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EL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDA

iviente lo largo de la escala

tica, ha precisado para su supervivencia del desarrollo

15 informacién a otras molécuiss

a v I

acecuada a estos
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como molécula

-1 Ag se hace de un modo

los linfocitos T ("T-cell

12 transmembrana, incapaz de fijar

o sido presentado en la

nente ho e ha

n
(1))

serficie de una cé i1e auxiliar ¥ asociado a ciertas moléculas

las oxpresadas genéticamente por

de membrana;
e] COMPLEJO MAYOR DE J'-!ISTOCOMPATIBILIDAD (CMH). Es pues previo
¥ necesario el reconocimiento de la identidad de estas moléculas
del CMH en la superficie de la célula diana para que el linfocito
» presenta. A este fenémeno Se€ le

eno que se le

]

T detecte al anti

L

«

ha denominado "Restriccion del CMH".
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antigenos de histocompatibilidad.

istocompatibilidad, si bien fueron
los roedores por Gorer en 1.936
Fueron despues en muchas especies de

ctan A pm g - o T o 5 4 on
ustentdndose la hipétesis de que 1os

s para la supervivencia de

tocalizan en la superficie de las
En el hombre se

estdan codificadas por

cromosoma 6, en las
correspondiéndole un

tamafdo mds largo que su

homélogo del

Esta region cromosémica se divide estructuralmente en

tres regiones, denominadas anes de Clase I. 21 F 11r. £l

segmento de ADN constituyente de cada uno de estos genes induce

1a sintesis de la cadena po?ipeptfdi:a ‘correspondiente que,

expresadas éen 1a superficle celular, estimulan la respuesta

y los genes que Tos

son los Ags de hfct’compatfbfifdad,

irnune.

; W e i :
desarrollan tienen en comun sy carécter alélico codominante ¥

fre;uentemente multiple.
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Los ; l
genes de Clase I se ordenan en tres subregiones

cldsicas -
cas, genes HLA-A, B y C, y ocupan la regidén teiomérica del

cromosoma. Las moléculas que codifican son responsables de Ja
presentacién de los antigenos a los linfocitos T—citotéxfrov

bt |
posibilitando el rechazo de transplantes y la regulacion de la
l1isis de las células infectadas por virus o transformadas

uimicamente. Su strioucié ' ' i
q 1 I Su distrioucién por el territorio humano, aun

estando muy generalizada, no se halla en todas las células.

antificando nuavos genes de
ncuentran: HLA-E, localizado
1,888) v HLA-F y HLA-G sponen teloméricos con

¢ oole. o 1 0E0.

Los genes de Clase II corresponden a la region HLA-D,
que se subdiviae en tres subregiones principales (DR, DQ, DP),
cada una de ellas con al menos un gen a Y otro B, habiéndose
también localizado aqui un gen DNa vy otro DOB. Sus moléculas
estdn presentes en los linfocitas B Yy T-activados, monocitos,

macréfagos, células dendriticas de Tlos 4i"ganos linfoides Y

células de Langerhans (Moller, 1.985a), asi como éen algunas

piteliales ¥ células tumorales de diferante origen. Su

células e

funcién estriba en la presentacfén de los Ags en forma de

'péptidos a las células T colaboradoras, interviniendo asi en la

reguiacion de la respuesta inmune.
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ikd

Los ge £
0os genes de Clase III codifican los componentes del

~ —3”} o] :)1_.: . - ~ \“-,’ - - ~ - )
Comp lemento sérico €2, factor B, C4a y C4b, y los dos component
8 1C es

del] citeocr - / /
] citocromo P-450 21 hidroxilasa (Moller, 1.985b) Estas
M e . =
i, s ' ]
meléculas intervienen en la lisis celular y en la respuesta
{ I 4 I

inflamatoria, pero no tienen funcidn alguna en la presentacioén

del antigeno a los linfocitos

3. POLIMORFISMO DEL H.L.A.

E1 conjunto de genes HLA clase I y Il se caracterizan
por presentar un importante polimorfismo, Qque viene dado por la
existencia de un gran numero de alelos para cada uno de estos

genes. La diversidad genera gran cantidad de combinaciones

posibles en un cromosoma.

La region genética de un cromcsoma Qqueé contiene todos

los genes HLA (excepto los que codifican la B—zﬂmfcrogrobulina)

constituye el haplotipo HLA. Tod1 persona hereda, pues, un

haplotipo procedente del padre y otro de 1a madre. La transmision

genética del HLA se hace segun los caracteres mendelianos

' ] ignifi 5 san todos
codominantes simples, 1o Qque significa que se expresa S Y
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“'“;' [ Y e ?Tq [ ] =] = ]

cada uno de Jos 8. un persona es heterozigota para un
loci sresentar ‘- -

loc1 HLA, present: s productos de ambos alelos en la

superficie celular. Resulta de ello un numero de combinaciones

ar

genotipicas posibles superior a 10°. Este elevado nivel de
diversidad explica por qué es tan dificil hallar dos personas no

emparentadas con HLA idéntico.

La ocurrencia, ademds, de entrecruzamientos de Jlos
haplotipos traduce un mayor polimorfismo del genoma, existiendo
zonas muy conservadas, practicamente idénticas en todos 1los

individuos, y zonas altamente variables.

sk panmpiTamiantn
ntrarriTamar
gnirecruzamient

Lot b
gcomeinacic

Asi pues, el HLA es el sistema mds polimérfico conocido

en el hombre, VY posiblemente dependa de ello su comp?eja

el sistema 1nmune pueda reconocer tanto

capacidad para hacer que

las células propias como las extrafnas ¥y las propias alteradas.
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El elevado polimorfismo de los genes de HLA de clase

T se deoce a la existencia de mutaciones puntuales, recombinacion

-

genétiza (por cesién de regiones génicas) ¥ recombinacioneés no

reciprocas (reenp?azamfento de cadenas de nucleétidos entre un

gen donante y otro receptor) (McIntyre y sedman, 1.984).

e A - T AR aik tab Aa!
mbargo m udios de Southern blot gel

S
o

encian un gran ndmero de secuencias de genes HLA de clase I (Malis

1 e

x 107 cione genoma

" A na A
de no mencs G
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aralinadn dapten 4 ey
aczlizado dentro de un fragmento ge r
gmenLe Je

PR SRR Hind
£51 \n ge! An rar Hind-177 A
=R R i | e 4- e add -.-E

I, que Keller

Tambien las genes de clase II acusan un alto nivel de
polimorfismo. En la base de esta variabilidad intervienen
mecariismos de mutuacion puntual simple y de conversién génica,

no pareciendo probable sin embargo que debidc al escaso numero

de genes de clase II sea frecuente la conversion génica (Benoist

y cols., 1.983).
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4. REGIONES HLA-A-B-C: MOLECULAS DE CLASE 1

£.1. Estructura de las moléculas de Clase I.

Los antigenos HLA-A-B-C (Clase I) son g?ucoproteinas

formadas por dos cadenas. Una cadena pesada transmembranosa Se€

asocia de forma no covalente con la B~2—microb?obu7fna (cadena

7fgera)(FIGURA 2). E1 peso molecular de ambas cadenas €s de 45

11




Figura 2

ESTRUCTURA DE LOS PRODUCTOS GENICOS DE LA CLASE I '

<“J
o 2 :
S ) (o7 |
- Nt o
. B.z-nicroqlobulina

Membrana celular

Citopiasna

ESTRUCTURA DE LOS PRODUCTOS GENICOS DE LA CLASE II

Membrana celular

Citoplasna




COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD

,('.\-. ‘: o o A -
dy 12 Kd respectivamente. Las cadenas pesadas estdn codificadas

en el interior del complejo HLA y son altamente polimérficas

mientras que Jla B-2-microblogulina estd codificada en el

cromosoma 15 (Goodfellow y cols., 1.985) y no se ha demostrado
que sea polimérfica en el hombre, siendo esencial para que los
Ags HLA-A-B-C se expresen sobre la superficie celular.

La cadena pesada posee un segmento exf.race?u!ar
dividido e tres dominios, al-a2-a3, cada uno de los cuales
contiene alrededor de 90 aminodcidos. Los dominios a2 y a3
presentan puentes isulfuros en Jlos aminodcidos 63 y 86
respectivamente. E] segmento transmembranoso estd formado por
unos 40 aminodcidos, fundamentalmente hidrdéfobos, Yy sirve de
anclaje del Ag a la membrana celular (Springer y Strominger,
1.976). E1 segmento intracelular de esta cadena pesada se integra
por unos 20 aminodcidos (Lépez de Castro y cols., 1.979;

Steinmetz y cols., 1.982), en situacién adyacente a la superficie

de la membrana citopldsmica de la célula.

La B-2-microblobulina (cadena ngra)_ no estéd
. directamente unida a la membrana sino que se asocia de forma no

covalente al dominio a3 de la cadena pesada (Benacerraf y Unanue,

1.986).

Un trabajo, qué podemos considerar como fundamental en

7a Inmunologia moderna, (Bjorkman ¥ cols., 1.987), describe la

12
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estructura tridimensional de Ta molécula de Clase I (FIGURA 3),

estudiada por métodos cristalogrdficos (FIGURA 4).

Se pone de
manifiesto que entre Jlos dominios alfa 1 y alfa 2 se encuentra

una cavidad cursos bordes estdn constituidos por alfas hélices
(una para alfa 1 y otra para alfa 2) y cuyo fondo estd formado
por bandas beta (8 en total repartidas entre alfa 1 y alfa 2},

formando un plano sostenido por el tercer dominia (alfa 3), unido

g-2-microglobulina. Esta cavidad es un lugar de
reconocimiento, de tal forma que un cambio en las hélices alfa
¢ en las banda. beta provocard un cambio de especificidad. En
esta cavidad se situa el péptido gque se presenta a los ?infoqitos
T. Segun .a especificidad de la molécula de HLA, la forma de la

cavidad cambia, y, por tanto, el repertorio de presentacién es

distinto.

cada sxfn 42’ gen de Clase I codific

. 14% ~ Aanae 1 rnh
sbkanliFipra o vae 1 r
Er..ﬂu. Libd, Lvo ExQNEs £ § ¥ gui

- i’ L Ananf1nm
g, I €xan 3 LUdilie

~Ann
Ll

5 alpn s ra 2 in A [ btarenn v 1o
1 1 m { ] ‘1"“2 :e E‘S“u / r‘.!\”

] 8 / ] 2 ‘M r ] n [ )

1as ‘Fﬂur j ub Wﬂ&“ J vuﬁ G W e L t VQ“ o v taibined

(asnararrsf v Ungnue, 1
e e tranrdingria conscancia {Benacerrar j unanie, |
(.979), dsta ('tina de extraordinaria CONSLamcia
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Figura 3

ESTRUCTURA TRIDINENSIONAL
DE LA MWOLECULA DE CLASE I

NOLECULA DE CLASE I (plamo

superior), nostrando

la cavidad doade se acopla el
péptido antignico (en rojo)




ANTIGENICO VIRAL (conglonerado de circulos) PRESENTADD POR

IMAGEN COMPUTARIZADA DE UN PEPTIDO
UNA NOLECULA HLA CLASE 1
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.é transcripcidn

2 amnl f:nnd 2 :
a amplificadora A interaccions

Clase I.

4.2. Distribucion tisular de las moléculas de

cstas moléculas se expresan en la mayoria de las
Jel organismo, aunque SUu distribucién no es general
y cols., 1.984; Natali Yy cols., 1.984; (Daar ¥ cols.,

No se expresan en 1a superficie corneal del epitelic

trofobldsticas,

neuronas ael sistema

corneal, vellosidades




COMPLEJQ MAYOF DE HISTOCOMPATIBILIDAD

nervioso central G
os0 central, pdncreas exocrino, algunas gldndulas de Brinner

de e Te e kT B kA
I duodeno y células acinares de la pardétida.

Debiimente se encuentran en células endocrinas del
tiroides, paratircides, hipéfisis, islotes de Langerhans del
pdncreas, miocardio y mdsculo esquelético. Los espermatozoides
pierden expresividad clase I a medida que progresan en su
maduracién (Daar v cols., 1.984a). La mucosa gdstrica es negativa
(Ferron y cols, 1.a889), en contraste con el epitelio colorrectal
(Csiba y cols., 1.984; Momburg y cols., 1.986; Gutierrez y cols.,

£ 987 Ghosh y cols., 1.988),

5. REGION HLA-D: MOLECULAS DE CLASE II

. 1. Estructura de las moléculas clase I1:

Estas moléculas comprenden tres Fami.,ias principales:

DR, DQ y DP, sjendo codificadas por la regidén HLA-D del CMH.

Son glicoprote.nas que se encuentran en la superficie

celular, formadas por dos cadenas transmembrdnicas, denominadas

cadena alfa o pesada (30-32 Kd) ¥ cadena beta © rigera (27-29 Kd)
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nicas PRy -~ o -~
unicdas por enlaces no covalentes (FIGURA 2), y ambas codificad
; 8 O as

por genes situados en el CMH.

Las dos cadenas tienen una organizacidn semejante:
- Dos dominios extracelulares, llamados alfa 1 y 2 en

la cadena pesada y beta 1 y 2 en la ligera, cada cual con 90-95

aminodcidos.

a= ahtartn mian Fooni Tae T Tyagn y
a5 abiertc mientras que los demds se pliegan mediante un puent:

¥, se debe a 12 asociacidn de dos cadenas cortas de polisacdrides

klefard y cols., 1.982; Kauffmann y

- Un dominio transmembrana, hidréfobo, que contiene

70 aminodcidos.

Un cuarte dominio, cftop?asMétfco, hidréfilo,

conteniendo 10 - 15 amincdcidos.

Se describe otra molécula adicional, cadena gamma,

consistente en una glicoproteina, rica en metionina, 1o

po?imérffca, de 30-35 Kd y que se€ codifica por el cromosoma 15

(CTaesson—WeTsh y cols., 1.984). Esta molécula se ha cemostrado

no esencial para la expresion de Clase II en la célula (Germaine

Austin y cols.,

y Nor-Cross, 1.983; Malissen Yy cols, 1.983;

1.985), sin embargo parece determinante a la hora de esvabilizar

=]

la unién del péptido durante la integracién de las mo léculas C2
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clase II. Se le sugiere ademds un papel en la dimerizacidn y/0
transporte de las moléculas de clase II a la superficie de la

célula (cuestionado por Malissen y cols.,

1.983; Austin y cols.,
E.9BA ).

'05 genes de clase II codifica

v va

v para 13 regidn 3' no traducida.

Cp+TH+CY, 3 UT) y un gen

tamafio de los 1ntrenes es

~

b m mrk ‘
y obro §1Luaco

ingluso de la nisma

1
Aama 2
Ly
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anAatal Y :

o Tan nk . :
g 148 Ceiuias endole 1groblzstos o

Wiww QAL

adn 1 ey gt
do cierta corregLiacidn

Distribucién tisular de las moléculas de Clase II

Las moleculas de clase II, de presencia mds restringida
que las de Clase I; son expresadas en Jlos linfocitos B,
macréfagos y células dendriticas, que interacionan con los
1infocitos T colaboradores en 1a respuesta inmune. Daar y cols.,
1.984a; Hirschberg ¥ cols., 1.980; Broathen y cols., 1.981, las
describen en el epitelio vascular, en epitelio timico,en células

de Langerhans y €n algunas células de origen epitelial.

Se ha demostrado que la expresién de los Ag de Clase

TT nho B8 constante; variando con la capacidad funcional de la

célula (Janeway Y cols., 1.984; Unanue, 1.984); e incluso puede

ser inducida bajo c’ertas condiciones fisioldgicas y patoldégicas

condiciones normales

en células que no axpresan Clase II en
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6. FUNCIONES DEL HLA. RESPUESTA INMUNE.

E1 sistema inmune ha de discriminar entre los
determinantes ant.igénicos propios (todos los determinantes que
constituyen el propio organismo) y 1los provinientes del mundo

exterior.

para esta funcicn esencial el sistema inmune dispone
de los ©rganos linfoides (timo, bazo, médula o6sea Yy ganglios

linfdticos) y de los linfocitos.

La relaciodn entre los antigenos del CMH y €1 sistema

inmune se evidencié en lcs experimentos ya cl4sicos de Doherty,

Zinkernagel ¥ Blanden quienes obcarvaron cémo 108 linfocitos T

citotéxicos inducidos tras infeccién con virus de coriomeningitis

?infocitaffa, s&lo se activaban (1isaban la célula) cuando ésta
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era infectada por ese virus y ademds compartian los mismos Ag

Clase I del CMH (Blanden y cols., 1.975).

Se 1legé asi a la conclusion de que los linfocitos T,
a diferencia de los linfocitos B, ro son capaces de activarse
directamente ante moléculas extrafias, sino que precisan que éstas

estén asociadas a sus propias proteinas del CMH.

=ste hecho, reconocido como restriccién haplotipica o
restrfcfcfén CMH, fue plenamente demostrado en el hombre
{Thorsby y cols., 1. - Eisher y calé., 1.988] McMichael Yy
enls,, 1.977; Moog y ¢ LT 9

De tal forma, las moléculas de Clase I son decisivas
en la respuesta inmune ante antigenos virales Yy tumorales,
formando complejos con el péptido antigénico que pueden ser

reconocidos por 108 1infocitos T (Doherty ¥ cols., 1.978),

produciéndose 1a lisis (Algarra y cols. (1.989) de las células

portadoras de estos complejos.

