalmente por el tipo 16, 3 muestras por VPH de bajo
riesgo oncogeénico y 1 por infeccion viral maltiple.

1 2 3 4 5 6 7 8

492pb —»
369pb —» . o e - A
246pb >

369pb _,

246pb >
123pb —» |
369pb _,
246pb —»
123pb —»

Figura 1. Comportamiento de la expresion de Cox-1y Cox-2 en los diferentes
grupos de muestras analizadas. En el panel A se muestra la expresion de
Cox-2 siendo el producto esperado de 369 pb. En el panel B tenemos la expresion
de Cox-1 en el cual el producto amplificado es de 303 pb y el panel C muestra la
expresion de B-actina el cual se utiliz6 como control de carga, con su producto
amplificado de 316 pb. En el carril 1, marcador de peso molecular de 123 pb, carril
2, 3, 4 y 6: citologias con LEIBG; carril 5: citologia sin LEI/VPH negativa; carril 7:
control negativo donde se utiliz6 toda la mezcla de reaccién pero sin cDNA, carril
8; control positivo para Cox-2 (CMSP estimuladas con LPS, E coli serotipo
0111:B4).
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Para la evaluacion en los niveles de expresion de los mensajeros (Cox-1y
Cox-2) se aplicé la prueba estadistica de ANOVA de una via, la cual nos permitié
comprobar si existia diferencia estadisticamente significativa entre la expresion de
ambos mensajeros con respecto a cada grupo estudiado (sin LEI/VPH negativas,
sin LEI/VPH positivas y LEIBG).

La expresion del mensajero de Cox-1 se identifico en el total de las 90
muestras analizadas de los tres diferentes grupos de citologias analizadas, en el
caso de las 17 citologias sin LEI, VPH negativas su media fue de 18.62+7.36 UAD.
Las citologias sin LEI/VPH (+) tuvieron una media en su nivel de expresion del
mensajero de Cox-1 de 22.92+8.47 UAD, 4 UAD por arriba que las citologias sin
infeccion por VPH, en las citologias con LEIBG mostraron una media en la
expresion del mismo transcrito de 30.54+12.13 UAD, 7 UAD por arriba de las
citologias sin LEI y sin infeccion por VPH. En el andlisis estadistico muestra
claramente que existe una diferencia estadisticamente significativa al comparar las
medias de la expresion del mensajero de Cox-1 entre los grupos de citologias sin
LEI/VPH (-) y las LEIBG con una valor de p= <0.001 y cuando se compara la
media de la expresion del mismo mensajero en el grupo de citologias sin LEI/VPH
(+) y las LEIBG con una valor de p=0.011(figura 2).
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o

Figura 2. Niveles de expresion del mRNA de Cox-1 de acuerdo al grupo de
mujeres estudiadas. Los valores de expresion del mensajero son representados
en medias + DE. Los asteriscos denotan las comparaciones hechas entre los
grupos, *p=0.56, **p=<0.001, ***p=0.011 mediante ajuste de Bonferroni y
¥ p=0.0003 la comparacion total entre los 3 grupos realizada por ANOVA de una
via. LEI: Lesion escamosa intraepitelia, LEIBG: Lesion escamosa intraepitelial de
bajo grado, VPH: virus del papiloma humano

