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RESUMEN

El cancer cérvico uterino (CCU) es una patologia de alta incidencia y mortalidad. La investigacion hasta
ahora se ha enfocado en estudiar su asociacion con virus papiloma. Sin embargo, el estudio de la matriz
extracelular (MEC) ha dado una nueva perspectiva para el estudio de factores inductores o perpetuadores
de las neoplasias. En las neoplasias epiteliales como CCU el estroma tumoral presenta una composicion
dinamica de elementos celulares, destacando la presencia de miofibroblastos positivos a alfa actina de
musculo liso (aSMA+) y fibrocitos CD34+. La MEC tiene un papel fundamental, ya que no sélo otorga las
condiciones apropiadas para el desarrollo del tumor, sino que ademas condiciona el fenotipo de la pobla-
cion celular del estroma, donde la pérdida de fibrocitos CD34+ asociada a una ganancia de miofibroblastos
aSMA+ podria ser un indicador muy sensible de invasion estromal, incluso en estadios iniciales. De la mis-
ma forma lo hace TGF-B1, ya que su presencia es un reflejo de la sintesis de aSMA. Un nuevo elemento es
versican, un proteoglicano cuyas isoformas VO y V1 se expresan también en tejidos neoplésicos de tumores
ovaricos, mama y cerebro, entre otros. Desempefia un papel muy importante en los fenédmenos de adhesion
celular, proliferacion, migracion y ensamblaje a la MEC. Por lo tanto, el analisis del estroma adyacente a
las lesiones epiteliales del cuello uterino puede complementar el conocimiento sobre la conducta biolégica
de éstas, constituyendo una poderosa herramienta diagnéstica, de forma complementaria a los elementos
utilizados hasta ahora.

PALABRAS CLAVE: Matriz extracelular, CD34, . SMA, TGF-31, versican
SUMMARY

Squamous cell carcinoma of the cervix (SCC) is a pathology that has high incidence and mortality. So far,
research has been focused in the study of its association with papilloma virus. However, knowledge about
extracellular matrix (ECM) has given a new perspective for the study of factors that induce or perpetuate
neoplasms. In epithelial neoplasms like SCC, the tumoral stroma exhibits a dynamic composition of cellular
elements, highlighting the presence of alpha actin of smooth muscle positive myofibroblasts (¢SMA+) and
CD34+ fibrocytes. ECM has an essential role, because it not only provides the appropriate conditions for
tumor’s development, but also affects stromal cell population phenotype, where a loss of CD34+ fibrocytes
associated with a gain of aSMA+ myofibroblasts could be a sensitive indicator of stromal invasion, even in
early stages. TGF-B1 does it in the same way, as its presence is a reflection of the synthesis of aSMA+. A
new element is versican, a proteoglycan whose VO and V1 isoforms expression is also observed in neoplas-
tic tissues of ovary, breast and brain tumors, among others. It plays an important role in the phenomena of
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cellular adhesion, proliferation, migration and assembly of the ECM. Therefore, the analysis of the stroma
adjacent to epithelial injuries of the cervix can complement the knowledge about the biological conducts of
these, constituting a powerful diagnostic tool, as a complement to the elements used nowadays.

KEY WORDS: Extracellular matrix, CD34, alpha SMA, TGF-31, versican

CANCER CERVICOUTERINO. UNA VISION MAS
ALLA DEL VIRUS PAPILOMA

Las estadisticas mundiales indican que anual-
mente se producen alrededor de 500.000 muertes
por CCU. En paises en desarrollo, su incidencia al-
canza 40 por cada 100.000 mujeres (1). En Chile
los estudios demuestran una incidencia aproxima-
da de 30 por 100.000 mujeres, con 1.500 nuevos
casos anuales y 900 muertes por dicha causa, con
una tasa de mortalidad de 8,5 por 100.000 (1,2).

El virus papiloma constituye un factor medular
en el desarrollo de CCU. La investigacion sobre di-
cha patologia se ha centrado principalmente en ca-
racterizar su rol en el desarrollo de neoplasia intrae-
pitelial y carcinoma invasor de cuello uterino. Sin
embargo, existen otros elementos muy importantes
en esta patologia cuyo estudio puede complemen-
tar el conocimiento sobre su conducta bioldgica.