Los antigenos del CMH son pues esenciales en las

imi ' ' i ] las
reacciones de reccnocimiento inmunitarioc que efectdan

diferentes subpoblaciones de células T. En general, las células

f ' A lac16n
T colaboradoras reconocen los antigenos extranos en asociac

. : kB
n los antigenos de Clase II, mientras que 1cs linfocito
co t

20
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citotdéxicos wutiliz o .
to s utilizan los antigenos de Clase I como elementos de

restriccién: (FIGURA 5)

Los linfocitos T citotéxicos (fenotipo CD8)

reconocen y destruyen Jlas células portadoras de antigenos

extrafios asociados, que le son presentados por las moléculas HLA
de Clase I (v.g.: células infectadas por virus, células
transformadas quimicamente, o células tumorales). Las reacciones

icidaqg mediadas por células T (CTL) son reguladas,

pues, por las moléculas de Clase I.

2. Los linfocitos T colaboradores (fenotipo CD4)
reconocen al antigeno extrafio en asociacién con los antigenos HLA
de (Clage II de las cé?u?és presentadoras de antigenos
(macrofagos, células g. ste), Las moléculas de Clase II actuan
aqui como sefiales de reconocimiento entre las células
presentadoras del Ag y el linfocito (Rosenthal Yy Sevach, 1.973;
Katz y cols., 1.973). Al mismo tiempo estas células T cooperardn
con los linfocitos B para inducir la procuccion de anticuerpos
y la liberacidn de 1infoquinas que ayuden a lcs macréfagos en el

proceso de destruccién de 1os microorganismos intracelulares.

2 Los linfocitos T supresores (fenotipo cpD8) inkiiben

oo

eSpecfficamente 1a respuesta inmune, suprimiendo la accién de

macroéfagos, células E Y células T colaboradoras, ¢ incluso

21
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tambien inhiben la secr ] ' R '
secrecidn de 1nterleuquina 2 por parte de los

linfocitos colaboradores y citotéxicos (Benacerraf y Unanue,

.986).

La restriccién del CMH, asi como el reconocimiento
antigénico especifico, son mediados a través del receptor
antigénico de la célula T (TCR). EI tipo predominante de TCR estéd
compuesto por dos cadenas, a y B {Kapler y cols,, 1.883; Allison
y cols., 1.984), cada una con dominios variables y constantes
similares a los encontrados en las moléculas de inmunoglobulinas.
E] heterodimero a:B estd asociado en la superficie celular con,
al mencs, cinco polipéptidos diferentes no polimérficos,
denominados Complejo CD3, involucrados en el traspaso de sefdales.
Las regiones variables del TCR interaccionan con las a-hélices
de la gruta del CMH y con el péptido antigénico situado en ella

(Davis y Bjorkman, 1.988; Danska y cols., 1.9980).

En la actualidad parece aceptarse la hipétesis (Allen
y cols., 1.987) nue las moléculas HLA de Clase II unen péptidos

; ; :
derivados de oroteinas exégenas que nan penetrado en :a célula

a cabo en el endosoma

por endocitosis. Esta unioén se llevaria

celular, una veZ que la molécula de Clase II se hubiera

desprendido de su 'cadena invariable” ( Hammer1ing, 1.990)

(FIGURA 6). Esta "cadena invariable” habria permanecido adherida

2 18 molécula & lo largo de su recorrido por el reticulo

endopldsmico paré impedir la unién de péptidos endégenos. En los
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endosomas celulares la molécula de Clase II se desprende pués de
su cadena invariable, capta al péptido de procedencia exégena y

lo transporta a la superficie celular para presentarlo al

linfocito T colaborador.

A través de diferentes caminos intracelulares, las

moléculas Clase I, desprovistas de cadena invariable, unfrfan'
péptidos derivados de proteinas sintetizadas endégenamente en el
aparato de Golgi, siendoc este complejo "CMH + péptido"” presentado
en la membrana plasmdtica Yy reconocido 'por los linfocitos
citotdxicos circulantes (Townsed Yy Bodmer, 1.989; Hdmmerling,

1.830).

Las Ultimas investigaciones al respecto (Jaraquemada
y Martft, 1.991) abogan por la hipétesis de que esta
especializacion diferencial de las moléculas de Clase I y II es
independiente del péptido que presentan y de 75 proteina de la
cual procede, dependiendo sin embargo de las vias de entrada y

degradacicn intracelular usadas por cada antigcno, asi como de

1a via de transporte a 1a membrana de las moléculas presentadas.

Asi pues, los antigenos HLA podrian conducir a dos

tipos de resultados: si el péptido es presentado por la molécula

Clase I a los ]1infocitos T-citotéxicos, la célula presentadora

S do,
del Ag (tumoral, virdsica, ete. / quedard l1isada. Por otro la

si es preserntado por 1a molécula de Clase II- (en macrofagos,
o = i
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células dendriticas - .
driticas, etc) el acoplamiento sobrevendrd con los

linfocitos T-colabc PO ; :
O § T-colaboradores cuyo fin primordial serd estimular el

S‘n+ 1 s ~ o 1
istema 1nmune, pero respetando la integridad celular

7. CMH Y TUMOROGENESIS

Los cambios constatados en la expresion de los Ags dei
CMH en las células tumorales sustentan la posibilidad de que no
sean sino el resultado de un proceso de inmunoseleccién, a través
de un mecanismo de escape 4 la vigilancia inmune (Zijilstra y

fois., 1.986; Festenstein y Garrido, 1.986; Festenstein, 1.987).

Se ha demostrado cémo en ciertos tipos de tumores de

origen viral, un descenso significativo en la expresién de Ags

HLA se traduce en potenciacion oncogénica (Schrier Y cols.,

1.983). Tambien es conocido que ciertas proteinas virales se

tornan oncogénicas sélo en estados de inmunosupresion (Klein y

Klein, 1.985). Ello sfgnificarfa que las alteraciones en la

expresior de las moléculas de clase I podrian facilitar el escape

24
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al atague inmune " los linfocitos Lot
g une por los linfocitos T Citctoxicos, los cuales son

Thcapaces de lisar las cé s diana s1
3 las células diana sin moléculas de clase I.

En el ratoén estos hechos estdn suficientemente claros,
habiéndose demostrado 2an varios sistemas tumores que la pérdida
de expresién de moléculas LA cecnlleva un aumento de Ja
malignidad tumoral (Hui y cols., 1.984; Garrido y cols., 1.986;
Pérez Yy v i 1.990), siendo altamente elocuentes las
investigaciones que recurren a transfecciones en células

tumorales de ratén (Ostrand-Rcsemberg y coly. 1. .981),

Pese a todo, la funcién de las moléculas HLA en el
control de la progresién tumoral estd aun por dilucidar. Se
considera que la respuesta antitumoral HLA-restringida es solo
una parte de los mecanismos de control del organismo frente a las
células tumorales. Existen ademds otras células que no precisan

de la restriccion del HLA para su accion antitumoral: macréfagos,

células NK y células LAK.

Las células NK (células naturales citotéxicas) son ur

subgrupo de l1infocitns no T no B, que se caracterizan por Ssu

capacidad de lisar una amplia variedad de células diana sin estar

previamente sensibiiizadas ni requerir restriccién del CMH.

Estudios "1n vivo"” en animales de experfmentacfdn han suger1do

que las células NK pueden ayudar a reducir la diseminacidn de las

' G as i mente
células tumorales inyectadas intravenosame

metdstasis de
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han demostrado que la
imales, mediante antisueros especificos

ra antigenos s células NK G '
DS s células NK, Tncrementan la incidencia de

act

estos animales, resaltando la importancia de estas
lucha anti-tumor. Hasta ahora no se ha podido
estructura diana reconocida por las células NK.

ague la susceptibilidad NK depende de la ausencia
superficiales normales de las células, tales
las del CMH. Varios grupos encuentran mayor
su accién contra dianas cuando se

de los antigenos HLA (Kédrre Yy o772 4]t g

1.989; Ljunggren y cols., 1.990).

células LAK células citotdxicas activadas)
resttltan de la incubacién de linfocitos de sangre periférica con
Interleuguina-2 durante un periodo minimo de 48 horas (Grimm y

Rosemberg, 1.9:£4). Las células tumorales, incluso las resistentes

a las células NK, parecen ser susceptibles a las células LAK "in

vitro”.

Otro aspecto de 1a respuesta antitumoral recae en los

icos de céiulas tumorales, queé requieren la presencia

=5 bien cO dé c tidica
de antigenos tumoral. No es bien conocida la estructura pep

e] sistema genético que

que actua como Ag de rechazo tumoral ni

7 cientem rup Thierry Boon ha
la codifica. Recientemente el grupo de erry

' j 5 51 , les
caracterizado varios péptidos Y genes én sistemas tumora
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experimentales y en melanomas humanos (Szikora y cols., 1.990;

van Den Eynde y cols., 1.989; Degiovanni y cols., 1.990).

Segun ptes de que la pérdida del control
inmunolégico tumoral vendria dada por una detraccién de Jlos
antigenos de histocompatibilidad, se han estudiado sus niveles
de expresién en diversos sistemas tumorales humanos: carcinomas
de colon, estdémago, mama, ovario y me lanomas (Taramelli y ccls.,
1.986: Ferrén y cols., 1.989; Kabawat y cols, 1.983; Lépez Nevot
Ruiter y Ferrone, 1.986; Gutierrez y cols.,

. ree
1. 986

1.987; Concha y colis., 1.991). Los resultados no son, de momento,

tan significativos como en el raton.
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resumen  pues, los datos disponibles no son
concluyentes ni clarifican definitivamente los mecanismos por los
que la expresion de los Ags HLA cambia o influye en 1a biologia
de los tumores, interacionando con el sistema inmunitario del
huésped. Ciertamente las implicaciones ¢linicas parecen
significativas (Garrido cols. 1.987) y la modulacién de los

antigenos del CMH en la célula tumoral puede marcar su cardcter

maligho y la respuesta inmunolégica del huesped (Eisenbach Yy

ccls., 1.983; Pérez y cois.,
¥y la aplicacién de nuevas técnicas de hiologia molecular,
histogquimicas ¥ genéticas, constituyen todo un reto para el

investigador de materias or.coldégicas.




1. INFECCION GENITAL POR PAPILOMAVIRUS HUMANO.

1.1. INTRODUCCION

Despues de muchos afios en que el papilomavirus humano
(HPV) pasara 1nadvertido para clinicos e investigacores,
aduciéndole un sencillo papel etiolégico en lesiones verrugosas
benignas de la dermis, fué la evidencia por microscopia
electrénica de HPV en las células de las lesiones displdsicas
(Della Torre Yy cole , 15878: Hills Y Laverty, 1.9789; Morin Yy
Meisels, 1.980) el detonante de una carrera investigadora
tendente a la identificacién de HPV y su correlacion ¢ curt las

lesiones benignas, ora con las premalignas y malignas uel cérvix

uterino.

2 hoy al HPV como uno de los patdgenos méds

Se reconoce .

relevantes para el hombre. LoOS datos epidemfo?égfcos revelan

extremadamente frecuente la infectac ion con sste virus, Si bien

la mayoria de 1as veces en forma ihocua o insignificante desde

el punto de viste clinicc. E] condiloma acuminado o verruga

exofitica no €s sinc Ta expresion clinica mas evidente de la

infeccidén. EN face latente, el DNA de HPV puede detectarse éin

29
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ep ] s de aspecto macroscépico, colposcépico o histoldgico

absclutamente normales (Laval v pols., 1.830) Estudios

. = (=]

epidemiolégicos en grandes grupos de poblacién revelan que casi
s . g : ‘

el 20 % de las muertes mundiales de mujeres por cdncer de cuello

estdn relacionadas con HPV.

cuando se identificaron los primeros tipos de HPYV, las

particulas virales se observaban por microscopia electrénica y
técnicas inmunitarias, a la vez que colposcopistas e
histopatdlogos sentaban predicciones acerca del tipo de HPV y la

evolucién clinica.

Los ientes avances en investigacion virolégica,
especialmente eéen 1o relacionado con las técnicas de DNA
recombinante e ingenieria genética, han permitido 1a replicacién
3% caracterizacion del genoma del HPv asi como el estudio de la

expresién cde genes virales.

1.2. ESTRUCTURA DEL PAPILOMAVIRUS

La partfcu?a viral del papiloma consiste en un nucleo

central de DNA envuelto por una cdpside de proteinas virales.
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{ ol | MM L 1 .3 o i P £ .
E] DNA viral se dispone circularmente en una doble

cadena cerrade covalente, de aproximadamente 5,2 millones de

(e

-

s ¥ SR ‘ o g
daltons y 7.900 pares de bases (Ostrow y Faras, 1.986). Tras su
inclusién por la célula del huésped, se combina con histonas de

gste y se condensa en nuclecsomas.

La cdpside esta compuesta por 72 subunidades
(capsémeros), que se estructuran en forma isocaédrica, y donde
se identifican dos tipos d proteinas: una de 54 Kd, bastante
inespecifica con el tipo de papilomavirus, Y otra, altamente
especifica, de 76 Kd (Tomita y cols., 1.987). Las particulas
maduras no tienen otro tipo de cubierta externa, lo que podiria
sxplicar la baja antigenicidad de las infecciones por:

papilomavirus.

/3. MORFOLOGIA GENETICA DEL HPV

E1 genoma del papf?omavfrus se divide funcionalmente

region £ rearly) ¥ regién L (late), que

en dos grandes regiones:

se reparten respectfvamente 45 ¥ y 40 % del genoma virail. Ambas

- - .dad para cedificar
contienen una serie de subregiones con capacidad para codificai
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nro i iyt o 4 i Nel-]
proteilhas y Qque se enomihan ORF (opet reading frames o

fragmentos abiertos .ara lectura).

e 1 ~ 5 g ]
Durante la infeccidén viral las primeras proteinas en
expresars2 serian las relacionadas con el control de la

replicacién del DNA y que estdn codificadas por la regidn

temprana (E). La funcién de la mayoria de sus ORF ha sido
identificada por analogia con el papilomavirus bovino. Asi, E1
. es necesario para el mantenimiento del HPV como episoma (Saver

y cols., 1.984). lLa ruptura de este fragmento conduce a la

integracién del genoma y r uce el ntumero de copias por célula.

E2 tiene una funcidn trans-activadora (Spalholz y cols., 1.988).

E4 desempedia un importante papel en el mantenimiento del DNA

7 viral durante la proliferacion celular, y representa el 30 ¥ del

total de las proteinas viricas (Doobar y cols., 1.986). Los genes

que participan én Es y E6 parecen tener capacidad para

transformar las células (vang y CoO18., 1.985), y les

correspondientes a E7 prolongarian el estado de malignidad

(Smotkin ¥ cals., 1.988). E6 ¥ E7 son necesarias para la
inmortalizacién de keratinocitos humanos Yy para transformar

células de roedores (Mat?ashewski y cols., 1.987).

gEn la region tardia, la ORF L2 es mal conocida Yy .
duce una proteina constituyente menor de la cdpside. L

eina de la cdpside,

tra
siendo reconocida

codifica la principal prot

por el anticuerpo especifico de grupo.
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Entre el extremo 5’ de la regién £ y el

extremo inicial

de la regiodn L 'S 3 s

e la regidén L existe una regién de 600 a 900 pares de bases, que
- ¥

ﬂ\," :. " ?' T -~ - ' . ~ - y S
codifica proteinas pero contiene importantes sefiales para la

- T a~7A . f 2 y A
regulacién del DNA. Esta regidén ha sido denominada LCR ( Tong

control region)(Cheng y cols., 1.985)

1.4. VIRUS, ONCOCENES Y CANCER

Se debe a Peyton Rous (1.911) la primera observacioén
del efecto tumorogénico de un virus infeccioso capaz de inducir

sarcomas tras su inyeccion en pollos sanos.

Durante cuatro décadas todos los estudios sugerian que
la enfermedad neopldsica en l1os animales podia estar causada por

virus. Sin embargo, la gran variabilidad de los resultados no

satistacia plenamente las premisas postuladas por Koch.

ross desarrollo en 1a década de los 50 un test de

induccion tumoral por virus, aun vigente de forma rutinaria, por

al cual un estracto tumoral de ratones lTeucémicos €s inyectado

a ratones C3H recién nacidos, desarrolldndose én e] 100 % de

dstos una reucemia.
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Es senc > proceaimi
te sencillo procedimiento, por el que se han podido
identificar mds '
~ar mds de 2.000 virus tumorales, si satisfizo los
Postulados de ocC ' Ie ni
vlados de Koch y dejé definitivamente demostradada la

cancerigenidad del agente infeccioso viral

Infeccidén vira

La infeccién de las células por cualquier virus
comienza con la penetracién del virus por endocitosis ©

pinocitosis.

pPosiblemente el virus infecte inicialmente la célula
pasal o de reserva de la union escamoso-cilindrica del epiletio
genital (Haray cols., 1.980), produciendo en este primer estadio

las "proteinas tempranas” que se encargarén de la replicacion del

genoma viral Y de la preparacion de la maquinaria celular

necesaria. Ello se traduciria morfologicamente  con la

pro?fferacfén e hiperplasia de las capas celulares intermedias

del epitelio.