El grupo de citologias sin LEI/VPH (-) no present6 expresion del mensajero
de Cox-2. Sin embargo, en el grupo de citologias sin LEI/VPH (+) solo una fue
positiva para Cox-2 con una media de 2.63+13.43 UAD, destacando que el tipo de
VPH diagnosticado en dicha muestra fue el 16. En el grupo de citologias con
LEIBG solo 14 de 47 muestras amplificaron el mensajero de Cox-2 con una media
de 8.49+16.79 UAD contando la mayoria de estas muestras con infeccidn por tipos
de VPH-AR. Una diferencia de 6 UAD en la media de expresion del mensajero de
Cox-2 entre el grupo de citologias sin LEI/VPH (+) y LEBG. Mediante la prueba de
ajuste de Bonferroni se determinG que Unicamente existen diferencias
estadisticamente significativas al comparar la media de la expresion del mMRNA de
Cox-2 entre los grupos de citologias sin LEI/VPH (-) y LEIBG con un valor de
p=0.01y en la comparacién de media entre el grupo de citologias sin LEI/VPH (+)
y LEIBG con un valor de p=0.01 (figura 3).
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Figura 3. Niveles de expresion del mRNA de Cox-2 de acuerdo al grupo de
mujeres estudiadas. Los valores en la expresion del mensajero son presentados
en medias + DE. Los asteriscos denotan las comparaciones hechas entre los
grupos, *p=0.41, **p=<0.01, **p=0.01 mediante ajuste de Bonferroni y ¥ p=0.003
la comparacion total entre los 3 grupos realizada por ANOVA de una via.

Se realiz6 la tipificacion del virus del papiloma humano en las 90 citologias
analizadas en colaboracion con el Laboratorio de Biomedicina Molecular de la
Unidad Académica de Ciencias Quimico-Biolégicas. Se establecié la asociacion
entre el tipo (s) de VPH de las pacientes con respecto a la expresion de Cox-1y
Cox-2. Se encontraron 11 genotipos diferentes de VPH de los cuales 8 (16, 18,
31, 35, 52, 58, 66 y 81) corresponden a VPH-AR y 9 genotipos virales fueron de
bajo riesgo oncogénico (6, 11, 32, 42, 62, 69, 71, 84 y 90). En el grupo de mujeres
con citologias sin LEI/VPH positivas, 17 de las mujeres (65.38%) fueron positivas
a la infeccion por el virus pero no se logré una identificacion satisfactoria por el
método empleado, 4 muestras presentaron infeccion por genotipos virales de alto
riesgo de los cuales 3 (11.53%) fueron por el tipo 16 y la otra muestra por el tipo
viral 52, también se identificaron 2 casos con infeccién por mas de un tipo viral de
VPH.
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En las LEIBG, 8 citologias (17.02%) presentaron infeccion viral mdltiple, 18
infeccion por VPH de alto riesgo con las siguientes frecuencias; tipo viral 16
(12.76%), VPH 66 y VPH 81 (6.4%), VPH 18 (4.25%), VPH 31, 35, 52 y 58 con
(2.12%). Asi también se encontraron 12 tipos virales de bajo riesgo; VPH 6 y 84
(6.4%), VPH 11, 32, 42, 62, 69 y 71 con (2.12%) (tabla 2).

Tabla 2. Genotipos de VPH diagnosticados en las citologias cérvicovaginales

Tipo Oncogénico Sin LEI/ VPH LEIBG Valor de p
(+)
Bajo Riesgo
1(3.85) 3(6.4)
0(0.0) 1(2.12)
0(0.0) 1(2.12)
0(0.0) 1(2.12)
0(0.0) 1(2.12)
0(0.0) 1(2.12)
0(0.0) 1(2.12)
1(3.85) 3(6.4)
1(3.85) 0(0.0)
Alto riesgo <0.001
3(11.53) 6(12.76)
0(0.0) 2(4.25)
0(0.0) 1(2.12)
0(0.0) 1(2.12)
1(3.85) 1(2.12)
0(0.0) 1(2.12)
0(0.0) 3(6.4)
0(0.0) 3(6.4)
Infeccion Viral Multiple 2(7.69) 8(17.02)
VPH X 17(65.38) 9(19.14)
Total 26(100) 47(100)

Los datos son mostrados en frecuencia absoluta y relativa
LEI lesion escamosa intraepitelial