El objetivo de la presente comunicacion es en-
tregar un enfoque innovador sobre las influencias
del estroma circundante a las lesiones neoplasicas
del cuello uterino y como éstas pueden ser determi-
nantes en su agresividad y potencial invasor.

EL ESTROMA, MAS QUE UN TEJIDO DE SO-
PORTE

El estroma es esencial en la mantencion de los
tejidos epiteliales. Cuando éstos cambian, el estro-
ma inevitablemente lo hace. Lo mismo sucede si los
cambios son alteraciones oncogénicas. Por esta ra-
z6n, en el dltimo tiempo ha habido un significativo
aumento de las investigaciones respecto a la impor-
tancia de la reaccién estromal en neoplasias y su
significado prondstico. Durante la transformacion a
carcinoma invasor, las células neoplasicas activan
al estroma subyacente, que promueve la progresion
tumoral, aportando estructura y microvasculatura a
las células tumorales, permitiendo el transporte de
fluidos intersticiales y nutrientes. Esto ademas limita
el influjo de células inflamatorias, para dar proteccion
contra el sistema inmune del huésped.

Durante la evolucidén de las neoplasias epitelia-
les, el estroma tumoral presenta una composicion
dinamica de elementos celulares que ejercen un

efecto modulador mayor, y efectian una importante
contribucion en el proceso de progresion tumoral.
Fibroblastos activados y miofibroblastos sinteti-
zan colageno y proteinas de la matriz extracelular
(MEC), generando una marcada respuesta fibrética
con vasos de neoformacién denominada desmo-
plasia. Ademas, secretan enzimas proteoliticas,
participando consecuentemente en el proceso de
degradacion de la MEC, que es una de las principa-
les influencias que impulsan la invasiéon y metasta-
sis por las células neoplasicas.

Las células de origen de los miofibroblastos y el
mecanismo que gatilla su formacion no estan adn
completamente comprendidos. Podrian derivar de
células dendriticas progenitoras CD34+, células
musculares lisas o pericitos. Se propuso que la
aparicion de los miofibroblastos precede el inicio de
la invasion y contribuye al crecimiento y progresion
tumoral (3,4,5).

Por otra parte, la MEC es un compartimento
dinamico que refleja las alteraciones celulares ob-
servadas en procesos patolégicos como las neo-
plasias. La reaccidon desmoplasica representa un
curioso cambio fenotipico que genera un estroma
alterado morfoldgica y funcionalmente. Dos po-
sibles candidatos en la induccién de la respuesta
desmoplasica son TGF-3, producido por las células
neoplasicas y el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), un potente mitdgeno y quimio-
tactico para células mesenquimaticas. Ademas,
en los fibroblastos desmoplasicos hay niveles al-
terados de expresion de la alfa actina de musculo
liso (aSMA), que ha sido detectada en el estroma
de adenocarcinomas colorectales, pancreaticos,
hepaticos y de vias biliares, carcinomas ductales
de mama y carcinomas invasores de cuello uteri-
no, cavidad oral, laringe e hipofaringe (3,4,6,7,8).
El fendmeno inverso sucede con la expresion del
marcador CD34, cuya pérdida en el estroma esta
asociada a presencia de carcinomas invasores (3).

Ademas de estos marcadores ya conocidos,
existen nuevas moléculas implicadas en este pro-
ceso. Es el caso de Versican, proteoglicano cuya
expresion esta aumentada en la MEC de melano-
mas y tumores malignos de cerebro, mama, pros-
tata, colon, pulmén, pancreas, endometrio, cavidad
oral y ovario (9).
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Como se puede ver, hay muchos elementos
en el estroma tumoral cuyo analisis abre un nuevo
campo de estudio que puede aportar elementos in-
novadores que permitan predecir la agresividad de
tumores malignos.

FIBROCITOS Y MIOFIBROBLASTOS. ¢(NACEN
O SE HACEN?