Sucederia despues una fase de replicacion sincrénica

del DNA viral con el de la célula pasal, asegurdndose un

] - P | 4dae
determinado numero de copias en las células pasales hiJas.
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csta fase de latenci dejarfa paso a otra de

desarrollo vegetativo del virus al alcanzar la capacidad de
sintesis de 'proteinas tardias" de la cdpside (Smotkin,

(1.985), Yoshikawa (1.990)
describieron cémo en las lesiones premalignas el papilomavirus

forma de episoma, mientras que en lesiones

integrado.

desarrollo comun de las infecciones
virales, Jsqué circunstancias han de darse para que ello conlleve

~

una transformacién neopldsica’

Oncogenes

celulares que se hallan

! g e S emostrara
yrimeramente en VIrus donde se demos

1me

las mismas

invertebrados no

secuencias génicas normales son

y I » -~

£ ¢
b carvAaAanagos
i 983 Varmus, 1.984), reservan
. Oy o 1L
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wd

oncogén

71‘:,4’ iRl 45 o~y SR
1legd pues a la conclusién de que los oncogenes
son componentes genéticos normales

proto—-oncogenes
son precisamente los animales quienes,
estos

células, Y )
e Ty S :
de las especies, transfirieron a los virus
1.982). De hecho, conocen hoy

se

que no se conocfan previamente en virus.

lares
leicos y proteinas codificadas por
los oncogenes

] de dcidos huc
de analogfa entre

I T~
RS

alto grado
Al oncogén

un a
proto-oncogenes.

O
to-oncogen como c-onc.

oncogenes celulares

le refiere como v-onc Yy al pro
i logenéticamente, los proto-oncogenes son tan antiguos
que se les aduce un papel

estructura,
céelula,

funcionamiento
iferacidn y renovacion.

F
y tan constantes en su

para el normal de la
referido a su prol

fundamental
es proteinas
de

especialmente en 1o

NS proto—oncogenes son pu
receptores

crecimiento,
sefiales,

Los productos de 1
que se integran en factores de
de crecimiento. shEor de

factores
asas y proteinas celulares

protefnquin
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AST pues, se piensa hoy que la perturbacidén de estos

O ooganas act y ' ¥ -~ 4 » ; o
oncogenes estd 1ntimamente relacionada con la aparicion del

.

T T~ o + ‘o ol g - o - g 4 ?
cdncer, traducida en una alteracidn de la sintesis de la proteina
que normalmente codifican. Esta alteracidn seria el _mensaje a la

célula para un crecimiento descontrolado.

Existen diversos mecanismos por los que un proto-

oncogen, con una funcidén al parecer crucial en las células
. normales del organismo, puede ser activado, es decir, convertirse

en oncogén, traduciendo bien un cambio estructural de la proteina
codificada por el gen, bien una hiper/hfpoestimd!acfdn de la

expresion de este gen. Funcdamentalmente’ se trataria de

inclusién de virus, mutaciomnes ' puntuales,

o mecanismos de. amp1ificacidn

mutaciones por

translocaciones cromosémicas

génica.
¥ La inclusidén en la célula huésped de un virus que
. contiene un Oncogén, conduce a una transformacién rdpida de la
o
dentro del genoma

misma, ya que el oncogén aumenta su actividad

celular (mediante su promotor transcripcional asociado a sus

regiones LTR).

x £ el virus infectante no contiene orcogén, Su

- —~ Y~ N P ; r

insercion en las cercanfas de un prctyfonuosén celular puede da

lugar a su activacién. Son los 1lamados virus_transformantea
- = dal P "

lentos.
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g ;
El mecanismo de activacidon de

1

prote-oncogenes

mediante mutacién puntual es bien conocido en los de la familia

o ~ . e i SRR . ¢ :
ras, donde se constata el cambio de solo un aminodcido en el

Ny e -~ B G . :
producto codificado por el gen. Si1 la alteracidén se produce en
un punto critico de la proteina, podria alterarse el fenotipo

-

celular.

puede resultar activado un proto-oncogén
cuando su loci se situa en la proximidad del punto gerabt a
cromosémica, acaeciendo un reparto 1nadecuado del material
genético (traslocaciodn ~romosdmica). Tal es el caso del c-myc en

e] iinfoma de Burkitt o el c-abl del Cromosoma pPhiladelphia.

*x La amplificacidn génica consiste eéen la repeticidn

reiterada del numerc de copias del proto-oncogén, con 1o cual la

proteina por &' codificada se halla también aumentada. Este

mecanismo se da en c-myc de cdnceres microciticos de pulmén y N-

my~ de neurcblastoma

Las consecuencias de tor'os estos mecanis’ 75 se reducen

ihc i - e, istird un cambio 1 roteina
principalmente A dos: €.18 un cambio eéen a p

b roto-oncoger orminard una funcion
codificada por el prota-oi ogén que determina g

tata y/0 habra | ' ~i4n aumentada de dicho gen.
anormal de ésta, Y/© habrd una expresio a a
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Oncogénesis viral

programa genéticc de Jla célula
la infectacién viral constituye la base
]

n las mutaciones causadas en

que integran las cadenas de DNA

La integracién del DNA-HPV 2r 'a-~ cadenas de DNA-célula

huésped ha sido reiteradamerte comp . obada por numerosos autores,

tanto en material bidpsico de cdnceres de cérvix (Howlay y col

1.989; Pecoraro . ols. .991: Barbosa Yy 5 1.991) como en
cultivos de cel ala (Schwarz y Ct : .985) o cultivos de
queratinocitos humanos (Viila y cols. s waggoner y cols.,

1 gg0: Barnes y cols., 1 990).

i ’

Al parecer, los repetidos procesos de mutacidén acti ™

los. sistemas de reparacion del DNA celular (fragmentacion Y

reconstitucion/,; pﬁsfbi?ftahdo que simultaneamente se

SUCEeS0S 1acio voreciendos2 asi la
desencadenen 108 SUCESOS de ~idn, favorec d

1O Z cerome dal huésped. Seria 14
integracion del DNA éeX el genoma de huésg
proteina temprana EZ2 del genoma viral la primera en integrarse

85 ker ¥ cols Awady y cols.,
(Schwarz Y sl 1.9BE; Jaden oy ERIT
otras proteinas virales

haciéndolo noster ormente




PAPILOMAVIRUS HUMANO

E7 han sidc sefdaladas como

16n neopldsica final de la.célula.

gue estas dos proteinas (E6, E7)
es aun terreno de controversia.
la c:?aboracfdn de ambas, o©
oncogén Ras activado. Villa
-apacidad transformante para E6 y E7,
IPV-i6. Lambert (1.987) describid

un gen represor que inhibiria

de otros genes virales, Yy 8u

cesaria para que E6 y E7 pudieran

citan como coadyuvantes a la
~élula huésped. AsT e] factor transformador
( Braun y cols., 1.990)
viral y pérdidas de sus
transformacion maligha. Por
de1 oncogén C-myc ha sido puesta
(Kinoshita

umoral

7
i

integracion de

una inactivacion
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de los geres ague ol 4 A ey B : L
: s genes que codifican en el huésped factores celulares que

interfieren la ihfeccion viral.

A este respecto, en los ultimos congrs os y Symposium

sobre papilomavirus, se ha puesto énfasis sobre el papel de la

proteina celular p53. En la célula ncrmal esta proteina se
expresa elativamente poco y actua esencialmente como un
antioncogén, regulando la divisién y proliferacidén celular. La
. pérdida de sus funciones ocurriria por iractivacién de la

transcripcién del gen, por secuestro de la proteina p53 mediante

proteinas virales o pcr mutaciones que conducirian a la unioén de

p53 con otras proteinas. De tal forma, la infeccidn por HPV darfa

lugar a ia fFormacidén de un complejo E6/E7-p53 por el quedaria

inactivada esta proteina y, PCr ende, el crecimiento tumoral

18 1. 991: Vousden y cols., 1.991;

/7
W = ’

fuera de control (Lecrer y cO

P \
Sager y cols., 1.997).

De cualquier forma, 1a oncogénesis viral es un proceso

complejo, donde, enrprfmer lugar, la célula del huésped sufre una
transformacion genética al integrar en su genomna el DNA viral;
lo que traduce una alteracidn en la estructura y Funcién de las
proteinas codiFficadas. En una ~ segunda rnse las células
genetf:amente transformadas expresan uno © mds genes virales, lo
que conduce 4 un crecimiento inderinidc. ES la fﬂmortaFi:acién
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MORFOPATOLOGIA ¥ “ECCION HPV -
C ATOLOGIA NFECCION HPV EN EL TRACTO GENITAL

cambios cito-histolégicos, que mds tards se
demostraran inducidos por HPV, fuercn ya descritos ¢ . 1.942 por
Ayre; quien er 1.960 sugirid el origen viral de tales hallazgos
morfoldgicos. E1 concepto de atipia coilocitica, para describir
las células con un hueco citopiismico, fue acufado por Kos Yy

Durfee en 1.956. Dunn AEG (1.968) detecta particulas virales

intranucleares en las verrugas genitales. Zur Hausen, 1.974, que

habia empezado a estudiar el papilomavirus en su relacién con

papilomas planos a principios de 1.370, logra ahora la

transcripcién del DNA virico a E. Coli Yy obtiene sondas para
detectar DNA dJe HPY. E! mismo autor 1nsistiria dos afios mds

tarde en la relacién entre virus del papiloma ¥y la génesis del

L=

carcinoma de cervix (Zur Hausen, 1.976). En el mismo afio, Meisels

y cols. defienden que el coilocito en la citologia exfoliativa

era patognoménf"o de infeccién de HPV.

pyrola y Savia [1.877) describen cambios epiteliales

cgwicaracteffsticas citolégicas idéntfca*:a?tondr?oma acuminado,

: ' : 5 2 e e o 7 o = f = E' as
pero en lesiones clinicamente indistinguibles de displasia de

~m 1M a3ron : ’ C.
bajo grado. a las que denominaron condilomas p lanos
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y Della Torre en 1.978 detectan particulas
virales 211 0S condilomas planos mediante microscopia
electrénica. Law (1.979) y cols. observan secuencias de DNA de
HPY por hibridacidén molecular. Mientras tanto, Ia aplicacidén de
técnicas de inmunoperoxidasa evidencidé antigenos especificos de
grupo para HPV en las capas saperff;fa?és y células coilociticas

displasias cervicales (Shah y cols.,

| a caracterizacién de los diversos tipos de HPV se vié
dificultada por la escasa produccién de particulas .en el
~ondilcma genital. Sin embargo, Gismann y Zur Hausen (1.980) de
forma casual lograron una caracterizacién parcial del DNA viral

vectores bacterianos; virus que después se

denominaria HPV 6.

se acepta ya de forma general que el coilocito es un

signo microscépico de infeccién de HPV en frotis y cortes

histolégicos, Yy Que condilomas Y displasias scn formas de
h R ang -
expresion de infeccién de HPV ( Woodruff, 1.980; Gisssmann, 1.39U,

Ferenczy,

LOS procedimfentos de hibridacion de DNA marcado

4 3 e~ Tm 1 + gl 1 s08
rad*ua*tﬁvamen*e propicid un répido conocimiento de Tos d1verso
VAW W i -
Dar d inir un huevo Lipo éste
tipos e aceptd Qque pard definir un nt po,
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o £ N~ L p o . . g
habria de tener menos de un F0O % de homologia en su secuencia con

otros virus del papiloma.

A partir de entonces comienzan a puoblicarse numerosos
trabajos sobre la asociacién de diversos Lipos de HPY,

L

especialmente 16-18-31, con el carcinoma de carvix (Ddrst, 1.988;

Boshart, 1.984; Lorincz, 1.986). De igual forma se asocia el HPV-

displasia verruciforme (Ostrow y cols., 1.8982),
se describen otras patologias relacionadas con ia infectacion

con papilomavirus, tales como las compendiadas en la TABLA I.
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Tipade WPV Enfersedad relacionads . Potencial oncigeno

errugas internedias, rd

Pard: oma a¢ pinaan
vwiluwwig vl duiy

pitAd fata

glide

e

Aa= Art
fesconocido




ETIOLOGIA Y PATOLOGIA DEL CANCER DE CERVIX

1. ASPECTOE EPIDEMIOLOGICOS

En el mundo, el cdncer de cuello de utero ocupa el
segundo lugar dentro de los cdnceres femeninos. Sin embargo su
incidencia difiere sustancialmente segun se trate de paises
de arrc??“" 5 en via de desarrollo. Clasicamente, el carcinoma
de cérvin se ha considerado como una patologia de las clases
sociales mds bajas, siendo por ello gque en los ados 70 las
mayores tasas de incidencia (62-43 casos por 100.000 mujeres) se
dan en paises subdesarrol lados como colombia, Panamd o Africa del

Sur, en contraste con los paises desarrollados (4,5-15 casos por

100.000 mujeres).

En relacién al cancer de mama y de cuerpo uterino, el

carcinoma de cérvix ha tenido hasta los afios 70 una frecuencila

inversa .sfendc para éste muy superior a la de 1 cdncer de cuerpo.

' ~ac 1 €5 de los ; = iagndéstico
sin embargo, la entrada en escena de [0S programas de diag E

] 1a s 2 inversién de esta
precoz, entre otros motivos, ha supuesto una inversion de _

tendencia, ya Qque se propicio el diagnéstico de mayor nhumero de
]

' ' sminuyo : soluta el numero de
formas preinvasivas Jy disminuyé en forma absolu

. 1 +
casos en etapas ardias (Johannesson y cols., ¢+ 978: Richare ¥

- o~ a ” . \¥'4 1
1.982; walton rols,, +90E; Yahima

ecle., 1.981; soost y CO
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consecuencila de as C san
ecuencia de las camgafias de screening
- T A9 em G B
sido la disminucidén de la edad media de las
pacientes. Para
en un periodo de 10
2fos. la ‘ o maxi ‘ de
afios, la edad de mdxima incidencia ha pasado de 49 a

a afios,

especialmente incrementado er Jrupc i
‘ e incrementado en el grupo de mujeres menores de 35

afios ( Kenney Yy 18 985: Schmau:
os ( Kenney y cols. 85: Schmauz y cols., 1.984; Carmichael

¥ cols.,

~idencia de cdncer de <cérvix es también
sensiblemente diferente segun la raza. En mujeres negras de
EE.UU. se diagnostican 25,7 casos por 100.000, frente a solo 10,9
casos en 100.000 mujeres blancas (Devesa y cols., 1.984). La
gradacion del riesgo serfa, de menor a mayor, poblacicén Judia,

blanca, chicana y negra (Gonzdlez y cols., 1.987).

Un nivel socio-econdémico bajo ha sido tradicionalmente
asoziado con la incidencia de cdncer de cérvix (Kenneway, 1.948);
sin embargo, cuando se tienen en cuenta otras variables (tales

la conducta sexual) el nivel socio-econdémico pierde

com

importancia (Brinton y cols., 1.987 ).

1a inexistencia de cdncer de cuello en mujeres virgenes

ha atraido la atencién sobre el papel de 1as relaciones sexuales

en la etiologia de estos cdnceres. Son ya cldsicos los estudios

ep?demio?égicos que alertan sobre la correlacién con la

la actividad sexual (Barion )y cols,

precocidad en el inicio de
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cols, 1.975: Fenoglio ¥y cols., |.982). El primae

colito antes de los 15 aflos ihcrementa en 3,79 veces el riesgo de

contraer cdncer de cuellc (Brinton y cols.,, 1.986),

lo cual
significa a la adeclescencia como un periodo critico durante el
cual e] cérvix es mds vulnerable a los efectos del Scfto. La
promiscuidad es también generalamente observada por casi todos
los autores, incrementdndose el riesgo cuanto mayor el numero de
compafieros sexuales (Gutjon y cols., 1.885; Zaninetti y cels.,
rma ;u{ﬂ?é?d, 1a actividad del compadero sexual

relevante: el mantenimiento de frecuentes y

diversas relaciones extraconyugales, especialmente con
prostitutas (Buckley Yy cols., 1.981; Skegg y cols., 1.982), la
presencia de condilomas © céancer en el pene (Campion Yy cols.,;
1 . 985), soh factores @ gue epidemiolégicamente cambién se

correlacionan con el carcinoma de cuello de udtero.

E1 papel del tabaguismo ha sido recientemente
constatado como factor de riesgo a través de encuestas

@pidemicléw‘:ab 1.986; Sadoul, 1.989).

de inmunodepresion hacen multiplicar

1a frecuencia de cdncer de cérvix. Asi, en pacientes someticdas

incidencieé weoplasia intraepitelial
a transplante renal, la incidencia de neop

veces superior qué en la poblacion general

o~ T -
986 ) constatdndose de forma paralela un




CANCER DE CERVIX

incremento en la susceptibili
cremento en Jla susceptibilidad para

1 1om Yot - )
papilomavirus (Hartveit y cols., 1.991).

Righoni-Stern (1.84Z2) fue el primer autor en considerar
esta neoplasia como enfermedad de transmision sexual debido a su
paralelismc epidemiolégico con ciertos hdbitos sexuales.
Numerosos autores han mantenido esta soépecha, e historicamente
han sido muchos los agentes patogenos ligados a la transmision
sexual los que se han involucrado en la oncogenia (treponema
pallidum, trichomana vaginales, clamydia trachomatis)(Kessler,
E ove: Sipta, 1-.919] Samson, o Bl En la actualidad este
concepto sigue siendo vdlido (Brinton y cals., 1.987), pero
especialmente, la atencién se focaliza hoy dia en los virus, Y,

entre ellos, el papilomavirus humano, del cual nos ocuparemos mas

adelante de fcrma particular.

LESIONES PRECURSORAS

condiloma Yy neoplasia intrepitelial cervical

sefialemos ahora cémo la conducta epidemiologica de los

' it i * : I * ,"f /
condilomas genitales (ewponencva?e: de Ia infectacion por PV)

' g1 ' ‘ ' ue se
es tan semejante a la de la neoplasia intraepitelial, 4@

L5 i N K
nsidera como una lasién precursora del cancer cervical. £ na

LRSS

’ z i Tomé 5 a] CIN en 3,3 afios, al
comunicado gue el condiloma precede a .
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carc ,l. oma ll') S ," LU er - . C - ' = - ]
f =18, q i a ;r -~ ~a - B 1 3 1
.) anc ! ?,1\;1"7 VO &n / 3{]()-‘5

{Matorras y cols., 1.987).