LEIBG lesion escamosa intraepitelial de bajo grado

VPH X, Virus no ldentificado
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Se determiné la expresion de ambos mensajeros investigados con respecto
al tipo de VPH diagnosticados en las citologias (Alto riesgo, Bajo riesgo, Infeccion
viral multiple, VPH X) y el comportamiento de la expresion del mRNA de Cox-1y
Cox-2 cuando no existia infeccion por VPH, para ello se aplicé la prueba
estadistica ANOVA de una via, la cual nos permitié conocer dicha asociacion. Las
citologias con mayor expresion del transcrito de Cox-1 fueron aquellas con
infeccion por VPH-BR con una media en su expresién de 30.7+14.8, seguido de
las citologias con infeccién por VPH-AR con una media de 28.9+9.2, las citologias
con infeccion por varios tipos virales tuvieron una media en la expresion del
mensajero de Cox-1 de 27.2+98 UAD seguida por aquellas citologias positivas a la
infeccién por VPH pero que no se logré una identificacion satisfactoria por el
método empleado. La expresion del mRNA de Cox-1 en estos 4 grupos de
citologias solo obtuvo una varianza de 2 a 3 UAD en la media de la expresion del
mensajero, pero cuando se relaciond la expresién en aquellas citologias sin
infeccidn por VPH su nivel disminuyd en aproximadamente 10 UAD con respecto a
las citologias con infeccién por VPH-AR y VPH-BR.

La expresion del mMRNA de Cox-2 solo fue detectado en aquellas citologias
gue tuvieron infeccién por VPH, presentandose la mayor expresién del mensajero
en aquellas citologias con infeccion por VPH-AR con una media de 17.9+22.0,
disminuyendo considerablemente en aquellas citologias con infeccién por VPH de
bajo riesgo (4.9£13.7), infeccion viral multiple (5.9 +18.7) y citologias en las cuales
no se identificé satisfactoriamente el tipo viral (6.3+ 5.5) (figura 4).
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Figura 4. Niveles de expresion del mRNA de Cox-1y Cox-2 asociado al tipo
oncogénico de los VPH. Los valores en la expresiéon de los mensajeros son
presentados en medias + DE. Los asteriscos denotan la comparacion total entre
los cinco grupos realizada de cada marcador estudiado mediante la prueba
ANOVA de una via, *p=0.01,**p=0.0002.

Se realiz6 la prueba estadistica de Bonferroni para poder diferenciar si entre
los grupos se presentaba diferencia estadistica significativa al comparar las
medias de expresion de ambos mensajeros. Se comparé la media del nivel de
expresion del mensajero de Cox-1 entre los 4 grupos de VPH diagnosticados
(VPH alto riesgo, VPH bajo riesgo, Infeccién viral multiple, VPH X), Unicamente se
muestran resultados estadisticamente significativos al comparar la media de
expresion del mensajero de Cox-1 en las citologias sin infeccion por VPH y
aqguellas citologias con infeccion por VPH de bajo riesgo con un valor de p= 0.017
(tabla 3).
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Tabla 3. Comparacion del Nivel de expresion de mRNA de Cox-1 y Cox-2
entre los tipos oncogénicos de VPH.

Infeccion

viral

multiple

VPH X
VPH-AR
Infeccion  viral

multiple

Sin virus

Infeccion
viral
Virus X multiple
VPH X
VPH-AR
Infeccion  viral

multiple

Sin virus

Los datos mostrados representan las comparaciones realizadas mediante la prueba estadistica de Bonferroni
VPH X, Virus no identificado

VPH-AR, Virus del papiloma humano de alto riesgo oncogénico
VPH-BR, Virus del papiloma humano de bajo riesgo oncogénico
** Expresion del mRNA de Cox-1 y Cox-2 representado en media +DE