Con respecto a su composicién, los tumores
con presencia de estroma y los tumores libres de
éste son claramente distintos. Estas diferencias
son ampliamente independientes del sitio anatémi-
co y el tipo histologico del carcinoma y consisten en
la pérdida de fibrocitos CD34+ y un aumento sub-
secuente de miofibroblastos aSMA+, hecho que ha
sido demostrado en multiples tejidos (6,10), proba-
blemente reflejando diferentes estadios funciona-
les. De hecho, se ha sugerido que la distribucion de
las células intersticiales CD34+ y miofibroblastos
en los margenes tumorales podrian estar asocia-
das a regulacién del crecimiento tumoral (3).

Los fibrocitos CD34+, conocidos también como
células dendriticas intersticiales, se encuentran
en el tejido conectivo de muchos sitios anatémi-
cos como piel, tracto gastrointestinal y urogenital,
mama, pancreas, tiroides, glandulas salivales y sis-
tema nervioso periférico. Morfolégicamente presen-
tan delgados procesos citoplasmaticos estrecha-
mente entrelazados con otros fibrocitos vecinos,
generando la denominada malla reticular CD34+.

Ultraestructuralmente, tanto fibrocitos como
células mononucleares revelan una cercana aso-
ciacion espacial, generando la hipétesis de que los
fibrocitos CD34+ deben estar involucrados en pro-
cesos inmunes especificos. Esta ultima premisa se
basa en que al menos una subpoblacion de fibroci-
tos CD34+ expresa moléculas MHCIl y CD80. Ade-
mas, el estroma de los carcinomas invasores care-
ce de fibrocitos CD34+, mientras que el estroma de
los correspondientes tejidos normales exhibe gran
cantidad de células de esta especie.

Los miofibroblastos, en tanto, ademas de ser
soportes en la maduracion y proliferacion del tejido
mesenquimatico adyacente y las stem cells epite-
liales, tendrian un rol en la respuesta inmune en el
higado, se ha demostrado que derivan de células
estrelladas y de células Ito. Se detectan en colan-
giocarcinomas, carcinomas hepaticos metastasicos
y hepatocarcinomas, donde estarian asociados a la
formacion capsular de colageno. En tejidos extra-
hepaticos, sin embargo, el origen de los miofibro-
blastos aun es motivo de controversia (8).

El estroma del cuello uterino presenta fibrocitos
CD34+. En cambio, en el CCU el estroma esta vir-

tualmente libre de fibrocitos, y tiene gran cantidad
de miofibroblastos aSMA+ que estan practicamente
ausentes en el estroma cervical normal. De hecho,
hay evidencias que sefialan que estos aumentarian
en numero e intensidad de inmunotincién a medida
que aumenta el grado de malignidad de la lesion (3).

La pérdida de fibrocitos en carcinomas invaso-
res no es especifica del cérvix. Si bien el fendme-
no parece ser omnipresente, los mecanismos que
median dicho fenémeno estan muy lejos de ser
comprendidos a cabalidad. Dos mecanismos alter-
nativos podrian ser los responsables de las altera-
ciones inmunofenotipicas del estroma asociado a
carcinomas invasores. Uno de ellos es la induccion
de apoptosis de los fibrocitos por parte del tumor,
para ser reemplazados por miofibroblastos aSMA+.
Al ocurrir este fenémeno, una poblacién que dismi-
nuye su expresion de CD34 y gana aSMA. Esto se
basa en el hallazgo en cultivos celulares de induc-
cion de apoptosis por parte de tumores pulmonares
endocrinos, en células intersticiales dendriticas,
que parecen estar estrechamente relacionadas con
los fibrocitos CD34+. Lo discutible es la reproduc-
tibilidad in vivo de hallazgos demostrados in vitro.
Otra teoria es la que plantea que los fibrocitos pier-
den CD34 y ganan expresion de aSMA mediante
un fenémeno de down regulation, apoyado en que
la expresion de CD34 y aSMA no son estrictamente
exclusivos, dado que hay coexpresién demostrada
de ambos marcadores en células subepiteliales ad-
yacentes a NIE Ill. Estas células parecen constituir
un estadio intermedio entre fibrocitos CD34+ y mio-
fibroblastos aSMA+.

Mientras el mecanismo que gatilla la reduccién
y pérdida completa de los fibrocitos se dilucida, las
ventajas practicas de los hallazgos presentados aqui
son obvias. Las biopsias por legrado de cuello uteri-
no muchas veces pueden presentar dificultades para
el diagnostico de infiltracion estromal por su tama-
flo y la presencia de elementos como inflamacién y
compromiso de pliegues endocervicales.

