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Expresion de la catepsina D
en epitelio escamoso cervical
y neoplasia cervical
intraepitelial

Cathepsin D expression in
cervical squamous epithelia and
cervical intraepithelial neoplasia

RESUMEN

Objetivo: Determinar las positividades mediante
técnicas inmunohistoquimicas de la catepsina D
(CD) en nuestras muestras asi como la intensidad y
localizacion en el espesor del epitelio de los casos
positivos para este marcador.

Material y métodos: Nuestro estudio esta formado
por 113 muestras de tejido cervical divididas en 4
grupos: 30 casos de epitelio escamoso cervical
normal (CC), 31 de neoplasia cervical intraepitelial
grado 1 (CIN1), 27 de neoplasia cervical
intraepitelial grado 2 (CIN2) y 25 de neoplasia
cervical intraepitelial grado 3 (CIN3). Se obtienen
cortes de tejido, tras su fijacion e inclusion en
parafina, en los que se aplica una técnica
inmunohistoquimica especifica para la deteccion de
la CD.

Resultados: La distribucion de las positividades de
este marcador fueron 0% para el CC, 48% para el
CIN1, 33% para el CIN2 y 44% para el CIN3, con p
= 0,00001 en la relacion CC-CIN1, p = 0,0005 en la
relacion CC-CIN2 y p = 0,00005 en la relacion CC-
CIN3 (el nivel de significacion estadistica aplicado

Prog Obstet Ginecol 2004;47(10):466-71

ha sido del 5%). La diferencia en la distribucion de
las intensidades fue significativa en el grupo de
tincion intensa: 6,6% para CIN1, 0% para CIN2 y
45% para CIN3 (p = 0,04706).

Conclusion: La expresion de la CD en un alto
porcentaje de CIN1 puede atribuirse a su funcion
estimuladora de la mitosis, asi como el aumento de
intensidad en los CIN3 podria indicar la adquisicion
temprana de alteraciones propias del fenotipo
metastasico. Son necesarios estudios posteriores
para sentar como base de la oncogénesis cervical
nuestras conclusiones.

PALABRAS CLAVE

Neoplasia cervical intraepitelial. Catepsina D.
Inmunohistoquimica.

ABSTRACT
Objective: The aim of this study was to determine

cathepsin D (CD) detection using
immunohistochemical techniques in several
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samples. The intensity and position of stains in
epithelial tissue positive for this marker were also
analyzed.

Material and methods: This study was carried out
in 113 cervical tissue samples, classified in four
groups: 30 samples of normal cervical squamous
epithelia (CSE), 31 samples of cervical intraepithelial
neoplasia grade 1 (CIN1), 27 samples of cervical
intraepithelial neoplasia grade 2 (CIN2) and 25
samples of cervical intraepithelial neoplasia grade 3
(CIN3). The samples were fixed and embedded in
paraffin and tissue sections were obtained from
each. Subsequently an immunohistochemical
technique specifically designed for CD detection
was applied.

Results: The distribution of positive CD expression
was 0% in the CSE group, 48% in CIN1, 33% in
CIN2 and 44% in CIN3, with p = 0.00001 for the
relation between CC and CIN1, p = 0.0005 for that
between CC and CIN2 and p = 0.00005 for that
between CC and CIN3 (a significance level of 0.05
was used). Differences in the distribution of
intensities was significant for the group showing
strong staining: 6.6% for CIN1, 0% for CIN2 and
45% for CIN3 (p = 0.0476).

Conclusion: Positive CD detection in a high
fraction of CIN1 could be related to its function of
mitogenic activity stimulation. Similarly, the higher
intensity values in CIN3 could well indicate early
detection of changes due to metastatic capacity.
Further studies are required to confirm that this
mechanism underlies malignant transformation of
the ectocervical squamous epithelium.
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INTRODUCCION
La biologia molecular ha abierto nuevas vias pa-

ra la explicacion del proceso de cancerogénesis. En
estas técnicas esta basada la mayoria de las investi-
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gaciones que han dado lugar al modelo de
Vogelstein!. Es la teorfa mas reciente y aceptada ba-
sada en estudios de tumores humanos, sobre todo
en el colon. Las hipotesis que postula este modelo
son que algunos carcinomas necesitan en su desa-
rrollo maltiples cambios en el genoma de las células
implicadas ya que el ciancer no se explica por un
mecanismo de una sola causa-un efecto, sino como
el resultado final de un proceso en multiples pasos
y que la acumulacién de estos cambios sigue una
secuencia determinada a lo largo del proceso de on-
cogénesis.