La coexistemcia de condilomas con CIN es un fenomeno
schradamente conocido, y cifrado segun los autores entre un 25-50
lesiones neopldsicas diagnosticadas en citologias,

acién v muestras de histerectomfas (Roy y cols.,

piensa en la actualidad gue el 70-85

o II diagnosticados citologicamente serian
simples condilomas (Borilla y cols. 1

L4 ?

.985). No obstante, su
presentaciénnwrfc?égicapadriaser'estremadamentemu?tffacética,
desde el condiloma papilomatoso> © invertido (donde la
coincidencia con displasia ccurre en el 61-71 % de los casas},
hasta el condiloma plano o, simplemente, 1a infeccidn subclinica
por HPV, los cuales suelen asociarse a un mejor pronéstico (Zur

Hausen, 1.980).

Asi pues, la evolucién de los condilomas coincidentes
con CIN ha centrado la atencidén de numerosos investigadores por
sy papel precursor en el cdncer de cérvix. Sin embarge, el

1a morfologia de la

intento de relacionar el pronéstico con

Ie € ner s . iamte sensibilidat sabida cuenta
lesidén no parece tene! ien neibilidad, ha

4 . 1 iferenciacion entre
que, incluso en la d

i1 (Richart,

condi1loma veces realmente dific
] ! ¥

s

en este sentido orientarse

ro mucho
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catalogacion del tipo de HPV infectante: Fs; por ello que

frecuen nte se res 5 G 1
cuentemente se resuman las lesiones condilomatosas cervicales

en dos grandes grupos: el primero se . caracterizaria por

D B e AT P ; i : . . .

yoliploidia nuclear, ausencia de figuras mitéticas distintas de
mitosis tripolar y metafases dispersas y presencia de HPV tipos
6 y 11. Estas lesiones son normalmente condilomas que tienden a

regresar espontdneamente o no recurren después del tratamiento

y no tienen potencial maligno conocido. El''segl:do g upo se

9

asocia con aneuploidia nuclear Yy figuras mitdticas anormales,

conteniendo HPV tipos 16 © 18. Estas '}éSfones tienden a
persistir, raramente regresan Y aparentamente tienen un
relativamente alto potencial mai:gno {Fujii "y cols., 1.984;

Binder y cols., 1.985; Kataja y cols., 1.990).

la dificultad estriba en gque ‘el simple estudio

histolégico no es suficiente para predecir el tipo infectante de

HPV (Jenskins Yy colg., 1.8580; Kadish ¥ co]s.,'1.985). Si1 una
infeccidn subclfinica por HPV se asocia con up grado alto de CIN,

se puede suponel que la lesion tal vez tenga_mayor relacidén con

ey o o 18, No obstante, dicha suposic'ﬁ? se basaria en

probabf?fdajes vy no eh una caracterfstféa histopatoldgica

7

especffica.

Desafortunadamente todavia desconoce por que solo

‘ones precurst ~ dezarrqllaran un cdncer,
algunas de las lesiones precursoras desarrql lé

1a mayor parte estabilizadas € incluso regresando §1n
c miayv J [ PR = -
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g |

El sistema diagnéstico tradicional, basado en la

" R R
tratamiento.

dj,f,‘e!‘,‘ .]‘,. - P S R [ E .
enciacién de displasia del carcinoma in situ, nho ha sido

# , pe - o e AR " o ' y
gtil para identificat lesiones particulares que sufren

traﬁ.‘:‘f‘ S Ao ki 7 fib o i Heal +
sformacién naligna. Algunas displasias evc'ucionan hacia el

cdncer, y casi todos los carcinomas 1n situ progresan; .ero,
paraddéjicamente, el progreso maligno puede requerir hasta 20 afios
de evolL “oOn mientras hay algunos canceres invasivos que
obtienen un rapi gdesarrollo a t is de simples displas”as

1.863).

por ello que la clasificacion de las lesiones
precancerosas del ecitelio malpigiano, caracterizadas por atipias
nucleares y mitosis anormales, ha sufrido miltiples y diversas
variaciones. Por citar las mds recientes, fue en principio 1a OMS
quien determiné cuatro grupos para su clasificacioén: displasias

leve, moderada, grave y carcinoma in situ. Richart (1.98/) redujo

o

a tres grupos lo gue &1 denomind neoplasias intraepiteliales

cervicales (CIN), reuniendo en s. gradacion superior (CIN J17]

tanto a la displasia grave comc al carcinoma in situ, ya que su

desagregacion no tenfa mas que Uun sentido empirico ¥ ninguno

prdctico.

/ . , )i . .
En la actualidad, s1n embargo, deb Jo a las recientés

3 : me o Taras ol " 1 1 a?
observaciones clinicas ¥ moleculares e implicar
: # P ~ 1 "C)??'O
p nilomavirus &n la etiologia del cAncer e c el prop
; un remode lac10: anterior
Richart (1.990) propone una remodelacion
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definen ahora do. categorias: CIN de bajo

heterogéneo de HPV de escaso

potenc) CIN de alto grado (antiguas CIN 2/3)

&g A

correspondientes a inecciones por HPV de riesgo intermedio o

alto riesgo, las es serifan consideradas como autdriticas

lesjones prec rsoras (Canpion y cols.,, 1.986;

Scheneider y cols.,

1. 987). E corresponde, ia con la fase

PR

sroductiva de la 1 2 vire , en la que scélo la forma

episomal de un tipo de H (v muy rara vez de mds de un tipo)

puede detectarse (Nuovo y cols. : )). La integraciér del virus

en el DNA del huésped darfa naso al CIN de altc gradc .onde los
cambios morfoldégicos serian ya muy obstensiples (Bedell y cols.,

McCance y cols.,

También en atencion \s1L08 huevos conceptos, la
inologi itol&gica aS¢ las camp de screening, ha
ter‘m.nv-ht,:j i
tenido una nugva remodelacion, recomenddndose | adaptacién de
| i i e = a C

«

res1vAa istema de esda (Diagn. Citophatol.
una manera progresiva al Sistema de Beth 3

1 A T

- o 1 - AR A
989 ), que mostramos €l la TABLA Il




0STICO CITOLGATO

A IVLY Ve




CRITERIOS HISTOPAT
wild T EMNLUQ 1 WATO! OGT -~ 3
S HISTOPATOLOGICO CANCER DE CERVIX

LV LA

~

3.1. Clasificacién histolégica de

I. Tumores epiteliaies malignos:

~inoma escamocelular (carcinoma epidermoide):

Queratinizante.
e células grandes no queratinizante.

De células pequefias no queratinizante.

Adenocarcinoma tipo endocervical.
Adenocarcinoma endometrioide.

Adenocarcinoma de células claras (mesonefroide)
carcinoma adenoide gquistico.

carcinoma adenoescamoso.

Carcinoma indiferenciado.

Tumores malignos no epiteliales:

Leiomiosarcoma.

2. Rabdomiosarcoma embrfonario (sarcoma botr701des).
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La clasificacidén por etapas

I o - . o ' - - 4 A
Una clasific: 6 olo)g tapas clihic '
jcacién por etapas clinicas, modificada

recientemente por la FIGC e -acio
ente or la FIGC , de cacion

casi absolutamente

general, se ofrece en la TABLA III

necesario significar que el concepte histoldgico de
carcinoma i situ ha veni-- adoptando diferentes matices. EI
Somité internacional de Viena (1.961) 1o definié como aquel
carcinoma que reemplaza todo el grosor del epitelio por células
neop-ldsicas indeferenciadas, sin evidencia de estratificacion.
Burghardt (1.973) establecié que S€ trataria de toda lesidn
intraepitelial gque reprodujera las modificaciones celulares de
up carcinoma escamoso 1nvasor. Para Kraus (1.973) seria
carcinoma 1n situ el conjunto de células semejantes a las
carcinomatosas que,reemp?azan el epitelio normal y en el cual la
secuencia de maduiracién de la capa basal a 1a superficial se

halla ausente, no invade el estroma subyacente, ni da metdstasis.

Segun Johnson (1.968) han de exigirse las siguientes propiedades:

1) pérdida de estrati‘fcacfdn ¥ polaridad: no hay diferenciacion

u orientacion de las células de la base a la superficie; 2)

disposicion cromatinica gruesa € irregular, anisocariosis; g

citoplasma escasy Y nuc leos superpuestcs; 4) capa basal no

. ; . i .
dispuesta en empa?wzada; 5) compromiso de todo €l grosor del
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el carcincma epidermoide invasor los criterios

TR -1 ralae AN “e M1 eme
arquitecturales son los mismos que en el carcincma

srace (H1]1lemanns v CC o [ 1 1
ores (Hillemanns y cols., 1.966) describieron

1a invasién aumenta significativamente el
e incluso el voldmen nuclear. Pero la

undam.enteal entre uno y otro estri ' '
indam,enteal 1tre uno y otro estriba en la invasioén

crecimiento tumoral y en la afectacidén de los

linfdticos

puede considerarse al microcarcinoma como un estadio
intermedio entre el carcinoma in si el francamente 1nvasjr,
siendo actualmente objeto_ de controversia el concepto ude
invasién, ya Qque elev 2 la profundidad de la
infiltracion 7 st romé S apreciacion de la invasion

van Nagell Yy cols., 1.988).

La diferenciacion tumoral

E1 crimer intento c?asificatcria de los carcinomas

. . ; el o
cervicales atendiendo a su diferenciacion se debe a schottlédnder

' - - - o & = S
¥ Kermauner (1.9?9), quienes los catalogaron en maduros,

semimaduros € inmaduros.

ce multiplicaron después las cTasfffcacfnnes, que éen

] ] C los criterios
esencila variaban POCO,




CANCER DE CERVIX

seguidos. As T Martzloff pai"tiendc de '
i, pai endc del po celular

o
[

€ los clasifica en 5 vari
k s clasifica en las »ur:edqdeu de células

predominan
e 1N e = ~A£ 7111 1as de ] 1 &
espinosas, células de transicion y células fusiformes o basales
L rOC ~e (1 Q28 ) ~eaulr o) ad oy = ER ' {
Broders (1.926), segun el porcentaje de células indiferenciadas,
loe cataloc SR~z % P :
los cataloga en cuatro grados, en los que el I y IV son el mayor
't I . cmart 1) -
y menor d ferenciado respectivamente, y II y III son estadios
intermedios.

Refiriéndose al carcinoma epidermoide, Warren [1.831)

desarrollé un método semejante, pero admitiendo sclc tres grados.

Wentz sagan establecen tres grupcs, basdndose también en el

o

grado de diferenciacion (queratinizante, no queratinizante de

células grandes y de células pequedas). Glicksmann y Spear 1o
simplificaron E solo dos grupos diferenciados e

indiferenciados.

Blank (1.955) encontré mayor interés pronéstico en la
observacién de 1as alteraciones nuc leares (anrsocariosfs,

dimensiones, mitosic, nucleolos ¥y estructura cromatinica) que en

otros signos de diferenziacion celular. surgié asf la propuesta

de una Graduacion Nuc lear, aislada © asociada ~ otres sistemas

de graduacién.

En los afios 50, 1a OMS inicia un programa de

' ' -ional con obj unificar
C?asiffcacfdn Histoldgica Ihternacionai con objeto de

' f ] 975). S one Jla subdivision del
1a terminologia (Mostof1, 1,975). o€ propone
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CANCEK DE CERVIX

Carcinoms nidermoi 1 tres grados ' aci
1 epidermoide en tres grados de diferenciacién: bien

s Farancleé -~ - s Pl SIS = ] . 7
diferenciado, moderadamente diferenciado v poco diferenciado. La

T acr1ETrartTARN P s . s L } :
clasificacién acepta en la prdctica los criterios de Broders
2

perc incluyendo los criterios nucleares.

transcurso de 1o iITtimo 5 afics se han ido
afiadiendo otros criterios histolégicos de graduacién. Asi se
puede aprecia émo la valoracién de! borde de avance del tumor

los criterios mas relevantes, expresando en Su

-

morfologfa la respu sta del huésped ante el tumor. Jakobsson Yy
- 973 desarroliaron [ & el cdncer de laringe este

lo valoraron por los pardmetros “forma de invasion”,

de 1invasién’, “invasién vascular” Y "grado de

infiltracidn’.

A pesar de todo, e sistema de Jakobsson consume
demasiado tiempo Y es por ello dificil de zplicar rutinariamente
en clinica. Por ello, unas variaciones 2] mismo y mas sencillo

manejo, suponen las modificaciones Qqueé integra el sistema de

clasificacion de Glanz (1.984). Este autor 1incluye cuatro

pardmetros para establecer un Indice de Malignidad:

diferenciacién 1% pc?imorffsmo; estructura Y borde del tumor,

invasion vagcular Y perineura?; respuesta celular del huésped.

La valoracion de tales pardmetros se muestra en 1a TABLA IV




TABLA IV

INDICE DE MALIGNIDAD (GLANZ)

Pardmetro e e e

I.- Diferenciacidén y polimorfismo tumorales

Queratinizacién marcada, con/sin
polimorfismo
- Queratinizacidr moderada, con/sin
polimorfismo
- Queratinizacidn escasa o ausente
con/sin polimorfismo

II.- Estructura y borde tumorales

cormacién celular sélida o compacta,
on bordez expansivos evidentes
Pequefios corJones celulares e hileras,
can borde de avance poco neto

- Disociacién del grupo celular

e infiltracién difusa

III.- Invasién vascular y perineural

Invasién no demostrada
Invasion posible
Invasién probada

IV.- Respucsta celular del huésped

- Marcada
- Moderada
- Pobre o nula

PUNTUACION TOTAL




OBJETIVOS




OBJETIVOS

Creaadrado ean PREE UG P 4 :
Encuadrado en la principal linea de investigacidén de

nues

+ | g P T " .
tro Laboratorio se halla el estudio de la expresién de

antigenos de histocompatibilidad sobre células tumorales.

este trabajo analizamos la expresién de estas
~T A~ ey . o y
moléculas tanto en cercinamas de cérvix uterino como en Sus

lesiones precursoras y condilomas genita es.
Se pretende abordar con ello 1os siguientes aspectos:

1. [ ascribir las po ibles alteraciones del Complejo

Mayor de His,ccompatibindad en el transcurso de la enfermedad
oncolégica le cuello uterino, atendiendo al momento evolutivo de

la neoplasia desde sus e tadios precursores.

posibilitar una nueva via de estudio de 1los

ant fgenos HLA a partir de material biépsico de cérvix incluido

en parafina, por las ventajas de orden estratégico gue supone

para el clinico.

3. Dado el creciente interés de? papel de 1a infeccion

en la génesis del cédncer de cérvix, otro de

por papilomavirus




0BJETIVOS

ros objetivos ha sido comprobar si la técnica de deteccidn

de HPV-16 por amplificacidén ciclica del genoma viral (P.C.R.)

supone mayores ventajas de aplicabilidad clinica que las

utilizadas anteriormente.

Observar la incidencia de infeccidén por HPV-16 en
patolégicos de cérvix mediante la técnica

Jrupes

tencia de una posible correlacioén

5. Investigar la exis
entre la infeccién por HPV y la expresién de antigenos de
hfstocompatfbi?idad Clase en las lesiones malignas Y

premalignas de cuello uterino.
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MATERIAL Y METODOS

TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS

Muestras de tejido

Lo aiidos se obtuvieron exclusivamente de blogues de
parafina los Servicios de Anatumia Patoldégica del Hospital
"Virgen de las Nieves" de Granada, Hospital "Nuestra Sra. de la
Salud” de Toledo ) Clinica de la Concepcién de Madrid. Dichos
bloques pertenecian a 94 pacientes, concurriendo en algunos de
ellos mds de una entigad nosoldégica, por lo gque seé delimitaron

netamente Tlos siguientes diagnésticos: céncer de cervix (45

‘casos), neoplasia intraspitelial cervical (17 casos), condilomas

(38 asos) ¥ epitelio normal peritumora? (10 casos).

Los bloques de parafina son procesados mediante microtomo

en cortes histolégicos Je 5 a 8 micras de grosor, consiguiéndose

entre 5 y 8 muestras de cada bloque. Cortes que son depositados

en sus correspondfeﬂtes cristales prrtawobjetos, debidamente

identificados.




MATERIAL Y WETODCS

Anticuerpos utilizados

(o e ~ P -~ e -~ 4 . o~
anticuerpos . e contra

b At ante : ;
determinar tas anti SN TCOS HLA ~ / PR ;
gel COS &M db’ S ¥ Y par-f«

-

:j"‘: { < Y i r = . 4 .
gera (anticuerpo policlonal anti- B2-microglobulina,

e B S e J sm -
immunog lobulins. Dinamarca), como para cadena p2zsada
el

(anticuerpo monoclonal HC-10, cedido por Floegh, HL.).

1.1.3. Reactivos

Albumina humana

Acetona (Riser)

5008

Agua oxigenada 30 %. (Merck, art. 22287)

»1 absoluto. (Doesder, ref. 662801)

)

s1cicc 6-hidrato (merck, art. 2072)

cd
o cloriririco (merck, art. 314)

Cloruro sédico (Merck ref. 6404)

2 3'-diaminobencidina. (Sigma, ref. D-5637)

¥

Eosina. (Merck, art. 1345)

Hematoxilina de Harris. (Sigma, ref. 285-2)

Medio de Montar ppx. (Difco, ref. N-4875)

no AB (Centro Regional de

~yerc huma
sanguineas)

Tripsina. (Merck, art. 8367)

Tris. (hidroximetiTfamfnometano).