La pérdida de expresion de CD34 asociada a
una ganancia de expresion de aSMA podria ser un
indicador muy sensible de invasién estromal que
constituiria una valiosa herramienta en su deteccion,
incluso en estadios iniciales.

CD34 Y aSMA... ; HEROES O VILLANOS?

CD34 es una proteina glicosilada transmem-
brana de 110 kDa, ha sido usada como marcador
de stem cells hematopoyéticas. En endotelio opera
como un ligando para L-Selectina, pero en el caso
de las stem cells, su funcién sigue siendo poco clara.
En muchos 6rganos se piensa que el tipo celular que
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expresa CD34+ es neutro, con una potencial dife-
renciacion mesenquimatica multidireccional (11, 12).

Ademaés de su funcién productora de MEC vy
como células presentadoras de antigenos, los fi-
brocitos CD34+ secretan PDGF, que también esta
involucrado en diferenciacion de fibroblastos a mio-
fibroblastos, es decir, existiria un paraddjico meca-
nismo de up regulation (6).

Existen seis formas de SMA, cuatro de las cua-
les son especificas de musculo liso y dos se en-
cuentran practicamente en todas las células. Tie-
nen 90% de secuencias homdlogas que se reducen
a 50-60% en sus dieciocho residuos amino termi-
nales, regiones antigénicas mayores involucradas
ademas en la interaccion con miosina. Las seis iso-
formas estan presentes en distintas proporciones
en diversos 6rganos, cambiando en condiciones
fisiolégicas y patolégicas. aSMA esta relacionada
con miofibroblastos presentes en la MEC de neo-
plasias malignas (8).

TGF-B, UN INTELIGENTE INDUCTOR DEL FE-
NOTIPO FIBROBLASTICO

La superfamilia de TGF-B es un grupo de cito-
quinas multifuncionales que regulan crecimiento
y diferenciacién celular, remodelacién, respuesta
inmune y angiogénesis. La familia TGF-B directa
consiste en tres formas mayores, 1,2y 3. En la ma-
yoria de los tejidos las tres formas comparten activi-
dades bioldgicas similares. Actuan a través de dos
tipos de receptores Serina/Treonina quinasa, tipo |
y Il. Al unirse el ligando, ambos receptores forman
tetraheterémeros que fosforilan mediadores Smad2
y/o Smadg3, formando complejos con Smad4, trans-
locandose finalmente al nucleo para actuar como
factores de transcripcion. Smad6 y 7 inhiben la
cascada de sefiales de TGF-B bloqueando la fos-
forilacién y subsecuente translocacién nuclear de
Smads receptor-especificos 0 aumentando la de-
gradacion del receptor TGF-3 por vias especificas
ubiquitina-proteosoma. Esta via de transduccién
de sefales es uno de los mecanismos mas impor-
tantes de supresion tumoral, y su relevancia en el
desarrollo de tumores epiteliales primarios ha sido
validada adicionalmente por el descubrimiento de
mutaciones en el receptor y Smads (13).

TGF-B1 es fundamental en la induccién del fe-
notipo miofibroblastico, porque es capaz de produ-
cir up regulation de aSMA fibroblastica y colageno,
tanto in vitro como in vivo. Por esta razén es de
interés establecer su significado diagndstico en le-
siones escamosas intraepiteliales y carcinoma es-
camoso del cuello uterino (3,4,11).

VERSICAN, VERSATILIDAD EN LA MEC EN
PROCESOS FISIOLOGICOS Y PATOLOGICOS

El Versican pertenece a una familia de proteo-
glicanos llamada colectivamente “Hialectinas”. Son
componentes de la MEC que se encuentran en
gran cantidad de tejidos. Dentro de sus caracteris-
ticas estructurales, destaca la presencia de dos do-
minios globulares terminales: Un grupo amino (G1)
que se une al glicosaminglicano (GAG) hialuronan
y un carboxilo (G3), similar a selectina compuesto
por lectinas adyacentes a dos dominios EGF y una
regiéon reguladora del complemento. La combina-
cién de G1 y G3 con los GAGs unidos a su region
central, genera una molécula altamente versatil y
ese es el origen de su nombre.