Dentro de los factores pronosticos clasicos rela-
cionados con la neoplasia tenemos la extension tu-
moral, el grado de diferenciacion histologica, la ac-
tividad proliferativa, la capacidad de invasion
tumoral y los marcadores genéticos y moleculares?.

El marcador utilizado en nuestro estudio es la ca-
tepsina D (CD), relacionado clasicamente con la ca-
pacidad de invasidon tumoral. Pertenece al grupo de
las cisteinproteasas con actividad endopeptidasa. Es
una enzima proteolitica lisosomal incluida en el re-
modelado de proteinas intracelulares en todas las
células y que actia contra los componentes de la
matriz extracelular. Se sintetiza a partir de un pre-
cursor de 54 kD y normalmente se secreta en su for-
ma madura y activa de aproximadamente 46 kD3. El
precursor presenta una actividad mitogénica, mien-
tras que la forma activa se relaciona con protedlisis
de proteoglicanos y coligenos del cartilago.

También se ha asociado esta proteina con la po-
sible activacion de varios factores de crecimiento®.

El anticuerpo contra la CD tifie normalmente fi-
broblastos, macrofagos y células mioepiteliales de
glandulas mamarias no lactantes. En la piel lo en-
contramos en los conductos glandulares, musculo li-
so y estrato granuloso de la epidermis. También se
puede ver en algunas zonas de los acinos pancrea-
ticos asi como en hepatocitos, conductos biliares y
focalmente en epitelio prostatico?.

La CD se asocia con proliferacion tumoral e in-
vasién, pero no con las respuestas hormonales,
aunque en un estudio reciente se ha visto que su
produccion en determinadas lineas celulares del
cancer de mama (MCF-7) se incrementa especifica-
mente por los estrogenos y se inhibe por los anties-
trogenos. Su actividad, por tanto, favorece las me-
tastasis en caso de carcinomas, incluso se considera

como factor pronodstico en determinados casos’.
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El proposito de este estudio fue determinar la ex-
presion mediante técnicas inmunohistoquimicas de
la CD y su grado, en cuanto a localizacion en el es-
pesor del epitelio e intensidad, a lo largo del proce-
so de oncogénesis del tejido escamoso cervical.

MATERIAL Y METODOS

La casuistica esta constituida por 113 muestras de
tejido cervical.

Se recogieron todos los casos de neoplasias cer-
vicales intraepiteliales (CIN) diagnosticadas en el
Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Ciudad
de Jaén entre los anos 1992 y 1996, inclusive, y 30
de tejido cervical sin patologia. Para completar el
nimero de muestras, se recogieron 27 casos diag-
nosticados en el Servicio de Anatomia Patologica del
Hospital San Agustin de Linares entre los anos 1982
y 1994. Se realizan 4 grupos segin su diagnostico
anatomopatologico: epitelio escamoso cervical nor-
mal (CC), 30 casos; neoplasia cervical intraepitelial
grado 1 (CIND), 31; neoplasia cervical intraepitelial
grado 2 (CIN2), 27, y neoplasia cervical intraepitelial
grado 3 (CIN3), 25.

Las muestras de tejido cervical normal procedian
en su gran mayoria de piezas quirGrgicas, mientras
que las representativas de CIN lo hicieron de biop-
sias bajo colposcopia. Tras la recogida de los casos
se procedi6 a la revaluacion diagnodstica por un mis-
mo patdlogo de todas las muestras obtenidas.

Todos los datos obtenidos se han introducido en
una base de datos para su manejo estadistico, reali-
zado con el programa Epilnfo (version 6; Centers for
Disease Control and Prevention, Atlanta, Ga).

Se ha utilizado la prueba de la x? para valorar la
asociacion de variables cualitativas de 2 o mas cate-
gorias y el test exacto de Fisher cuando el nimero
de casos fue menor de 5 en alguna tabla de contin-
gencia. El error o se ha fijado en el 5%. No se ha
utilizado ninglin método de ajuste de o para com-
paraciones multiples.

Las muestras se fijaron en su momento, tras la ci-
rugia o biopsia, en formaldehido tamponado al 10%
y se incluyeron en parafina segin el método con-
vencional.

Posteriormente se eligio el bloque mas representa-
tivo de la lesion y de éste se obtuvieron 2 cortes se-
riados de 5 p de grosor en un microtomo de rotacion.
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El primero de éstos se tind sistematicamente con
hematoxilina-eosina segin el método habitual, lo
que sirvid para la revaluacion diagnostica. El segun-
do se utiliz6 para la tincion inmunohistoquimica de
la CD.