* Los asteriscos indican el valor de p
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La expresion del mensajero de Cox-2 también se compard con todos los
grupos de VPH diagnosticados, obteniéndose resultados estadisticamente
significativos cuando se compar6 la media del nivel de expresién del mensajero
Cox-2 del grupo de citologias con infeccion por VPH de alto riesgo con aquellas
citologias sin infeccion por VPH con un valor de p= 0.001. El grupo de citologias
con infeccion por VPH de alto riesgo en la comparacion de su media de expresiéon
del mRNA de Cox-2 con aquellas citologias con infeccion por VPH no identificados
también mostr6 significancia estadistica con un valor de p=<0.001. La
comparacion de la media del nivel de expresion del mismo mensajero de las
citologias con infeccién por VPH de alto riesgo con las citologias con infeccién por
VPH de bajo riesgo mostré significancia estadistica con un valor de p=0.04
(tabla 3).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Diversos estudios experimentales y epidemiolégicos indican que algunos
procesos infecciosos (virales) y enfermedades autoinmunes, principalmente de
origen cronico, generan como consecuencia un estado de inflamacion cronica la
cual es fuertemente asociada al desarrollo y progresiéon de cancer (Mantovani et
al., 2008; Porta et al., 2009). A pesar de la evidencia de que los VPH-AR es una
condicionante fuertemente implicada para el desarrollo a cancer cervical, la
infeccion por VPH, por si sola, no es garantia de progresiéon a cancer (zur Hausen,
1996), la respuesta inmune de las mujeres juega un papel principal en el control
de la infeccion por VPH y el subsecuente desarrollo a una Lesion Escamosa
Intraepitelial (LEI), pues se ha observado indirectamente un aumento en su
frecuencia en mujeres inmunodeficientes (pacientes con VIH-SIDA) (Nicol et al.,
2007). Mediante diversos estudios epidemiolégicos se ha demostrado que las
enzimas ciclooxigenasas (Cox-1 y Cox-2) desempeiian un papel crucial en la
generacion de este microambiente inflamatorio en el desarrollo a cancer cervical
(Williams et al., 1999, Kulkarni et al., 2001, Sales et al., 2002, Gupta et al., 2003,
Ferrandina et al., 2004, Konturek et al., 2005, Munkarah y Ali-Fehmi, 2005,
Naghshvar et al., 2009). Sin embargo, aun no queda muy claro cuél enzima en
particular y sus productos son los principales contribuyentes en la generacién de
este microambiente, si bien es sabido que la transcripcion de Cox-2 obedece a
estimulos mitéticos e inflamatorios como factores de crecimiento y diversas
citocinas (Kuwano et al., 2004, Munkarah y Ali-Fehmi, 2005), en estudios recientes
se ha demostrado que la enzima Cox-1 que se consideraba de transcripcion
constitutiva también puede inducirse su expresion con diversas moléculas como
VEGF (Kim et al., 2003), cAMP, acido araquidonico y la prostaglandina E; (Klein et
al., 2007).

Es por ello que se decidi6 buscar la expresion del mRNA de ambas
enzimas (Cox-1 y Cox-2), para evidenciar cuél de ellas presentaba sobre-
expresion en citologias de cérvix uterino en etapas previas a cancer cervical y su

posible asociacién con la infeccion por el VPH. En cuanto a los niveles de
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expresion de ciclooxigenasa 1 en los diferentes grupos estudiados se observo que
en el grupo de citologias sin LEI/VPH positivas, con una media de 22.92+8.47
UAD vy en el grupo de citologias con LEIBG, con una media de 30.54+12.13 UAD
presentaron un aumento en la expresion del mensajero con respecto al grupo
control, mujeres negativas a LEI sin infeccion por VPH con una media de
18.62+2.36. Presentandose entre los grupos sin LEI/VPH negativas y LEBG una
diferencia de 10 UAD en su nivel de expresion del mensajero. Sin embargo, solo
se obtuvo significancia estadistica cuando se comparé al grupo de citologias
negativas a LEI/VPH negativas con el grupo de las LEIBG (p=<0.01) y entre los
grupos de citologias sin LEI/VPH positivas y LEIBG (p=0.011).