G1y G3 promueven la proliferacién de fibroblas-
tos NIH-3T3 y células neoplasicas. Ambos ejercen
su efecto por mecanismos diferentes: G1 desesta-
biliza la adhesidén celular y G3 estimula receptores
EGF. La evidencia demuestra que si bien en algu-
nos tumores como astrocitomas la sobreexpresion
de G3 estimularia crecimiento tumoral y angiogé-
nesis, estudios hechos en sarcomas describen que
mayor presencia de G1 aumentaria la resistencia
a la apoptosis, y por esta razén su sobreexpresion
generaria tumores mas invasivos.

En resumen, G1y G3 ejercen controles diferen-
ciados y tienen roles interactivos en el crecimiento
tumoral, pero los mecanismos especificos aun es-
tan poco claros (14).

La region central de Versican es codificada por
dos largos exones que especifican las regiones de
unién a condroitin sulfato, y define cuatro isoformas
(VO, V1, V2y V3), implicadas en diversos procesos,
donde VO y V1 predominan en tejidos neoplasicos.
Versican VO posee dos segmentos de transpor-
te condroitin sulfato, GAG-a. y GAG-B3, mientras
las isoformas mas pequefas, V1 y V2 carecen de
GAG-a 0 GAG-B respectivamente. V3 no tiene mo-
dulos GAG vy por lo tanto, no es un proteoglicano
verdadero (15). Hay estudios que han demostrado
la presencia de una quinta isoforma (V4), aumenta-
da en cancer mamario (16).

Las cadenas laterales de las isoformas de ma-
yor tamafo, ademas, difieren en longitud y compo-
sicion dependiendo del tejido de origen (15,17). Se
estima que el numero de sitios de unién potenciales
es de 17 a 23 en la isoforma VO, 12a 15en V1, y
5 a 8 en V2. Debido a la ausencia de ambos domi-
nios, V3 carece de sitios de unién.

En resumen, Versican no sélo ejerce un rol bio-
mecanico y ultraestructural en gran cantidad de te-
jidos, sino ademas una influencia biolégica de mu-
chos eventos que constituyen la base de procesos
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fisioldgicos y patoldgicos.

Esto es muy evidente en el cuello uterino, donde
desempefia un papel en la extensa remodelacion
tisular de la MEC que sucede durante la gestacion.
Versican aumenta en este tejido durante el emba-
razo, alcanzando su maxima concentracion en el
cuello maduro inmediatamente después del parto,
decayendo dramaticamente durante la involucion.
Estos cambios en Versican son opuestos a los que
se encuentran en colageno | y Il y los pequefios
proteoglicanos ricos en leucina dEcoRlIn, biglicano
y fibromodulina. Asi, Versican caracteriza una MEC
con una organizacion provisoria mas laxa que se
acomoda a las necesidades del tejido (15).

Por otra parte, en este mismo tejido, pero en
presencia de un proceso neoplasico, Versican se
expresa predominantemente en el estroma, espe-
cificamente en la periferia tumoral y su expresion
se asocia a miofibroblastos y células inflamatorias.
Este hecho sugiere ademdas que la modulacién
de la composicion de la MEC en el area estromal
periférica de CCU influenciaria la migracién de lin-
focitos T citotdxicos, estimulando la invasion local
por células neoplasicas (9,18). Entonces, cumple
un rol clave en fendmenos de adhesion celular con
significados que incluso pueden parecer contradic-
torios. Su rol anti adhesivo aparentemente reside
en el dominio G1, pero simultaneamente, a través
de secuencias especificas sobre sulfatadas en las
cadenas de condroitin sulfato une quimioquinas in-
volucradas en el reclutamiento de leucocitos mo-
nonucleares. Es decir, la MEC resultante presenta
multiples sitios de union para células inflamatorias.
Tales interacciones deben sostener la respuesta in-
flamatoria y la transforman en un blanco en el con-
trol de la inflamacion.