65

los
cadena
DAKO-

libre

Transfusiones




WATERIAL Y METODOS

F -, /!
Xilol (Merck, art. 8581)
T
Inmunoglobuli ( @ 10 & '
globulina de conejo antiraton conjugada con

peroxidasa. (Dako, raf E 5T
& .
Inmunoglok ] C - ‘ '

munoglobulina de cerdo anticonejo conjugada con

peroxidasa. (Dako, rof. Z1i7)

.1.4. Soluciones

Solucidén de PBS: soluci’n buffer-fosfatoe pH 7,4.

Solucién de albumina al 1 % éen P"S.

solucién de TBS 10 x : disolucion 0,5 molar de TRIS ¥y

1,5 M de ClNa.
Mezclar: 80.5, 9I'S- de TRIS

87,66 grs. de ClNa

afadir agua destilada hasta 1000 cc. previo ajuste de

pH a 7,6 con Cl1H 10 N.

Esta es la dilucién de a?macenamfento. para utilizar

10 con agua destilada, qued "1dc

hay que diluirla al 1
e TRIS en 0,15 M de C1Na.

entonces 0,05 M d




1.

NATERTAL Y METODOS

Solucién de tripsina (Solucién 0,1 % de ClCa y 0,1 %
de tripsina en TBS pH 7,6): Se diluyen 100 cc. de

Solucidén de TBS 10 x, afiadiéndoles 900 cc. de agua

destilada. A ello se agreg- 0,5 mgs. de ClCa anhidro y

0,5 mgs. de tripsina, dejdndolo en agitacion magnética

hasta dilucién completa del soluto.

Solucion de piaminobencidina: Preparar 5 mgs. de
diaminobencidina por cada 10 cc. de PBS. Filtrese.
Man téngase a temperatura de congelacion para su

almacenamiento.

1. 5. Material de laboratorio

portas esmerilados. (Hirschmann E.M.)

Cubres 24 x 24 mm. Y 24 x 60 mm. (Menze?—GTasser)
Cubeta de cristal 15 x 25 X 5 cms.

cestillas de cristal para portas.

Matraz de 50 cc. (Pyrex)
Tubos de ensayo de 10 cc. {VQI Trimex)

pipeta de cristal de 2,5 Y 10 cc. (VeI Trimex)

Archivos combibox K-8 ¥ soportes K-75. (PTastfpo?)

cdmara humeda de incubacion.

pPipetas graduab?es de 20, 100, 200 y 1.000 ul. (oxford-

sampler)
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- Puntas de pipeta azules.
Puntas de pipeta amarillas.
Punta de diamante

Guantes estériles

.1.6. Aparataje

Balanza de precisién de 170 grs. (Sartorius 2006 HP)
Cronémetro Seiko Sport 100

Ultracentrifuga (Beckman J-21 B)

Microscopio éptico. Olympus B-HZ2.

Microtomo (lLeitz 1242)

Bado térmico

Estufa de calor seco.

.2. Métodos

Técnica de inmunoperoxidasa

ason en 1.982, con algunas

Se aplico el método descrito por M

modiffcacfones.

Los tejidos, procedentés de blogues de parafina, han de ser
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MATERIAL Y METODCS

previamente desparafinados, sc iéndolos '
parafinados, sometiénd los primeramente a uh

calentamiento en es 8 9 70 r g ‘
estufa a | ¢ durante aproximadamente 10°,

hast. observar gue la parafina comienza a derretirse. Se sumergen
luego en Xilol, mediante tres pases sucesivos de 5 minutos, para
despues hidratarlos mediante pases momentdneos por
concentraciones de alcohol progresivamente diluidas (alcohol

absoluto- alcohol 95°- alcohol 76~ alcohol 50°), para terminar

en agua destilada.

Se sumergen ahora las preparaciones en solucién de tripsina,
previamente calentada al bafio maria, donde permanecerdn a una
temperatura constante de 37 °c durante 20 minutos, con el fin de

exponer los determinantes ocultos por la parafina.

Transcurrido ese tiempo, se lavan en agua destilada (5°) ¥

despues én pBS (5').

Cada uno de los cortes se rodea con un circulo labrado sobre
el cristal del porta con una punta de diamante, para evitar

corrimientos de los reactivos durante la tincién.

Co locados los portas sobre una cdmara himeda, se seca con

11quido sobrenadante én torno al circulo

papel de fFiltro el

marcado.
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Tnicubaciones ccn el Ac Monoclonal HC-10 (obtenido de ratén):

a) Se prepara una solucidn al 1 X de albumina en PBS, a la
que se aflade un 10 % de suero de conejo (para disminuir las
u1iones inespecificas); cubriendo con ello la superficie resefiada
circularmente en el portaobjetos.

Tras 20 minutos de incubacidn a temperatura ambiente, se

decantan los portas, Y, sin lavar, se procede a

b) Incubacidn con el Ac Monoclonal HC-10 a dilucion éptima,
previo secado de los bordes con papel de filtro, durante 30-60
. inutos. .

Decantado y lavado en PBS 57,

c) AfAadir a una solucidén de albumina un 10 % de suero humano
AB (con objeto de evitar uniones inespecificas). piluir con esta
prepacfén la inmunoglobulina de conejo ligada a peroxidasa al

1730, cubrir la superficie del corte.

Tras 30-60 minutos de incubacidn, se decanta y lava éen FPBS

{5 minutos).

d) Agregar el cromégano, 10 Ml de agua oxigenada al 30% a

di o ol prir de
na solucidén de 10 cc de amenobencvdvna, y con ella cu
u! ) ! i

=) e ~ 165-20
rar SUJ icle del cot te durante 10—«
C » ohservar la ‘_‘Jp-rflu

nuevo los por tas y © r

- L ' I 2 ) | - 1 &4 a é .
.ae C ” I O C‘i é . se /  Un y aJ (=3 d: LU v
I p b .F AUV & p OchCb ]J ! ,‘]af 1 '” ! | n




agua -corriente

sxilina de Harris durante 390
actividad de la misma).

se pasan para

una bateria de alcoholes en grado ascendente
alcohecl de 75°, alcohol 95°,

para terminar en xilol, de donde se extraerdn

T

Incubaciones con el Ac policlonal anti—BZ«microbglobuTina

(obtenido de conejo):

a’) Se cubre 1a superficie del . Le con una dilucién de

agua oxigenada al 3 % (preparar g cc. de agua mds 1 cc. de agua

oxigenada al a0 ). Tras 10', se lava en PBS.

b') AAadir a 1a superficie, suero de cerdo en albumina al

de 20', se€ 1ava en PBS y S€ secan los bordes con

10 %. Despues

papel de filtro.

') ARadir a una solucion de albimina un 10 ¥ de suero

humano AB. piluir con esta solucion el Ac po?ic?ona? anti—Bz-
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/20. Se ihcubs Ta ]
1/30. Se incuba durante 30-60 minutos, se lava

1 | & = 1~ o) I3 y y

1a misma solucién anterior se diluye ahora la
S 2 : : . ;

inmunog lobulina de cerdo anticonejc ligada a peroxidasa al 1/40

minutos se procede a lavado en PBS.

e ) Agregar 10 ul de agua oxigenada al 30 ¥ a una solucidn
g8 10 cc. de aminobencidina Yy cubrir Tlos portas. Esperar el

viraje de color a marrén (15-20 minutos).

Tras la detencién de la reaccidén en agua corriente (2-3

minutos), Ssé contratifie en hematoxilina de Harris durante 90

segundos (dependiendo de la actividad de la misma).

Posteriormente seé lavan con agua (2-3’) y se pasan por una

pateria de alcoholes en grado ascendente de concentracion

(alcohol 50°, alcohol de i alcohol 95‘,'aTcoh07 absoluto),

para terminar éen xilol, de donde se extraerdn para montar el

porta en DPX.
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Lectura de las preparaciones.

La expresién de positividad se ha valorado de forma

semicuantitati st micre .
semicuantitativa, bajo microscopia dptica con objetivos de 20 y

ellox.

Tras el e 7¢ ' C s
st ( campos por caso, <Se obtiene al

siguiente baremo:

(+4+): ppsitivfdad homogénea intensa

(++): s 3 moderada

{+): : - débil

Heterogéneo: positividad del 10-75 % de las células.

(-): posftivfdad ¢ 10 % de las células.

A la hora de establecer correlaciones, §Sé€ han cunsiderado
pues positivos aquellos casos e expresan antfigeno en mds del

10 % de sus células, ¥ negativos cuando la expresién no alcanzaba

dicho porcentaje.

Todas las preparaciones fueron evaluadas en dos pcasiones,

por diferentes facultativos.

Aquellas preparaciones en las se identificd mds de un

y evaluados por separado tales

diagnéstico, fueron desdobladas,

diagnésticos.
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TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR PARA IDENTIFICACION DE HPV-16

5. 1. AMPLIFICACION DEL DNA VIRAL POR PCR (Polymerase Chain

Reaction).

E] método de la amplificacion por PCR, desarrollado Yy

patentado por cetus Corporation (Saiki y cols. 1.988; Saiki y

cols. 1.985; scharf y cols. 1.986: Gyllensten Y Erlich,

gmentos del DNA

4 08B)(CH) es un método simple qué amplifica se
in vitro, sometiendo estos segmentos, éen presencia de una
polimerasa ¥ unos iniciadores de la sfntesis, a una serie de

incubaciones con distintas temperaturas.

Los pasos contituyentes de cada ciclo serfan (FIGURA 1)
DNA de doble cadena para SU

1- calentar el

desnatura?izacfé“.
2= Disminuir 7a temperatura para Qqueé los "primers" o)
fnfcfadbres de la sintesis de DNA se unan & sus secLerncias

comp?ementarias.
ente la temperatura para que dé comienzo

3- Elevar nuevam

jada por una DNA-polimerasa.

1a sintesis med

74




Figura 7

CICLO DE AMPLIFICACION DE DNA POR P.C.R.

r‘ Taq [NA polimerasa ]

»
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basa en la repeticién de este ciclo
il |

Fo e B R G ;
JL iendose amp ~ar 8 ; P g
puc O8€ ,;i}p;’ 1ficar :,egn]entk_);, de DNA a] menos 10" veces bajo

as condiciones adecuadas.

E1l ccmponente clave de la PCR es la DNA-polimerasa. La

Amplitaq Recombinante de Perkin Elmer Cetus es termoestable,
tiene un peso molecular de 94 KD y es funcionalmente equivalente
a la enzima nativa que habia sido purificada directamente de

Thermus Aquaticus.

.1.1. MATERIAL

e Reactivos

enzima Amplitagq DNA Polimerasa (Perkin Elmer, NE8O1-
0060) .

dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Perkin Elmer, N8o1-005589.
Aceite mineral (Sigma, M 5904)

O?fgonuc?eétfdos:

sintetizados por nuestro Laborato/ io mediante un

sintetizador. corresponden & fragmentos del

genoma del papi?oma»irus humano 16 (HPV 16), con

1a siguiente cecuencia:
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1D/

HEY- 18 Posicidn
ATT-AGT-GAG-TAT-AGA-CAT-TA
GGC-TTT-TGA-CAG-TTA-ATA-CA

ATG-GAA-CAA-CAT-TAG-AAC-AGC- .

AAT-ACA-ACA-AAC-CGT-TGT-T

Hi1 y H2 son los “primers" usados para amplificar el segmento
ORF de E6 del HPV 16.
H3 es ei o?iganuc?edtfdc usado como _sonda para hibridar

especff?camente con HPV 16 (E6).

b g soluciones

Tampén de reaccian calx):
%x 100 mM Tris-CTH ph 8,2
* 500 mM CIK
x 15 mM MgC?;

0,01 % (v/v) ge?atfna

# 1.1.3, Aparatos

N8O1-0177)

Termocic?ador (Perkin Elmer,
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MATERIAL Y NETODOS
Sintetizador de oligonucledtidos Beckman
Centrifuga

- Vortex (PACISA)

2.1.2. METODO

Desparafinacién de la muestra‘ Los cortes histolégicos

de 30 u obtenidos a partir ce bloques de parafina, se
introducen., cada uno de ellcs, en un tubo de
po?ipfopi?eno de 0,8 cc y dé le afiade 400 ul de xilol.
Se centrifuga durante 5’ y se decanta. Para e?imihar
los restos de xilol, se afaden 400 ul de alcohol 95%,
se centrifuga de nuevo otros 5w =g vuelve a

decantar. Se deja evaporar e] alcohol.

Preparar una solucion mezcla de nucleétidos:
x 125 ul daTP 10 mM
% 125 ul dcTP 10 mM
x 125 ul1 dGTP 10 mM
125 pl dTTP 10 mM

500 ul de agua destilada

Los nucledtidos quedan a una concentracion final de

1,25 mM de cada uho-
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Al tubo conteniendo el corte
anade:
x 59 ul agua destilada
10 ul tampén de reaccidn 10 x
16 ul de la solucidn mezcla de nucledtidos
(concentracion final de cada uno 200 uM)
i1 (H1) (igual a 100 pmoles)
2 (H2) (igual a 100 pmoles)

Amplitag DNA Polimerasa (2 unidades)

Para pipetear la enrima hay que darle previamente
vortex de forma breve Y, tras ello, una pequehna
centrifugacion. A1 pipetearla se pueden cometer
errores, ya Qque contiene un 50% de glicerol y es

necesario cogerla en cantidad muy peguefa.

Una veZ preparados los tubos con 1a mezcla de la
reaccioén, se centrifuga brevemente y S€ les afade con

cuidado 100 ul de aceite mineral para evitar la

evaporacion durante 108 ciclos térmicos a los que Sse

someterad.

Introducir los tubos en el tnrmociclador, habiendo

untado previamente los pocillos con una gota de aceite

mineral.
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siguiente proceso:

(desnaturalizacion del

(acoplamiento de los

(sintesis).

a vez amplificada 1a muestra, se cheguea corriéndola en
un gel de agarosa al 1 %, observando la amplificacidén con Tuz

ultravioleta, guakdandose después a 4 *C hasta su utilizacion.

DOT BLOT

1. MATERIAL

I Reactivos
3p-3'-dATP
Enzima TdT

Tampén 5 X

Ficoll (Sigma,

Po?fvfni?pirro?idona (sigma, P 5288)
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MATERIAL Y NETODOS

MC e : A
Albumina sérica bovina (Sigma, B 2518)

Hidréxido sdédico

TRIS (HfdroxfmetfTaminometanc)(Merck, art. 8386)

EDTA (Merck ref. 8421)

4

SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) (B:ochemical. Art. 44244 )

.2.1.2. Soluciones

Solucidn TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM ph 8)

Solucidn 20 X SSPE: Disolver 175 1 g 8" ¥ e
g de NaH:PO;, agua y 7,4 8 de EDTA en 800 cc de agua.
Ajustar el volumen para 1 1itro con agua. Esterilizar

en autoclave.

- Solucidn 20 X ssC: Disolver 175,3 g de Na cl y 88,2
g de citrato sédico en 800 cc de agua. Ajustar ph a 7

con Na OH. Ajustar el volumen para {1 1itro con agua.

Esterilizar en autoclave.

- Solucion penhardt (50x):
x 5g Ficoll
2 5 g Po?ivfnf?pirro?fdona

*x 5 g Albumina sérfca'bovina
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MATERIAL Y METODOS
Disolver en 500 cc de agua destilada.
- Tampdén de hibridacién:
¥ 3 X SS5PE

* 0,5 ¥ 305

¥ 5 x Denhardt

5. 9. 41,23, Aparalos

- Aparato de microfiltracién Bio-Dot (BioRad, 170-

6542)

- Bafio térmico

g2 250 Transferencia de los fragmentos del

amplificado a 1a membrana.

pesnaturalizar el DNA en la siguiente solucion:
* 0yl mezcla DNA amplificado

¥ 190 ul de una solucién de NaOH 0,4 N - EDTA 0,01 M

calentar a ebullicion durante 10 minutos.

Humedecer 1a membrana zeta Probe éen agua destilada.




MATERIAL Y METODOS

Coloca a I ~aneé J '
olocar la membrana en el aparato de microfiltracidn

d": 1 o-Do iz C racio S -
e Bio-Dot, aplicar vacfo y emsamblar correctamente el

aparato.

Rehidratar la membrana afiadiendo 200 ul de TE en cada

poci¥llo.

Depositar el DNA desnaturalizado y aplicar vacio para

facilitar la filtracién del liquido y la fijacion del

DNA a la membrana.

cuando haya pasado todo el liquido, afadir 400 pl de
NaOH 0,4 N para asegurarnos de la deshaturalizacion

del DNA fijado.

Desarmar el aparato, retirar la membrana y lavarla en

exceso de una solucidén 2 X §sC.

Depositar 7a membrana sobre un papel de f£iltro, con la
cara donde estd fijado e] DNA hacia arriba (expuesto

a la luz diurna) y dejar secar a temperatura ambiente.

2.2.2.2. Marcaje radiactivo de oligonucleétidos.

Mezclar en un tubo eppendorf :
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MATERIAL Y METODOS

1 ul oligonucleétide (10 pM) (H3)
31 ul agua destilada
0 il tampén‘de reaccion 5 x
5 ul %p-3'-dATP
* 3 ul enzima TdT

Tncubar a 37 °C durante 30 minutos.
2.2.2.3. Hibridacién
Sumergir la membrana en tampén de hibridacién

(arehibrfdacién). Thcubar a 42 °C durante una hora con

agitacion.