Los niveles de expresion de la enzima ciclooxigenasa 2 no fueron
detectados en ninguna de las 17 citologias sin LEI/VPH negativas, estos
resultados podrian sugerirnos qué ninguna de las mujeres del grupo control
presentaban inflamacién cervical crénica y que la presencia del VPH es importante
para el desarrollo de la lesién y la expresion de las Coxs. En el grupo de
citologias sin LEI/VPH positivas solo 1 de 26 muestras amplificé para el mensajero
de Cox-2, obteniéndose una media de 2.63+13.43 UAD, en el caso de las
citologias con LEIBG 14 de un total de 47 muestras amplificaron para el mRNA de
Cox-2 con una media de 8.49+14.79 UAD. Al realizar el analisis estadistico se
observé unicamente diferencias significativas de los niveles de expresion del
mensajero de Cox-2, entre los grupos de citologias sin LEI/VPH positivas y LEIBG
con un valor de p=<0.001 y en la comparacion entre las medias de los grupos sin
LEI/VPH negativas y las citologias con LEIBG con un valor de p=<0.001. El trabajo
realizado por Vences-Velazquez en el 2007 el cual evalud la expresion del
mensajero de Cox-2 y VEGF en biopsias cervicales de mujeres guerrerenses
también mostré resultados similares a los obtenidos en este estudio,amplificando
el mensajero de Cox-2 en 10 muestras de un total de 43, en lesiones escamosas
intraepiteliales de bajo grado (LEIBG) con un nivel de expresion de 0-54.9 UAD,
también se evaluaron 32 muestras de lesiones escamosas intraepiteliales de alto
grado de las cuales 10 amplificaron el mensajero de Cox-2 con un nivel de
expresion de 0-160.4 UAD, mostrando significancia estadistica ambos resultados.
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Se sabe que Cox-2 esta involucrada en el proceso de tumorigenesis en una
amplia gama de canceres (Munkarah y Ali-Fehmi, 2005), incluyendo el cancer
cervical (Kulkarni et al., 2001, Ferrandina et al.,, 2004). Las prostaglandinas las
cuales son productos corriente abajo de las ciclooxigenasas, contribuyen en la
inhibicion de la apoptosis, promocion de la angiogénesis, invasion y metastasis
(Konturek et al., 2005, Rask et al., 2006). Asi como en otros canceres la expresion
de Cox-2 es sobre-regulada, en cancer cervical se ha demostrado este fenébmeno
in vivo e in vitro (Manchana et al., 2006, Jeon et al., 2007). En términos clinicos
estas son evidencias claras que Cox-2 es sobre-expresado en muestras de cancer
cervical. En este estudio se demostré que dicha expresion se encuentra asociada
a las lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado, expresandolo 14 muestras
de un total de 47, con una media de 8.49+16.79 UAD, ademas también se
encontré que las LEIBG que expresaban el mensajero de Cox-2 tenian infeccion
por VPH-AR siendo la mayoria por VPH de tipo 16. Las citologias sin LEI/VPH (+)
expresaron el mMRNA de Cox-2 en un minimo nivel con una media de 2.63+13.43
UAD, siendo estas citologias también positivas para VPH-AR tipo 16 y ninguna
citologia sin LEI/VPH negativa expreso el mensajero de Cox-2. Por lo tanto se
presume que la expresion del mRNA de Cox-2 es aumentada en aquellas
citologias con lesion escamosa intraepitelial y con infeccion por VPH-AR, en
conjunto el efecto sinérgico de los cambios celulares propios de las LEIBG con el
dafio ocasionado por la infeccion de los VPH-AR propician la expresion del
mensajero de Cox-2.