La expresidon de Versican promueve el creci-
miento tumoral desestabilizando el contacto celular,
obstaculizando la adhesion celular y favoreciendo
la angiogénesis. Se ha reportado altos niveles en
diferentes tipos de neoplasias como adenocarcino-
mas, carcinomas escamosos, sarcomas, melano-
mas y mesoteliomas. Ademas, se ha asociado con
progresion tumoral y menor sobrevida en varios ti-
pos de neoplasia (18-23)

Mitégenos como el PDGF regulan positivamen-
te la expresion de Versican en células musculares
lisas y contribuyen a la expansion pericelular de la
MEC necesaria para la proliferacién y migracion de
éstas. Estudios efectuados en cultivos celulares su-
gieren que niveles elevados de Versican resultan
de la induccidn de células neoplasicas en el hués-
ped por mecanismos paracrinos involucrando TGF-
31. Adicionalmente, una correlacion positiva similar
fue encontrada entre el Versican peritumoral en pa-

cientes en periodos libres de neoplasia, donde ni-
veles bajos predijeron sobrevida libre de recidivas.

La estructura del Versican se presta a diversos
tipos de interacciones proteina-proteina o proteina-
carbohidrato. Quiza la méas conocida de estas in-
teracciones involucra una interaccion especifica de
G1 y Hialuronan, que es estabilizada por otra unién
proteina-proteina, que posee especificidad selecti-
va para ambas macromoléculas. En adicién a Hia-
luronan, interactia con otras moléculas de la MEC
como tenascina R. Esta interaccion se lleva a cabo
a través del dominio de unién a lectina, que partici-
pa en otras interacciones, que forman estructuras
multimoleculares altamente ordenadas, importan-
tes para el ensamblaje de las fibras elasticas.

Se ha descrito que una sobre expresion de la
variante V3 altera el fenotipo de las células muscu-
lares lisas arteriales realzando la adhesion celular,
estimulando la expresién de tropoelastina y dismi-
nuyendo crecimiento y migracion. La ubicacion de
las células musculares lisas arteriales en los vasos
dafiados con V3 transducido genera laminas elas-
ticas multiples durante la reparacion del dafo. Asi,
al sobre expresarse V3, ésta compite por los sitios
de union en la superficie de la célula contra el resto
de las isoformas. Esto podria permitir que las pro-
teinas que se unen a elastina se unan a la super-
ficie celular y promuevan el ensamblaje de fibras
elasticas.

Las caracteristicas estructurales y las interac-
ciones de Versican hacen que su rol sea confuso
y contradictorio. Dependiendo del enfoque, apare-
ce como una molécula que aumenta o disminuye
la proliferacion, migracion y adhesioén celular. Esto
plantea un desafio a entender sus isoformas, es-
tructura modular y moléculas de unién. Ademas, las
vias de transduccion de sefiales en que participa
hacen que sea una molécula muy flexible en su ran-
go de roles bioldgicos (24).

PERSPECTIVA

La evidencia disponible sefala categdéricamen-
te la importancia del estroma en el prondstico de
diversas neoplasias, entre otras el CCU. Se ha
estudiado posibles contribuciones al prondstico de
diversas moléculas como CD34, aSMA, TGF-B1 y
Versican. En CCU no existe hasta el momento un
estudio que asocie las cuatro moléculas involucra-
das y las relacione estableciendo patrones de com-
paracion segun agresividad de la lesion. Por otra
parte, la importancia de la interfase con el tejido ad-
yacente en la progresion de lesiones malignas no
solo es real en carcinomas escamosos, ya que en
adenocarcinomas endocervicales se ha demostra-




364

REV CHIL OBSTET GINECOL 2011; 76(5)

do una relacion entre la presencia de Ciclina D1 en
glandulas neoplasicas, cuya tinciéon es mas intensa
a medida que se acerca al margen de la lesion, es
decir, a este nivel se producirian fenémenos de re-
gulacion del ciclo celular (25). Este hecho reafirma
de paso que, si bien la importancia del virus papi-
loma en el desarrollo de CCU es evidente, hay una
gran cantidad de factores que pueden llegar a ser
determinantes en la agresividad y progresion de las
lesiones, y estudiados en conjunto, pueden consti-
tuir una poderosa herramienta diagndstica, tanto en
CCU como en neoplasias escamosas originadas en
otros tejidos.
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