Afadir el oligonucledétido marcado radiactivamente.

Incubar durante 1 hora a 42 'C con agitacion.

Lavar la membrana con una solucién de 1 X SSPE, 1
spS tres veces a temperatura ambiente durante
minutos, una ver & 60 't oduyrante 10 minutos

finalmente una VvezZ a temperatura ambiente durante

minutos.

Introducir la membrana en una polsa de pldstico para

que no sé deseque Y colocarla en un chasis para que

impresione 4na placa de radiografia a una temperatura

de -80 °C.




MATERTAL Y METODOS

Revelar la pelicula.

3. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Por medic d2 las técnicas estadisticas se calculan las
probabilidades de que un determinado fendmeno pudiera haberse
producido al azar, y en base a ello se pueden formular

predicciones acerca de de otros fendmenos futuros teniendo en

cuenta la mdxima probabilidad de su incidencia. ET

establecimiento de las formulaciones de probabilidad se basa en

la "hipdtesis nula" segun la cual no existen diferencias entre
dos grupos de valores que se estdn comparando. g1 valor de P
calculado indica la probabf?idad de que no haya diferencias. Si
ef valor P es < 0,05 rechazamos la hipétesis nula, lo cual
traduce que s1 el axperimento en cuesti16n se repitiera 100 veces,

en cinco ocasionas podria obtenerse sin embargo un resultado

contrario.

Pruebas para comparar dos _series de valores

E] problema estadistico habitual radica en comparar dos

AT L .
o mas series de numeros para determinar S1 son © no similare

para ello calculamos la variabf?fdad (varianza, desviacion




MATERIAL Y METODOS

randar ) £4 1
e tandar) y la media aritmética de cada serie. En nuestro estudio

hemos aplicado los siguientes Tests estadisticos:

La prueba t de "student” (Pearson, 1.947) se utiliza
para comparar 1as medias de dos o mds series. Determina si las
dos medias son significativamente diferentes y emplea en el
cdlculo la variabilidad (desviacion estandar). Si con
anterioridad se determina que las dos variabilidades ro son

sfgnfficativamente diferentes, segun la prueba F, ¥ dado que 1o

gue deseamos saber es si el valor medio de la serie A es distinto

del de la serie B, aplicaremos la siguiente férmula

| %X, |

(n,-1)si+(np-1) 3, (1, L,
n, D
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n,+np
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Test exacto de Fisher

pado que una de las condiciones de validez de la prueba
CHI cuadrado es que las tablas de contingencia 2 X 2 no presente
una o mids casillas con menos de cinco casos en la distribucion
tedrica, la pruebe exacta de Fisher permite detectar la posfb!e

asociacidén en estos Casos de tablas de muestra escasa.

Sea una tabla del tipo

}“ b F,

\ g d FE

en que n representa e] tamafio de la muestra, Fy Y szos totales

de filas, y Cy Y Cy los de columnas. En estas condiciones, Sé€

demuestra que la probabi?fdad de que se presente 1a distribucion

e b, o 4 de las casillas de la tabla viene dada por

F! Rt Gl G

p=
n! a! b! c! d!

conocida esta forma de calcular la probabi?idad de

uce a hallar la

presentacién de cada tabla, el problema S€ red
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total] de gue se la situacién que se

las mds desfavorables que ella, para ver si la

hipétesis nula de proporciones iguales debe © no ser rechazada.

Esta prueba nos posibilita no sdlo dar el nivel de
significacidn en la forma acostumbrada (p< 0,05), sino también
significar con toda precisién el valor de P (por ejemplo, P=
0,03), ya que hemos calculado la probabilidad por medio de una

prueba exacta.







RESUL TADOS

1.RESULTADOS DEL ESTUDIO HISTOLOGICO

La muestra que incorpora este trabajo corresponde a 82
pacientes, seleccionadas al azar, de entre diversas entidades
nosoldégicas del cervix uterino: céancer cervical, lesiones

premalignas y condilomas.

Tratdndose de material bidpsico incluido en bloques de
parafina y diagnosticado de antemano, la obtencién de los cortes
histoldgicos necesarios para el estudio propicid qu, ademds de
confirmar el diagnéstico pr io o principal, surgiesen otros
diagnésticos adyacentes 0O Se ndarios en la misma pieza. Es por

ello que, siempre que el método To permitiese, cada uno de estos

diagnésticos Se procesase de forma independiente.

Asi pues, 12 distribucion de la muestra, atendiendo al

diagnéstico nistolégico, €s 15 siguiente (FIGURA 81




Figura 8

DIAGNOSTICOS HISTOLOGICOS

CA. EPIDERMOIDE

10

CONDILOMA
38




Tabla V

- Adenocarcinomas

_ tarcinomas epidermoides
- Carcinomas in situ

- CIN*

- Condilomas

- Epitelio no patolégico

a:108

(¢) Keoplasia Intraepitelial Cervical de bajo/sedio grados

Segun la clasificacion de la OMS, todos los tumores

fueron de origen epitelial ¥ malignos: 27 Ca. escamo-celulares

(epfdermofdes) de cardcter invasivo Y 10 de cardcter

fntraepite?fa?. Entre 1los adenocarcinomas Sé encuentran 3

carcinomas infiltrantes tipo endocervical, 2 con algun drea de

a de células claras y 1

diferenciacién escamosa, ! adenocarcinom

adenocarcinoma in situ.




RESULTADGS

Atendiend: : P f 1
endiendo a la clasificacién clinica de la FIGO
(FIGURA 9) =¥ a.j

) el estadiaje de estos tumores se distribuye de la

siguiente forma (TABLA VI):

Tabla VI

n

- 8. In sty
Estadio
Estadio
Estadid
Estadio
Estadic
Estadio

Estadio

La variable diferenciacion tumoral, siguiendo la

clasificacion de Broders, S€ aprecia en el FIGURA 10, con la

distiribucion absoluta ¥ porcentua? (TABLA vil):

siguiente




Figura §

CANCER DE CERVIX: ESTADIO CLINICO

. Estadio ©
Estadio | _ ) > 14

Estadio 1II/1V
4

P




Figura 10

CANTER INVASIVO DE CERVIX
DIFERENGIAGION

BIEN DIFERENG.

8
MODER.DIFERENC. ~ : /
15 .

o

N——"" _“\AL DIFERENG
.»""/ S




RESULTADOS

Tabla VII

LCIFERENCIACION TUMORAL

Frecuencia (n) Porcentaje (%)

BIEN DIFERENCIADOS

MODER. DIFERENCIADOS

MAL DIFERENCTADOS

No se incluyen a este efecto los casos de carcinoma in

situ, cuyo grado de diferenciacion no constaba en el informe

anatomo-patolégico ni un casc de cédncer invasivo cuya maduracioén

no pudo ser valorada.

A1 efoctuar la graduacioén nhistoldégica de la

malignidad en los tumores invasivos, siguiendo el baremo de Glanz

(cuyo desglose Fue explicitadv en “Material ¥ M&todos"), pudieron

ser valorados a este efecto 24 carcinomas epidermofdes (tres

carcinomas epfdermoides no se evaluaron por problemas técnicos

or no ser de aplicacion para éstos

y todos 108 adenocarcinomas p

el sistema de Glanz). Asi pues, el indice de malignidad de Glanz

obtiene 1os valores gue se ofrecen en la FIGURA 11 ¥ TABLA VIII:




Figura 11

CANCER INVASIVO DE CERVIX
INDICE DE MALIGNIDAD DE GLANZ

' Grado 9
Grado 8

Grado 5 \ \
(20 %) \§ |
‘ §§§& S — : (4 %)

\\'\\\
\\\ \ ;

Bea o~ (4 %)
Grado 7

(17 %)
(21 %)




Tabla VIII
INDICE DE GLANZ

Frecuencia (n) Porcentaje (%)

Ninguno de los tumores tuvo la calificacion necesaria

para encuadrarse et grados inferiores a 4 ni superior a 9. De los

24 tumores evaluados por este fndice de malignidad, 10 de ellos

estadio I carrespondiéndo?es un grado medio de 5,28;

+1

estaban en

11 tumores en estadio Il alcanzaron una gradacion media de Glanz

los tres restantes estaban en estadio 1II1/IV, con una

de 5,4; Y

gradacfdn media de 6.66. Aplicado el est estadistico de Fisher

se obtienen diferencias estadfstf:amente sfgnificatfvas (P¢< 0,02)

entre 108 tumores éen estadio 1/II, con unha gradacféﬂ de Glanz <=

/ ¥

- ina vV Uy ; ~4 A ~
g. y 8l grupo de tumcres en estadios II/IV cuya asignacion ae

malignidad sé situa por encima del grado 6.




RESILTADOS

se ofrece una laci1o la patologia

incluidos en este trabajo, con las variables

caracterizan.

neoplasias intraepiteliales cervicales se

o4 =

ocasijones: 11 CIN Grado I y 6 CIN Grado Il.

~orrespondientes a las antiguamente denominadas

raves o severas se acsimilaron al grupo de “carcinomas

!

actualmente denominado “cIN de alto grado”.

los 38 condilomas diagnosticados, uno era

ve

itante a un ca. epidarmoide, + a un ca. in sita ¥y 10 a CIN.

condilomas restantes diagndésticos primarios.

incluidos como epitelio normal corresponden

de epitelio escamo-cilindrico de

todos ellos




TABLA IX

NEOPLASIA CERVICO-UTERINA

ASPECTO* LLINICO-PATOLOGICOS

I

| N° DIAGNOSTI' ESTADIC DIFERC® GLANZ

ADENOCA. LA NA
= LA

i 18 NA

. ne NA

L L1LA 3

NV

(=]
-

v

4
N
4
5
6
7
N
6
N

v

v
6
L]
4
4
6
7
8
9
6
4
8
7
6
4
6
7

¢4

CA.IN SITU

cococoocooOOQ

Ne
Mo aplicecia
popramanis gitarenciedo

Woogwragamenta ! farentiado

Bien dilerenciado




- RESULTADOS

RESULTADOS DEL ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.

Y\PRESION DE LOS ANTIGENOS HLA EN CANCER DE CERVIX.

uno de los objetivos de esta tesis
inmunihistiquimico la determinacion

H.A clase I en células de tumores

reviamente con baterfas de anticuerpos

habfan resultado efectivos en material

mayoria de eilos resultaron inoperantes en

cal manera, hubieron que ecestimarse: a) Anticuerpo
monoc lonal w6/32 que recchoce un determinante no polimérfico

estructural presente éen el complejo HLA ABC-B:—Mfcrog?obquna;

| g B S

E) JOAN-T & a-HLA-B, que recohocen determinantes monomérficos de

de HLA-B; c) a-HLA-A, que reconoce un

la cadena pesada

determinante presente én 1a mayoria de los antigenos HLA-A.

ismo, tampoco fueron de ytilidad 108 anticuerpos

criogenizado, sirven habitualmente para estudiar




RESULTALOS

idoneidad para nuestro objetivo

ei- ~ Il A
de dos anticuarpos:

HC-10, anticuerpo monoclonal para la deteccidn de
cadans Aacada intracitop lasmal icé
cadena pesada intracitoplasmdtica de la molécula de clase I
N MIere i e e A i iy
B-2-Microblobulina, nticuerpo policional que detecta

" b ; y
+ = e Ay T
(W8 ia mi sma mcC

140 £ -
ligera lécula.

-

tumores de cérvix, se expone

Ta TABLA X .. EN : invasivas del cdncer hemos
encontrado presencia ( antigenos en & de 7T
adenccarcinomas (73,4 ' 7 ca. epidermoides (55,7 %).
Estas diferencias de expre ién segun la extirpe del tumor nNo
adquieren significacion estadistica (P ¢0,65). En todos estos

&

casos la técnica de tincidn con peroxidasa fue concordante para

ambos anticuerpos ( FIGURA 12). Tanto el ~itoplasma como la

membrana de las células tumorales aparecen fuertemente coloreadas

de marron.

de histocompatibi?fdad

7 adenocarcinomas (14,28

pérdidas totales de antigenos
e

Clase I fueron detectadas en uno de Jos

%) y 4 de 1os 27 ca. epfdermofdes (14,8 %). EN 1a mayoria de los

v i i or la ausenci reaccion
casos la megat?v7dad fué determinada po! 1a ausencia de ¢

o como control

1 19) ~n1adand
con los dos anticuerpos (FIGURA 15/, quedandc




TABLA X

LEXP_RE’"S’ION HLA CLASE ||

£ CANCER INVASOR

CASOS DIAGNOSTICO HC-10 8-2-MICR

ADENOCA. .o
ADENOCA. .
ADENOCA. -
ARENOCA. .
ADENOQCA. .
ADENOCA. HET.

C.EPIDER.
C.EPIDER.
10 C.EPIDER.
11 C.EPIDER.
12 C.EPIDER.
13 C.EPIDER.
14 C.EPIDER.
15 C.EPIDER.
16 C.EPIDER.
17 C.EPIDER.
18 C.EPIDER.
19 C.EPIDER.
20 C.EPIDER.
21 C.EPIDER.
22 C.EPICER.
23 C.EPIDER.
24 C.EPIDER.
25 C.EPIDER.
26 C.EPIDER.
27 C.EPIDER.
28 C.EPIDER. .
29 C.EP!DER. ;
30 C.EPIDER. HET. HET.
31 C.EPIDER. HET. HET.
32a C.EPIDER. HET. HET.
33 C.EPIDER. HeT. HET.

34 C.EPIDER. HET. HET.
L

R

R
/ CERVIX UTERINO /

(ne 33!}

HC-10: Aaticuerpe moneclonsl pare cadens peande

§+2 MICR.: Anileuerpe® p.Hclnr-l antl I-:-uuuglolulu-

HET.: En presién Aeterogénes

(N*)a: Dlagndetlice prinaipal

(N*)D: plagndatice locuntuu




Figura 12

5.

en tumor epidersoide de cervix:

TECNICA DE INNUNOPEROX IDASA: Expres
HC-10 (fotografia superior) ¥ g-2-Nicroglobulind (foto inferior).

idh HLA (#) clase i




Figura 13

[ en tusor epidermoide de ceTvix:

TECNICA DE INHUNOPEROX IDASA: Expresich HLA (=) clase
HC-10 (fotografia superior) ¥ g-2-Microglnbulina (foto inferior}.




RESULTADOS

carcinomas epidermoides, dos de ellos (7,4
una evidente disociacién entre la expresioén
iva de cadena ligera (B-2-Microglobulina) y "=

-

-~adena pesada (anticuerpo monoclonal HC-10).
La heterogeneidad de 1a expresién, traducida por la
tincidon irregular de los nidos tumorales, se obtuvo en uno (i

%) de los adenocarcinomas ) > %) de los ca. epidermoides.

Los tumores localizados intraepitelialmente (Carcinomas
in situ), mostraron en su totalidad presencia de moléculas HLA
Clase I, determinadas por la reaccion positivamente concordante

ante los anticuerpos HC-10 ¥ anmmicrcb7ogu?inf. En las FIGURAS

14 (superior) Y 15 (inferior derecha) mostramos serdos casos de

lasias intraepiteliales de alto grado (carcinomas in situ)
1a expresion homogénea de1 antigenc, S cbserva
superficiales Y maduras del epitelio pueden

e teAidas.




Figura 14

tu (fotegra-

Jase 1 en carcinosd "in si
de bajo grade (fotografia inferior).

pASA: Expresidh HLA (+) ¢

TECNICA DE INNUNOPEROXI
fia superior), ¥ CI¥




jo cervical hiper queratdsico

A (+) clase | en epitel
(inferior derecha).

jzquierda) y CIN de aito grado

TECNICA DE INMUNOPEROK IDASA: Expresich HL

(superior’, condilona cervical (inferior=




RESULTADOS

ANMTTACANAC
N LGENUD

detalle en la TABLA XI.

ron antigenos HLA Clase I en
destacables segun la

emp leado en el estudio.

da la inmunoperoxidasa resultdé hogéneamente

aqui puede observarse en el algun caso ( FIGURA

cAmo 15 oné mds paraqueratésicas o]

VT

epitelio SE€ +ifen mds debilmente.

ANTIGENOS HLA EN CONDILOMA Y EPITELIO

|
A [

y XIII, los 38

normal muestran

i i i rAante ¢ P S
tejido, totalmente concurdante en ambo

Jona pesada, para las

= 9 o &
roglobuline cadena




TABLA XI

[ EXPR ESION HLA CLASE ||
/ /

NEOPLASIA INTRAEPITELIAL :

'10573705 DIAGNOSTICO HC-10 B2-MICRO.

IN SITU
IN SITU
IN SITU
IN SITU
IN SITU
IN SITU
IN SITU
IN SITU
IN SITU
IN SITU
IN SITU

B e i

ZZZZZZZZZZZZZZZZ

i
|
1
|
|
|
|
i
|
1
|
|
|
1
|
|

c
c
C
C
c
c
c
c
c
C
C
c
c
c
c
C

1

/

LR s

~ CERVIX UTERINO

(ne 28)

HC-10: Antloverp® monoclonal para crdens prosde

p-2-MICR.: Antlcuerpo antl l-J‘lieJn'll.anl

(N®)a: pDlagndetice princioel

(N*")b: Dlagndetice secundarlio




EXPRESION I-iLA CLASE | 1 T

CONDILOMA

e

CASOS DIAGNOSTICO HC-10 B-2- MICR

COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.
COND.

CERVIX UTERINO

(n=38!