En cuanto a Cox-1, enzima que es considerada de mantenimiento por su
expresion constitutiva en la mayoria de los tejidos y células, la cual realiza
funciones importantes en varios procesos fisiol6gicos normales (Rouzer y Marnett,
2009). Sin embargo, se ha reportado la induccion de Cox-1 en tumores de
prostata, endometrio y lineas celulares de cancer de mama, aunque esta accion
se ha observado en muy pocos estudios y no asi Cox-2 (Kino et al., 2005). Con
respecto a canceres de tipo ginecoldgicos, algunos han proporcionado evidencia
gue Cox-1 se encuentra sobre-expresado y juega un importante papel en cancer
de ovario y cervical (Kim et al.,, 2003). En este estudio las 17 citologias sin
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LEI/VPH (-) amplificaron para el mensajero de Cox-1 con una media de 18.6 UAD
tomando este nivel de expresion del mMRNA de Cox-1 como base de este grupo
citolégico, ya que no estan presentes los cambios celulares propios de las LEl y el
efecto que tiene la infeccion del VPH en las células. Las citologias sin LEI/VPH (+)
presentaron un incremento de aproximadamente 4 UAD en el nivel de expresion
del mensajero de Cox-1 con respecto a la media del grupo control. Las LEIBG
tuvieron 30.5 UAD en su nivel de expresién del mismo mensajero, una diferencia
de mas de 10 UAD con respecto al grupo control, teniendo valor estadistico esta
diferencia de la expresion del mensajero de Cox-1 entre ambos grupos de
citologias con un valor de p=0.001. La expresion del mRNA de Cox-1 en los tres
grupos de citologias analizados nos muestra que si hay un incremento de la
expresion de este mensajero del grupo control (citologias sin LEI/VPH -) con
respecto al grupo de las citologias sin LEI/VPH (+) y las LEIBG.

Se han reportado estudios en los cuales solo se presenta sobre-expresion
de solo uno de los mensajeros de las ciclooxigenasas (Cox-1 6 Cox-2), Kino et al.
(2005) y Daikoku et al. (2005) demostraron que se presentaba una sobre-
expresion con mayor frecuencia de Cox-1 y no Cox-2 en lineas celulares de
cancer de ovario, sugiriendo que Cox-1 era el principal contribuyente para la
produccion de prostaglandinas en lineas de cancer de ovario. Sin embargo, en
nuestro estudio mostramos que ambos mensajeros presentan niveles elevados en
su expresion con respecto a su grupo control, siendo el mMRNA de Cox-2 el que
presentd una mayor expresion con respecto a su grupo control. Estos resultados
sugieren que ambos mensajeros son sobre-expresados y por lo tanto sus
productos finales como lo son las prostaglandinas. Siendo principalmente la PGE;
una molécula implicada en el proceso de carcinogenesis cervical. Se tiene
reportes que la PGE; puede regular de una manera simultanea la sobre-expresiéon
de Cox-1 y Cox-2, en carcinomas cervicales en una via denominada
autocrina/paracrina, debido a la estimulacion de los receptores de EP (Sales et al.,
2002), sefalizacion que desencadena la activacion de la transcripcion de Cox-1 'y
Cox-2 participando en un proceso ciclico de sobre-expresion de ambos

mensajeros.
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Se ha reportado también que la PGE, puede inducir la expresién de
factores angiogénicos como el factor inductor de hipoxia 1 alfa (HIF-1a), el factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), angiopoyectina 1 y angiopoyectina
2 (Sales et al., 2002, Vences-Velazquez, 2007). En un estudio previo realizado
por este grupo de trabajo se demostré que VEGF se encontraba sobre-expresado
en LEIBG y LEIAG de mujeres guerrerenses, ademas de que su expresion se
encontré asociada a la espresion de Cox-2 (Romero-Hernandez, 2009). Asi pues
la expresion de factores angiogénicos en el sitio de lesion pueden estimular la
formacion de nuevos vasos sanguineos necesarios para el aseguramiento de
nutrientes y oxigeno que ayudan en el mantenimiento de las células
transformadas.