El anticuerpo utilizado para la CD fue el policlo-
nal de raton. Se incuba a 54 °C durante 30 min. La
dilucion fue 1:300. Se utilizaron como control cortes
de carcinoma ductal infiltrante de mama. La tincion
es citoplasmatica.

Todas las muestras fueron interpretadas por un
mismo patdlogo con experiencia en las técnicas in-
munohistoquimicas realizadas, con desconocimiento
de cualquier dato previo. La interpretacion se reali-
z6 de la siguiente forma:

1. No hay expresion.

2. Hay expresion del anticuerpo utilizado. Se va-
lora: a) intensidad: leve (+/+++); moderada (++/+++);
intensa (+++/+++), y b) localizacion: en el tercio in-
ferior del epitelio (1/3); en los dos tercios inferiores
del epitelio (2/3); en la totalidad del epitelio (3/3).

Valoramos la inmunotincion sélo en el epitelio y
en ningun caso en la estroma.

RESULTADOS

La distribucion de las positividades de la CD fue
0 (0%) para el CC, 15 (48%) para el CIN1, 9 (33%)
para el CIN2 y 11 (44%) para el CIN3 (fig. 1), y pre-
sentd significacion en la relacion del CC-CIN1 (0
frente a 48%; p = 0,00001), CC-CIN2 (0 frente a 33%;
p = 0,0005) y CC-CIN3 (0 frente a 44%; p = 0,00005)
(tabla D).
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Figura 1. Porcentaje de muestras positivas para la catepsina D
(CD) seguin el diagnostico histologico.
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Tabla 1 Expresion de la catepsina D (CD) segin el

diagnostico histologico

Grupo bistologico CD positiva %
Cérvix control 0/30 0
CIN1 15/31 48,38
CIN2 9/27 33,33
CIN3 11/25 44

x2 = 19,9; p = 0,00017; CC-CIN1: p = 0,00001; CC-CIN2: p
0,0005; CC-CIN3: p = 0,00005.

La diferencia en la distribuciéon de las intensida-
des en los casos CD positivos fue significativa en el
grupo de tincion intensa, que fue 1 (6,6%) para
CIN1, 0 (0%) para CIN2 y 5 (45%) para CIN3 (p =
0,0476) (fig. 2).

No encontramos significacion en las diferencias
entre los grupos histologicos estudiados en cuanto a
la localizacion en el espesor del epitelio en los ca-
s0s positivos para la CD.

DISCUSION

Numerosos estudios han investigado la importan-
cia de factores como las proteasas lisosomales en el
proceso de carcinogénesis y su contribucion al cre-
cimiento e invasion tumoral. Dentro de este grupo
presenta especial importancia la CD que actGa con-
tra los componentes de la matriz extracelular.

La mayoria de los estudios realizados en CD se
refieren al carcinoma de mama. El aumento de pro-
duccion de esta enzima en determinadas lineas
celulares de estos canceres se incrementa especifi-
camente por los estrogenos y se inhibe con los an-
tiestrogenos’. Los hallazgos mas importantes deriva-
dos de estos estudios explican que en los
carcinomas de mama con afeccion ganglionar, los
valores elevados de CD se asocian con mejor pro-
nostico, y cuando no existe dicha afeccidon implican
una reduccion de la supervivencia libre de enfer-
medad’8. Cuando se asocia la positividad para los
receptores de estrogenos con la de la CD, existe un
mejor pronostico’.

También se ha demostrado un aumento de la ex-
presion de este marcador en adenocarcinomas gas-
tricos indiferenciados, carcinoma endometrial pobre-
mente diferenciado y carcinoma de ovario. En este
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Figura 2. Distribucion de los porcentajes de muestras positivas
para la catepsina D (CD) segiin su intensidad.

altimo existe una correlacion significativa entre los
valores de CD vy el pronostico®1°,

En los tumores endometriales, de forma similar a
los de mama, se observa una asociacion entre la po-
sitividad para la CD y la de los receptores de hor-
monas esteroideas, lo que sugiere una regulacion
hormonal de los valores de esta enzima en este tipo
tumoral'?,