(N')e: Diagnéatico princinal

(N"ID; piagnéatice securdarie




TABLA XIII

LI_EXPRESION HLA CLASE |

/ EPITELIO NORMAL

CASOS DIAGNOSTICO HC-10 B2-MICR

S51c EP.NORM . .
72b EP.NORM . ‘e
75b EP.NORM se 4

55b EP.NORM i ¥

57b EP.NORM &% :

82 EP.NORM R b
58b EP.NORM .o s
80b EP.NORM . e
65b EP.NORM P Lis
43b EPNORM ‘e e .:j

CERVIX UTERINO /

SEPERRIEES |

fne 10)

(N*"la: Dlagnoelice wlnclolr

(N*Ip/E: Dlagndeilce sscundario




RESULTADOS

o - p . T - g -~
s condilomas se observa una

a mayor parte de ios

~~14n Fuoat T Fane - 1 1
reaccion rusl intensa con el anticuerpo especialmente en
las capas superficial e intermedia del epitelio, a nivel

Pl - Yo le VE N =12 - g L v st s R
s§7enao evidente una mayol contrastacidén del co

15 jinferior-izquierda).

cidn (FIGURA 15,

caso de epitelio normal eveca mayor

la capa intermedia, posiblemente por Ssu

posi
acumulo en aeno (FIGURA 15, superior), la observacién mas
comun es un debilitamiento de 1a intensidad de la coloracion de
1a reaccion en itelios normales en relacién con 1los

patoldégicos.

o1 FIGURA 16 se muestira de forma general los niveles

antigenos HLA clase I en los diferentes grupos

de expresidn de
diagndsticos que componen la muestra. Obsérvese cémo el epitelio
normal escam:so~ci?fﬂdrfc; de cBrvix ¥ las neoplasias
intraepfte?fa?;s que rrollan conservan 1a expresion

~on ocasién de la invasion

de estos antigenos.
comienzah & mostrar un fenotipo

tumora. cuando Sus
del CMH. Dicha ocurrencia

alterado para la expr

o

,disticamente por 1 Test de Fisher cuando
omparamos “tumores con expresion HLA alterada
compa 0s

en el grupo de tumores fmtraepfte?ia?es fFrente a 108 invasivos
i = L o e LU CJ o

(TABLA XIV).




Figura 16

EXPRESION HLA EN CERVIX

g

1
EP. NORM. COND. CIN IN SITU ADENOCA. CA. EPID.

B DISOCIACION

Bl HLA (+) EZHLA HETER. C_JHLA (9)




RESULTADOS

Tabla XIV

Positiva

NEOPLASIA INTRAEPITELIAL

NEOPLASIA INVASORA

N

Alterada




RESULTADOS
» DE LA RELACION ENTRE PARAMETROS CLINICO-
PATOLOGICOS Y ALTERACIONES EN LA EXPRESION DE ANTIGENOS DE
HISTOCOMPATIBILIDAD.

4

3. 1. Grado de diferenciacion tumoral.

Tabla AV

EXPRESION HLA CLASE I

POSITIVO NEGATIVO  HETEROGENEQ

BIEN DIFERENCIADOS* . 3 (42,8%)
MODERADAMENTE DIF. 41 : 3 (42,8%)

INDIFERENCIADOS 31, 5% 1 (14,2%)

e ——e s S ———

Tetal 04 . 7 (100%)

t?.“

Comparando el grupo de tumores bien diferenciados con

el resto, mediante el Test Exactlo de Fisher, e] estadistico P<

0.19 indica ci no una patente signiffcacidn estadistica, s una
’ ! g :

aproximacfén importante hacia la tendencia de encontrar con mayor

HLA en Tlos tumores mejor

probabf?fdad expresion de antigenos

] c se en e€s ~upo 1é cia de casos
dfferenc7ados, destacdndose én gste grupo la ausen

con pérdfda total de expresfén (FIGURA 173




Figura 17

EXPRESION HLA Y DIFERENCIACION TUMORAL

-

BIEN DIFERENCIADOS MODER. DIFERENC. MAL DIFERENCIADOS

Bl HLA (+) [ JHLA () EZ HLA HETER.




RESULTADOS

Indice de malignidad de Glanz.

T

as la aplicacién de ios pardmetros de Glanz para la

valoracidén de malignidad en nuestros tumores epidermoides,

ninguno tuvo una baremacién inferior a 4 ni superior a 9 en la
escala de Glanz, distribuyéndose las frecuencias para los demds
grados con arreglo a siguiente TABLA
Tabla XVI
INDICE DE MALIGNIDAD TUMORAL (GLAN7)
EXPRESION HLA CLASE I

=) HETEROG.  DISOCIAC.  TOTAL

' 1izacidén la misma (FIGURA
En la visualizacichn

+1eneh
émo 1 syntuacion mas vt jene
cbserva como a pun

105 tumores Qué ex
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RESUL TADO'

hietaslAales " '
tico histoldégico se da en aquellos

FTr e T I A 14T T - R i » .
TABL II se recogen los datos estadisticos

naiente comprobdndos~ que el valor medio para los casos

correponaiariies,

d i o e el e o = / fa) 4 1
de expresidén HLA positiva es de 5.08 puntos en el findice de

108 heterogéneos e€s de 5,83 y para los

Tabla XVII

INDICE DE GLANZ

PROMEDIO  DESV. TIP. VAR.

TUMORES HLA POSITIVOS*

TUMORES HLA HETEROGENEQS , 83 1,

TUMORES HLA NEGATIVOS*

comparacion de

.

Test de Student par

La aprcacién del
medias, muestra sf;nfficacién estadistica (P< 0,0237) para
las diferencias en 1a baremacion de Glanz entre los tumores HLA
de ofira forma, se confirma

o

(~) o, dicho

; -UmMores 57t i1Vve ' j rdametros
estﬁdf&t:;ﬁmpmte que los tumores HLA positivos tienen 1

1 1 { 1 T -y o 4 at Iveos
e malignidaa inferiores a los negativos.



RECI TADOS

3.3. Estadio clinico y expresién HLA.

La tabl je contingencia para ambas variables es la

Tabia XVIII

EXPRESION HLA

Positiva Negat iva Heterogénea

\/
IV

s ) 1
orma grdfica puede constatarse (FIGURA 19) cémo la

pau?atin;mente degraddi.dose

F A 1A
expresion de HLA va
tumoral. ET andlisis estadistico

gk)  T1a diferente fre~uencia de

muestra significativa [P<¢ Oyt
1 o O estadio I st de
tumores HLA (=) y (+}] entre el estadio U J o] estadio I (Te
f - 7 7

Fisher).



Figura 19

EXPRESION HLA Y ESTADIO CLINICO TUMORAL

0%
ESTADIC O ESTADIO /i ESTADIO IV/IV
‘ ESTADIO CLINICO

B posITivoS [ I NEGATIVOS P~ ] HETEROGENEOS




RESULTADOS

3. RESULTADOS DE LA DETECCION DE HPV-16 POR P.C.R

Nos hemos rlanteado el estudio de la eventual infeccion
tumores de cérvix uterino, pensando, como ya lo

jos precedentes al nuestro (Esteban y cols. 1.990

aducido para ciertos tumores que

expresan moléculas nLA i-4s estuviera en gran parte sustentado
por su origet vitral lo e propiciaria una intensa respuesﬁa

e S i
71’::‘7:“:’?;} Jg 1Ca

rt acti i y e e e : :
estudio se ha circunscrito al papilomavirus, ya que

considera un agente oncogénicoe que se asocia al desarrollo de

especialmente e] tipo HPV-16 en el epitelio cervical

uterino.

{a utilizacidn de 1a técnica de la p.C.R. posibilita

Sy

en ello un notable incremento de sensibilidad en 1a deteccidn del

virus; mayor Qque el obtenido con otras técnicas convencionales

como el Southern Blot © Ta hibridacion in &7t

Mediante esta técnica seé amplificaron ronas especificas

del genoma viral HPV-16, concretamente fragmentos de los genes

evitar reacciones cruzadas

gue codifican la proteina Es. y asft

: sl o - . 3
con otros tipos de papi?omav7rus. La hikridacion posterior de a

104




RESULTADOS

zona amplificada con oligonuclebtidos especificos mediante Dot

Blot reduce ademds al minimo las sibles interferencias.

control se utilizé la linea celular CaSki, que

su genoma el papilomavirus HPV-16. Las

obtenidas como resultado final de la técnica se

() &)




Figura 20

§ ESPECIFICOS DEL VIRUS HpV-16.

HIBRIDACION DEL DNA, MPLIFICADO POR P.C.R., CON OLIGONUCLEOTIDO
FlyD'T: CONTROLES POSITIVOS. Fydl: CONTROLES NEGATIVOS




TABLA XIX

DETECCION DE HPV-16_
CANCER CERVICO-UTERINO

DIAGNOST® ESTADIO DIFERENC' GLANZ HPY?-16

ADENOCA. 1A i NA
1A
18

s o @
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RESUL T

(¥

TNECOD TN
4 NFECGLUIY DE H et 5 [
DE HPV-16 EN TUMORES DE CERVIX

papilomavirus HPV-156 fue detectado en 36 de 1
& . O 8 " o8

Vo
fq-‘l Q2 9 & ] |
(81,92 %)(TABLAS XIX y XX,, sin que se observen
sncias entre la estirp -
entre la estirpe mucosa 0 escamosa (85,3
L ’

4) e stas '
3 't dstas y la localizacion

L/

{ =
U, O

tumor (80 % de positividades)(P< g.821).

Tabla XIX

TASAS DE INFECCION POR HPV-16

e —————————— e —

ADENOCARCINOMA
Ca.
Ca.
CIN

CONDILOMA

En el FIGURA 21 se evidencia esta ausencia de

diferencias entre la tasa de infeccion HPYy-16 tanto @n los

tumores de cérvix como en las Jlesiones premalignas del mismo.

diferente, aungue Sin 1legar 4 la

Unicamente S€ muestra

sfgnificacién estadistica, 14 frecuencia de infeccion éen los

‘,").

condilomas (P< 0,11




DETECCION DE HPV-16

CANCER CERVICO-UTERINO (*)

oS DlAGNOSTICO HPV -16 E"ASOS DIAGNOSTICO

ELEAS
F

HPV-16

ADENOCA. 24 EPIDER.
ADENOCA. 25 EPIDER.
ADENOQCA. ' 26 EPIDER.
ADENOCA. 27 EPIDER.
ADENOCA. 28 EPIDER.
ADENOCA. 29 EPIDER.
ADENOQOCA. 30 EPIDER.
31 EPIDER.
32a EPIDER.
33 EPIDER.
34 EPIDER.

£ 2IDER.
EPIDER.
EPIDER.
EPIDER.
EPIDER.
EPIDER.
EPIDER.
EPIDER.
EPIDER.
EPIDER.
EPIDER.
EPIDER.
EPIDER.
EPIDER.
EPIDER.

+ * + %

35 IN SITU
36a IN SITU
37a IN SITU
38a IN SITU
39a IN SITU
40 IN SITU
41a IN SITU
42a IN SITU
43a IN SITU
44a SITU

+++++++++4‘

(t) por técnica P.C.R.

TABLA XX




Figura 21

HPV-16 EN CERVIX UTERINO *

T

CIN CA.INS. CA.EPID. ADENOCA.
HPV-16

ﬁ B POSITIVO E= NEGATIVO

. AMPLIFICACION DEL DNA POR P.C.R.
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RESULTADQS

VVT - - -
(I, donde se correlaciona el Grado

Diferenciacidén tumor i :
f-LfL,ﬂ(_,Id(,,TOI. tumoral con la infeccidn

Tabla XXI

DIFERENCIACION TUMORAL- HPV 16

HPV-16

POSITIVO (%) NEGATIVO (%)
BIEN DIFERENC. *
MODER. DIF.

MAL DIFER.

se cbhserva cierta af.nidad de 13 infeccidn viral hacia

los diferenciados © maduros (FIGURA 22), cuya

diferenciados Se€

comparacién con los tumores moderada © mal

acerca a la sfgnfffcacién estadistica (P <0,15).

cuando estudiamos el Grado de malignidad de Glanz,

cuya frecuencia, para cada uno de SUS grados, sé€ establece en la

TABLA Xilr




Figura 22

HPV 16 Y DIFERENCIACION TUMORAL

\

1

BIEN DIFERENCIADOS

0%
MODER. DIFER."MC. MAL DIFERENCIADOS

Bl Py (+) EAHPV ()




Tabla XXII

MALIGNIDAD TUMORAL (GLANZ)- HPV 16

GRADO 4 GRADO 5 GRADO.G GRADO 7 GRADO & GRADO 9

HPV-16 (+) 4 l’ a

HPV‘“ 16 ( __' o ~

Para los tumores infectados por HPV-16 el puntaje medio

| £ 2 15 :
fue de 5,52, mien otros negativos para el

papf?cmavfrus alcanzaban los 6 puntos de promedio. Las

diferencias, in embargo, matemat icamente procesadas por el Test

T-Student, tampoco son significativas (P< 0,47).

Otro pardmetro de correlacion investigado ha sido la

expresion de antigenos de histocompatfbi?fdad en relacion con la

infecta:fén por HPV-16. Un 83 % de los tumores que expresan HLA
Clase I estuvieron infectados, frente solo un 41 % de los que no
expresaban esos anLigenos. Todos los €asos de expresidn
' fuercn HPV positivos. En la TABLA ¥XIII se ofrece

"heterogénea’
12 FIGURA 23 18 traduccion

la tabulacion correspondfente, y en

grdfica de la misma.
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Figura 23

HPV-16 Y HLA EN TUMORES DE CERVIX

=

\

HLA (-) HLA (+) HLA HETER.
HLA CLASE |

ﬂ HPV-16

fl HPV (+) EZHPV (9)




RESULTADOS

Tabla XXIII

EXPRESION HLA Y HPV-16 EN TUMORES

HPV-16

TUMORES HLA (+) X
TUMORES HLA HETEROG.
TUMORE S HLA { ) X

* LEST DE FISHER: P < 0,03

+* L b e e s :
En esta caso la aplicacion estadistica del Test de

Fis ; e 3 4 Ao o9 [ £ i
sher demuestra una diferencia significativa (P¢< 0,03) respecto

a la frecuencia de infeccién entre 1os tumores HLA positivos ¥

los negativos.

.2. INFECCION DE HPV-16 EN NEOPLASIA INTRAEPITELIAL CERVICAL Y

CONDILOMAS.

En la TABLA xxIV se ofrece e] resultado global de la

técnica pP.C.R. para deteccién de infeccién por npv-16 en las

lesiones precursoras y condilomas.
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DETECCION D

S e e e g e i

sl Bl
\msgs DIGNOSTICO HPV-i6 lcASOS DiGNQSTICO HPV-16
‘ 45 CIN 62
46a CIN 63

47 CIN 64

48a CIN 65a

49 CIN 66

50 CIN B

51a CIN 68

52a CIN | 69

53a CIN L e

542 CIN T

55a CIN 72a

56 CIN 73

57a C'N E 8

58a CIN 75a

59a CIN (1B

60a CIN - i

61a CIN = 78

| 79

80a

81




RESULTADOS

casos de CIN (bajo/medio grados), 15 de ellos

-aron infeccidén por el papilomavirus HPV-16. Solo

8 %) fueron negativos.

sos que Thicialmente componian la muestra

18 correspondian a diagnhésticos secundarios y

los por ellc para este estudio de HPV-16. De lcs

restantes, 12 fueron HPV-16 positivos (60 Xl v B

(40 %). Ya que, como antes ha quedado expuesto, todos

de condiloma expresarcn antigenos HLA clas queda

¢lesce rtado pues ql ' diferencias de infectacién por HPV-16

tengen relacion ailgun 0 sraciones del CMH.




DISCUSION




Junto a decisivos avances clinicos en el estudio del
cdncer, asistimos actualmente a un mejor conocimiento del papel
que ia respuesta inmunoldgica desempefia en ¢] contexto de la

carcinogénesis y el desarrollo de la neoplasia.

Entre las alteraciones que geben asociarse a Jla
oncogénesis incurren §in duda alguna aquellas que modifican ©
alteran la expresion de los productos del complejo Mayor de
Histocompatibilidad (Goodenow y cols., 1.985). De tal forma, la
pérdida o la conse vacién de estos productos (HLA) ha sido
corre?a&fonada maltiples veces con la progresion tumoral, lo que
sugiere un importante papel para estos antigenos en la
interaccion huésped/tumor. Si el complejo Mayor de
Hfstocompatfbidad tiene un parel primordial en la funcidén Yy
regulacion del sistema i1nmuné, parece 1691co pensar Qque las
alteraciones del mismo condicionen el sistema defensivo

antitumoral (Garrido, 1.987), modulando la intensidad de la

contra el tumor (K12in ¥ Klein, 1.986; Bishop,

respuesta inmune

1.987).

En el hombre, 106 antigenos de hietocompatfbflfdad de

7 : xpresan
clase I son los productos de los loci A, By C, que se exp

111




DISCUSION
£fAarma o @ ] 7 =] c 4
forma codominante. los antigenos de Clase I estdn
71 = i WL o el o el o '
a lapn microg] : lo que se realiza de forma no
Con tr 1cia los tumores presentan niveles bajos de

expresién de antigencs HLA ABC, como uha caracteristica mds del

fenotipo de la célula transformada (neopldsica).

pérdidas totales en la expresién de antigenos HLA

descritas frecuentemente en tumores humanos.

de los cdnceres de laringe (Esteban y cols., 1.989)

son Clase I negativos. se describen igualmente pérdidas de
expresion en 0 ¥ de los melanomas primarios (Ruiter Yy cols.,
1.882; coOlE.; .987) ;s 2 % Ha  IDB
adenocarcinomas de colon (Momburg ¥ cals., 1.988; Gutierrez Y
Sals,. . 1.887). En adenocarcinomas de pulmén se observan pérdidas
de expresiodt ) 7 o de los tumores (Redondo y cols.