Otra molécula que ha sido asociada a la sobre-expresion de Coxs es la
MMP-9 la cual participa en la remodelacion y degradacion de la matriz extracelular
en el tejido y debido a ello facilitan la invasion de células tumorales y la
subsecuente invasién vascular (Sheu et al., 2003), Romero-Hernandez, (2009)
mediante inmunohistoquimica demostré que el 70% del tejido sano analizado era
negativo a esta proteina, pero en LEIBG y LEIAG mostraron un 80% y 75% de
positividad respectivamente. Por lo tanto la via de sefalizacion Cox-1/Cox-2 —
PGE; pudiera ser identificada como una de las princiaples vias que promueven el
crecimiento celular y la supervivencia de las células transformadas que es capaz
de mediar a otras moleculas claves en los denominados sellos del cancer como
son: un ambiente inflamatorio, insensibilidad a sefales anti-crecimiento,
autosuficiencia en sefiales de crecimiento, evasion de la apoptosis, angiogénesis
sostenida, potencial replicativo ilimitado, invasion de tejido y metastasis, procesos
necesarios para el desarrollo a cancer (Greenhough et al., 2009).

También se evalud la expresion del mMRNA de Cox-1 y Cox-2 con respecto
el tipo de VPH presentes en las citologias, con la finalidad de establecer si su
expresion se encontraba influenciada por la infeccibn del VPH. Es necesario
precisar que la conformacién categérica de los grupos de VPH, para una mejor
comprensién del analisis estadistico, fue de la siguiente manera: en el grupo de

VPH de bajo riesgo incluyo (tipos virales de bajo riesgo y riesgo no determinado),

32



el grupo de VPH de alto riesgo incluyd (tipos virales de probable alto riesgo y alto
riesgo), el grupo de VPH de infeccién viral multiple a aquellas citologias por mas
de dos tipos virales. El grupo de citologias con infeccién por VPH de bajo riesgo
fueron las citologias con mayor expresion del mensajero de Cox-1 con una media
de 30.7+14.8 UAD, siguiendo las citologias con infeccion por VPH-AR con una
media de 28.9+9.2 UAD, el grupo de citologias con infeccién por mas de dos tipos
virales tuvo una media de 27.2+9.8 UAD, seguido de aquellas citologias en las que
no se identificé el VPH (VPH X) con una media de 25.5+11.1 UAD, se esperaba
gue aquellas citologias con infeccion por VPH-AR tuvieran el nivel mas alto en
expresion del mRNA de Cox-1 seguido de las citologias con infeccién por mas de
un tipo viral, ya que en este grupo se encuentran actuando en conjunto varios
tipos de VPH y la mayoria de este grupo de citologias presentan al menos un tipo
de VPH-AR, y en los grupos con menor expresion del mensajero de Cox-1
tendriamos a las citologias con infeccion por VPH-BR y las citologias en las que
no se tuvo una identificacién plena del VPH. Sin embargo, debido al arreglo de los
grupos de VPH planteado con anterioridad se pudiera explicar que en el grupo de
citologias con VPH-BR, los tipos virales de riesgo no determinado esten
ocasionado la sobre-expresion del mensajero de Cox-1 y no los tipos virales de
bajo riesgo. Ademas entre los 4 grupos de citologias con infeccion por VPH (Alto
riesgo, Bajo riesgo, Infeccion viral multiple y virus no identificado), se observa una
variacion en sus niveles de expresion del mensajero de Cox-1 de
aproximadamente 5 UAD. El andlisis estadistico mostré que las citologias con
infeccion por VPH-BR en comparacion a aquellas sin infeccion viral tienen
significancia estadistica con un valor de p=0.017, la comparacion de las citologias
con infeccion por VPH-AR con respecto a las citologias sin infeccion por VPH
mostré un valor muy cercano a tener significancia estadistica (p=0.06), como se
menciond anteriormente este resultado puede ser debido al ajuste del grupo
formado por VPH-AR y a los tipos virales de probable alto riesgo. Estos hallazgos
sugieren que aquellas mujeres con infeccion por VPH-BR y VPH-AR pueden
sobre-expresar el mensajero de Cox-1 en contraste a aquellas mujeres que no