Mucho mas escasos son los estudios realizados
de este marcador en los carcinomas de cérvix, y
cuando el estudio incluye los diferentes tipos histo-
logicos tampoco los resultados son undnimes. Asi,
mientras que para unos no existen diferencias en la
distribucion de la positividad para la CD*, para otros
la expresion fue mas alta en los adenocarcinomas
que en los carcinomas escamosos y adenoescamo-
sos!?, y aunque encuentran positividades importan-
tes (entre el 47 y el 54% de todas las muestras), no
encuentran mas que una cierta tendencia de estos
€asos a una supervivencia mas corta aunque sin sig-
nificacion estadistica, por lo que no lo consideran
valido como factor pronoéstico. El incremento de la
expresion de este marcador se relaciona con el ta-
mano tumoral y con la mejor respuesta a la quimio-
terapia, pero no con la edad, estadio tumoral, grado
de diferenciacion y existencia de metdstasis tumora-
les!'?13, El factor mas relacionado con la expresion
de esta enzima en los estadios precoces de carcino-
ma cervical ha sido el receptor del factor de creci-
miento epidérmico (EGF-R). Los altos valores en-
contrados de este receptor sugieren que la CD en
este tejido, a diferencia de la mama y el endometrio,
puede ser modulada por este factor de crecimiento

Prog Obstet Ginecol 2004;47(10):466-71
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y no por esteroides?. Esto apoya la hipotesis de que
la regulacion de la CD es especifica del tejido'®.

Si escasos son los estudios en carcinoma de cér-
vix, son inexistentes a la hora de valorar las CIN.
Cuando se plante6 nuestro trabajo de investigacion,
se eligio la aplicacion de la técnica para la CD en te-
jido cervical normal y preneopldsico porque nos pa-
reci6 interesante evaluar el comportamiento de esta
proteina en el proceso de oncogénesis de este tejido,
precisamente por la ausencia de estudios previos. No
utilizamos el marcador (CD) para detectar la presen-
cia o ausencia de lesion escamosa, ya que no es un
método diagnostico, simplemente se valora su com-
portamiento segin aumenta el grado de CIN.

En nuestro estudio no hemos encontrado ningin
caso positivo en las muestras de tejido cervical sano.

Si hemos encontrado este marcador inmunohisto-
quimico en las CIN, con porcentajes que se distri-
buyen en el 48, el 33 y el 44% para CIN1, 2 y 3, res-
pectivamente.

Existe significacion estadistica al comparar todos
los grupos entre si, con una p = 0,00017. Al analizar
esta significacion, encontramos que es a expensas
de la comparacion entre el cérvix control y el grupo
de CIN con p = 0,00001, p = 0,0005 y p = 0,00005
para CIN1, 2 y 3, respectivamente.

De estos resultados se desprende que la diferen-
cia fundamental en la expresion de este marcador se
produce entre el tejido cervical normal y la CIN1,
aunque estd por definir si el aumento de esta enzi-
ma lisosomica en ese momento cronologico de la
enfermedad se relaciona con la desestructuracion de

la matriz extracelular o, como es mas probable, ten-
ga una funciéon como factor estimulante de la mito-
sis dado el caricter no infiltrante de las CIN. Esta so-
lo se ha observado cuando se estudia el
comportamiento de la CD in vitro'>'°,

En cuanto al estudio de la intensidad y localiza-
cion de la tincion en los casos positivos para la CD,
no existen datos en la bibliografia.

En nuestro trabajo, encontramos un incremento
de la intensidad de la tincidn que se hace patente
sobre todo en el paso de CIN2 a CIN3, donde un
46% de las muestras positivas fueron intensas frente
aun 0y 6% de los CIN2 y 1, respectivamente. Esta
diferencia presenta significacion estadistica con una
p = 0,0476. Nuestro hallazgo podria reflejar una ad-
quisicion precoz del fenotipo metastisico en cérvix
en los casos positivos para la CD.

Por tanto, podriamos concluir con que la expre-
sion de la CD en un alto porcentaje de CIN1 puede
atribuirse a su funcién estimuladora de la mitosis, asi
como el aumento de intensidad en las CIN3 sugiere
la adquisicidon temprana de alteraciones propias del
fenotipo metastasico en los casos donde la CD con-
tribuye al proceso de transformacion celular, ya que
no todos los carcinomas de cérvix tienen por qué
seguir la misma via oncogénica. Nuestras conclusio-
nes son especulativas pero apoyadas en los resulta-
dos obtenidos. La utilidad de esta técnica actual-
mente es muy escasa, pero conocer los pasos que
siguen en ocasiones las células cervicales en su
transformacién maligna puede tener su aplicacion
clinica en un futuro.
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