presentan infeccion por ningun tipo de VPH.
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Al asociar la expresion del mensajero de Cox-2 con el tipo viral de VPH se
obtuvieron resultados mas claros, en el grupo de citologias sin infecciéon por VPH
(grupo control) ninguna citologia amplicé para el mensajero de Cox-2, entonces
tomamos al valor de 0 como valor de la expresion del mensajero de Cox-2 en
aquellas citologias en las que el VPH no esta presente. Las citologias con
infeccion de VPH-AR tuvieron el mayor nivel de expresion del mRNA de Cox-2 con
una media de 17.9+22.0 UAD, seguidas de las citologias con infeccion por VPH no
identificado con una media de 6.3+5.5 UAD, obteniendo el menor nivel de
expresion del mensajero de Cox-2 aquellas citologias con infeccion por mas de
dos tipos virales de VPH y de bajo riesgo con una media de 5.9+18.7 y 4.9+13.7
UAD respectivamente. El analisis estadistico mostrd, mediante la comparacion de
las medias de la expresion del mensajero Cox-2 con respecto a los diferentes
tipos de VPH, que las mujeres con citologias con infeccidon por VPH-AR pueden
sobre-expresar el mMRNA de Cox-2 en comparacion a aquellas sin ningun tipo de
VPH, asi también de las citologias por los VPH-BR, debido a que las tres
comparaciones de las medias del nivel de expresiéon de Cox-2 que tuvieron
significancia estadistica fueron las siguientes: citologias con infeccion por VPH-AR
con respecto a las citologias con infeccion por VPH-BR (p=0.04), citologias con
infeccion por VPH-AR con respecto a las citologias en las que no se identifico el
VPH satisfactoriamente (p=<0.001), citologias con infeccion por VPH-AR con
aquellas que no tenian infeccién por ningun tipo viral (p=0.001).

Estos resultados podrian explicarse ya que en estudios recientes se ha
demostrado que proteinas provenientes de los papilomavirus humanos,
“oncoproteinas” como E6 y E7 principalmente de los VPH de alto riesgo
oncogénico, como el tipo viral 16 y 18 pueden estimular la transcripcién del mMRNA
de Cox-2 por el aumento en la union del factor de transcripcion AP-1 en una region
promotora del gen denominada sitio CRE (Subbaramaiah, 2007). También
empieza a tomar fuerza la hipotesis en relacién a la oncoproteina E5 del tipo viral
16, ya que esta es capaz de activar a factores transcripcionales como AP-1 y NF-
kB. Sin embargo, Su-Hyeong et al. (2009) demostré que NF-kB era el principal
factor inductor de la expresion de Cox-2 junto con el factor AP-1, pero que este
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tenia un papel menor, ademas que la via de sefalizacion desencadenada
mediante E5 difiere de la disparada por las oncoproteinas E6 y ET7.
(Subbaramaiah, 2007, Kim et al., 2009).

En conclusion nuestros resultados muestran que la expresion del mRNA de
Cox-1 y Cox-2 se encuentra con mayor frecuencia sobre-expresado en las
Lesiones Escamosas Intraepiteliales de Bajo Grado. En base a nuestros
resultados el mensajero de Cox-2 mostr6 mejor utilidad que Cox-1 como
biomarcador celular de una lesion temprana, el cual nos puede ayudar a discernir
una citologia sin LEI de una LEIBG y con ello ayudar en el pronéstico de una LEI.

La expresién de Cox-1 y Cox-2 se encuentra influenciada principalmente
por VPH de alto riesgo oncogénico. Por lo tanto se sugiere que aquellas citologias
gue presenten una LEl e infeccion por VPH-AR, sobre-expresaran ambos
mensajeros ocasionando sobre-regulacion de moléculas claves en el proceso de
la carcinogénesis cervical.

Estos hallazgos evidencian a los enzimas Cox-1 y Cox-2 como moléculas
importantes en el desarrollo de lesiones cervicales tempranas y que pudieran
utilizarse como moléculas blancos para evitar el desarrollo de Lesiones

Escamosas Intraepiteliales de Alto Grado y Cancer.
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