2 1. 891 ). En estdémago, ! tumores con déficits de expresion

' An ¥ 8¢ ] [ a ama
alcanzan un 10 % (Ferrén 018. y.989). E! carcinoma de m

» patron heter xpresi ero
presenta geﬂera?mente un patrén heter de expresioén, P

tumores primitivos

los caso egati

o ha : 9@6; Natali ¥ cols.,
(Concha Yy

¢ i |
1.983).

s¢ invasivos de ~&rvix que henos estudiado,

] resultados 16) otorgan una expresio! homogenemente
1085 es aao0s 10

1 58 .8 % de estos carcinomas;
I Sy v

e o ” -
positiva de moléculas clase I en €

1 g ! arnoagdnea v
' o Y-hlelal -“;:.It.“ a .'}etb. ggelied, J
bu"? ) 4 Tt Teron t:.*p.f“C._-T.Ju pPo v

{12




nrTeAIe TAY

Viduud il

lermoide

cadena

nuestro objetivo la

a tumoral, sfno también

y determinar tales cambios en las etapas

veoplasia cervical, pretendiendo establecer un

- r4n de comportamiento de los antigenos del CMH en

istoria natural del cdncer de cérvix uterino. Por otra parte,

t4: 43l estudio a lo large de los escalones

precursores podria verter alguna luz sobre el papel de los

antigenos HLA en el desarrollo de la neoplasia. ¢Es la alteracioén

de la expresion del CMH el resultado de un proceso de

inmunoseleccidn de clonos inatacables por el sistema

inmunolégico, © €8 sélo una maﬁffesta:fén'més de las alteraciones
fenotipicas que Se observan en células transformadas?.

&

En nuestra experiencia al 100 % ae 1as Jlesiones

precursoras (CIN)  de todo grado han mostrado idéntica

conservacion de antigenos HLA clase I a 1a observada en las

lesiones henignas el propio epitelic normal

escamoso~cinndrfcc‘ En 1a etapa intraepitelial, también el a0, 9

¥ de los carcinomas i a5 ¥, evidenciv una expresion

homogeneamente positiva, Y en un ¢€aso esta posrtTvvdad fue

heterogénea. A partir de rebasar el tumor 1a membrana pbasal del

113




DISCUSION
s positivas heterogéneas como pérdida
Tol 14N Se ~an cada
esidn se hacen cada vez mds frecuentes (P ¢ 0,05)
= | \ y © a
la afectacidén del CMH es un
comc exponente de

1a invasién del estroma. La

HLA en un carcinoma in situ

liografia se recogen escasos trabajos que,
como el que presentamos, enfoque la neoplasia cervical uterina

desde el prisma inmunolégico, especialmente en lo que a los

antigenos de histocompatibilidad HLA Clase I se refiere. Stern

& Connor (1.991) han investigado la expresion HLA Clase I en

L ias criogenizadas de carcinomas de cérvix. En su material

R

encuentran un 7 1~ axpresion heterogénea de ant fgenos HLA Clase

Ty un 2 % dae pérdida de expresién. La divergencia de 10s datos

-

obtenidos por estos u otros investigadores (Ferguson Y cols;

1.985) respecto a 105 nuestros (20,5% y 15,9 % reSpectfvamente),

pudiera atribuirse a la diferencia ef el procesamiento de la

muestra (criogenacidn V. parafina) ¥ los anticuerpos emp leados.

La determfnacfén de realizar nuestro estudio el

material parafinado surgié del interés estratégico Qque ello

entrafia. Hoy por hoy la evaluacion de la expresion HLA en los
tumores no posee para el c¢linico sino un papel casl
exc?usivamente empirista y ocasfona?mente vdlido para el maneJo
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DISCUSTON

paciente; sien por ] g '
| y - i l o [§ Lo ‘ ."‘\ 2DC ona 1 2| S & S0 ] ]
cepcional que se solicite

e e T | !
&o Lt.u..l’ ' AR t ."2:":}:. (@) e f‘t‘t Sner
C 2Ne |

la biopsia. La posibilidad de los
studios en parafina abre una puerta casi 1inagotable donde
st igar retrospectivamente la prevalencia de los diferentes
respuesta del Complejo Maycr de Histocompatibidad

como en lesiones premalighas e inclusc benignas,

bk lorar

raplecer répidas correlaciones zon el devenir
P o - ~ e ) =
rarmedad acontecido en cada uno de los casos.
con las limitaciones Qque entrafia el

material parafinado, sé seleccionaron para este estudio dos

anticuerpos gue cubrieran el espectro de la molécula HLA Clase

r. al anticuerpe HC-10 detecta los antigenos A-B-C (cadena
pesada) de 12 molécula de HLA, mientras que la g-2-microglobulina
(cadena ligera) es identificada por el anticuerpo po?fc?ona?
anti-B8-2 microglobulina (DAKO). Otros ancicuerpos, €omo los
monoc lonales Wé6/32,; JOAN-1. a-HiAR U YT-786, efectivos eéen
material criogenizado, hubieron de descartarse, ya Queé la
fijacion et fFormol y el proceso de parafﬁnacién desnaturalizan
o alteran en cierta forma 13 estructura proteica de los antigenos
haciéndolos irreconocibles para la mayoria de los anticuerpos
(Polak & Van Noorden, 1.986).

Aungue el fenémeno £ed el mismo, y probablementé las

. e i i e : ¢
consecuencias biolégicas similares, cabe preguntarse s1 existe

= ‘ - fa 7
un mecan ismo comun para Qque se produzcan alteraciones en a

1156




DISCUSION

antigenos de MH. De momento
smAiidable au e : g
ndudable que una aproximacién al conocimiento
..f_

085 reguladores a Nras T
eguladores de .presién de estas moléculas

a/i!a i

génico, un mecanismo, esrasamente descrito, que
abocarf{ s una pérdida completa de expresidén HLA c?ase'I,
implica & s recrdenamientos génicos. Asi, fibrosarcomas murinos
inducidos por virus SV4C (Rogers y cols., 1.983), linfomas AKR
(Hui y cols. 986 ) lanomas humanos Yy carcinomas de colon
(Bar-Erli - 3. 188) muestran una expresién reducida de

antigenos 2ce a reordenamientos de su material

genético. Estas mutac ~c pueden detectarse mediante andlisis

del DNA gendémico emplée: , las técnicas de Southern Blot, con la

sonda y enzimas ade sin embargo, otros investigadores no
han pod O confirmar la existencia de tales reordenamientos,
sugiriéndose que 1a pérdida de expresién de Clase I se deba mas
bien a defectos transcripcionales (Esteban y cols., 1.988; Lépez-

Nevot y cols., 1.989, Ruiz-cabello ¥ colg., 1.888),

Se ha descrito que 1a metilacion en los genes de clase

I inhibe la expresion de antigenos de histocompatibi?fdad en

inducidos qufmfcamente (Bonal, 1.986), ©

fibrosarcomas murinos

en células transformadas por virus leucémicos (Meruelo ¥ cols.,

1.986).




sérdidas completas de expresion HLA

on la propia transcripcidén. Asfi,

el ratamiento con gamma-interferdn

expresidn tanto en carcinomas de cérvix, ovario,
coriocarcinomas (Ckamura, 1.986) como colon,

me lanomas (Versteeg 5 '
a a (Versteeg y cols., 1.988; Ruiz-Cabello,

Por otra parte, la alteracion de la sintesis de la B-2-
microglobulina puede causar 1a aucencia global de expresién HLA
clase I, ya que la pre los anrtigencs HLA ABC en la
superficie de 1a célula requiere la asociacién con la B-2-
microglobulina para expresarse. La 1inea celular Daudi no expresa
antigenos HLA debido a la inactivacién del RNA mensajero de la
g-2-microglobulina (Nilsson Y cols., 1.974). En adenocarcinomas
de colon HLA Clase I negativos, Momburg y cols. (1.989) han
informado de similares pérdidas de B—:—mfcrog?obu?ina RNA-m.
seria por tanto 1a falta de B~:rmicrc970bu7ina gquien impediria
1a expresién de 1a cadena pesada éen 1a superficie de 1a célula,
sj bien tal mecanismo No podria validarce para todos los tipos
de tumores (Cabrera Y cols., 1.991).

En relacion con este problema, en huestro estudio hemos

1 antigeno HLA Clase

detectado la disociacion de la expresion de

. : : i 5
7 en dos casos de carcincma ep1dermo:de (nd 22 ¥ 27%, Eh ambus

hubo un defecto de cadena pesada determinada por 13 ausencia de

$17




DISCUSION

anticuerpo HC-
La cadena

raalobulina) mantuvo s 1
oglobulina) mantuvo sin embargo su expresion

de agilirse wn falle en ia
transcripciéon de 'os gy cajena pesada. Aunque existen
regulacion coordinada para ambas cadenas, pesada y

vid-Watine y cols., 1.990) otros datos sugieren que;

3.

embriogénesis, puede darse una regulacion

s de clase I y B-2 microblobulina (Morello

En cualgquier caso, la expresion a - ivel de la membrana
de ’a molécula de clase I requiere la form .cion y ensamblaje de
un complejo trimolecular formado por 1a cadena pesada, la B-2
microblobulina y determfnadospéptidosendégenos(ETTfot,1.991L
As{ se ha podido demostrar que la linea celular de linfoma murino
RMA-S muestra una débil expresion de antigenos de clase I por la
falta de unién a un péptido enddgeno, de tal forma que si las
células son incubadas en presencia de péptidos afiadidos al medio
1a expresion de clase I se incrementa notablemente.

de cultivo,

Todavia no ha sido demostrada la presencia de este mecanismo en

r en estos

tumores sé1idos humanos, pero quizds pudiera interveni

casos de expresion defectiva de 1a cadena pesada.
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parte, se ha observado que ciertos producto

celulares modulan la expresién de los

oncogenes, aparte de intervenir en el

~acimiento, Jdiferenciacion y transformacidn celular, pueden ser
capace Nno¢ ar proteinas que Jjueguen un importante papel en
la inmunidad y, por tanto, reforzar el papel oncogénico de estos
genes. A este specto, ha sido descrita una correlacién inversa
entre la expresion 3Je N-myc Y HLA Clase I en neurob?astoma‘
(Bernards y col8 1.986). Para el melanoma, la expresion de c-
myc afectaria de manera preferente a locus especifico HLA-B

Veerteeg, 1.988). Nuestro grupo, sin embargo, no ha podido

encontrar relacion entre la activacion del proto-oncogén c-myc

y la expresion HLA Clase I en el adenocarcinoma de puménr

(Redondo ¥y cois., 1.991). 51 vez, 18 correlacién entre ?é
expresion de moléculas clase I y los productos de algunos
oncogenes sea un mecanismo por el cual la atenuacion de Tla
expresion HLA traduzca un intento de la célula por reducir la

actividad de estos oncogenes (Linsk & Goodenow, 1.986) Tambien

en tumores murinos se ha encontrado la expresion HLA modulada por

la activacion de los oncogenes c-fos (Feldman y cols., 1.988) ¥

k-ras (Alon y cols., 1,987).

. Puede la infeccion viral, espec1a7mente por

papi?omavirus, alterar la expresion HLA? ¢cHasta qué punto una y

: : Ti
otra intervienen el la transformac7én maligna de 1a céluiar.




Aungque mas lan e
ung mas lante comentaremos el papel cada vez mas
G C & o

rel

elevante de los virus la oncog ]
5 a oncogenia tumoral, sefalemos aqui

amo 1 i
comoe a. ;—}L«'l’l{_.*a au

oncogenes virales, tal
come la proteina :
proteilna n ohcogeén
un onceogén del adenovirus 12
e

inhiben la transcripcion de los ge 3 Fa
& cripcior s genes que codifican las moléclla

A -~
LA L

*

ase 1 complejo Ay '

del Complejo Mayor de Histocompatibilidad. La
‘I'} ~C 18N I Aden SVEE ol P I % = 1 ‘
infeccidén por Adenovirus 12 se relaciona, pués, con bajos niveles
16n

de clase I y la producion de un fenotipo tumoral de

-madas (Schrier y cols., 1. 83; Bernards y cols
v

Otro miembrc de la familia de Tlos herpes-virus, el
citomegalovirus (CMV), codifica una proteina (H301) que se une
a la g-2-microglobulina y blogquea su transporte a la superficie
celular, lo que se€ traduce en una peérdida de expresion de HLA
clase I. similarmente, 1a proteina 19kDa codificada por el gen

E3 del adenovirus 2 se une a la cadena pesada de los antigencs

HLA clase I e impide sU expresion en superficie, lo que Ss2

t raduce en una reduccién de 1a actividad 1itica de los 1infocitos

T (Andersson Yy cOi6: 1.987). Por otro lado, 1a expresidn dg? CMH

clase I reducida por 1a infeccion de citomega?ovfrus,,contftuye

también un estimulo para incrementar 1a actividad de las células

NK, quienes serfian ahora las encargadas de lisar las células

infectadas (Bernard, Schrier, 1.983). Tambien 108 fibroblastos

¢t ransformados por el virus del sarcoma de Rous reducen sus
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tanto en su cadena pesada

de HLA clase

iveles de expresion
como en la ligera (Gogusev y cols.

tener

Sin embargo, otros virus pueden por el contrario
s nérgico o estimulante de la expresién de HLA Clase
989) y Flyer y cols.

(1.5 {1
‘ado incrementos de antigenos clase I del CMH
y clertos

il
evidencié

en infecci por paramixovirus, flavivirus
retrovirus.

, de infecciones virales que

una relacidr
e ofrece en la TABLA XXV:

En sintesis,
~lace [, 8

traducen afectacion del CMH ¢




Grupo viral

Hepadnaviru:

Papillomavirus

Herpes virus

Poxvirus

Raddovirus

Flavivirus

Paramixovil

Retrovirus

DISCUSION

Tabla XXV

s de las virasis en la expresién CMH

Citomegalovirus

Herpes simple 1/

Virus vacunal

Gen Clase I

/"
“

Virus extromelia

Estomatitis ve
Virus oeste del
Sarampion

SIDA (humano)

Sarcoma de Rous

Leucemia murina

Sarcoma murine

E3(19K)

pol

jcular

Nilo

Autores

Scherier, 1983
Bernard, 1.983

Andersson, 1.987

Foster, 1.991

Stern, 1.991
1.990
1.989

1.985

Browne,
Buchmeier,
Jennings,

1.989
1.985

Kohonen,
Gardner,
Hecht, 1.972
Liu, 1989

Massa, 1.987

Scheppler, 1.989
Kannagi, 1.987

1.988
1.987

Gogusev,
Powell,

Flyer, 1.985

Flyer, 1.985

g s
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redicamente que actualmente se

iralec o P ~ .
rales en la oncogenia tumoral,

1

ivar de qué forma se modificd
epitelios neopldsicos infectados
Juestros -es.L 'tados no evidencian
csta infeccidén y pérdida de expresion

trario, el HPV-16 estuvo presente

con expresion positiva de
solo 2/5 (41 %) de tumores
infectados (P < 0,03). Todos
L.terogénea fueron HPV-16
.0, a este respectc, frodemos
e HPV-16 no estéan implicadas
regulacién de clase I, como

algunos ohcogenes (Schrier

De todas formas, aunque este estudio no nos permite

determinar cambios cuantitativos éen la expresion de estos

antigenos, st hemos poad1do observar en este sentido cémo la

' ' yresién d g 5¢ v 108 jormal €8
inte1sidad de 1a expresion ae la mucosa cervical

' ' cosa patc {'». 0 S1 trata
sensiblemente inferior & la mucosa patoldgica, tanto s1 sé a

omo malignas ( se FIGURA 181, Far tanto
como malignas (vea

: fi e :
que la infeccidén viral determine en I& primera

510! e c bien

fas: un incremento de la expresion de clase I,
' en ( /iral, bien

cono proceso primario dependiente de V1 :
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la atraccién de células dei sistems
uya secrecién de interleucinas incrementaria dicha

- 2 - ol ot T ¢ ; = '
expresién. Postericrmente, y ya sélo en algunos carcinomas,

también como consecuencia o no de la propia accién de productos
virales, se produciria una alteracidén en Jla expresién de estas

moléculas.

mecanismo de esta interaccion permanece en gran

parte desconocidoe. 51 e ha encontrado una relacion con
transtornos transcripcionales de los genes del CMH (adenovirus
12 v vfrus de 1la hepatitis B), bloqueo de transporte de las
moléculas CMH hacia la su~erficie a cargo de las proteinas
virales (adenovirus =y citomegalovirus), © defectos de
transcripcién de los genes por integracién de oncogenes virales

(algunas retrovirosis) (Maudsley, 1.991)

CONSECUENCIAS SOBRE LA MALIGNIDAD

LQué repercusiones tienen estas alteraciones en el

: S g
comportamiento de las neoplasias de céryvix uterino:

La disminucion en 1a expresion de Ics antfgenos_HLA

Bt . ! células
clase I en la célula tumoral ha~e a ésta "opaca ante las

' = ] = f la
F citotéxicas, Ya gque la presencia de dichos antigenos es

% ] ] (e Xicg 88
condicion previa "sine @qua non el linfocito T citotdx
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incapaz de unirse mediante sus receptores especificos (TCR) a la
célula diana para lisarla (McMichael y cols., 1.986; Gotch y
cols., 1.987). Por otra parte, parece ademds evidente que los
bajos niveles de HLA Clase I en las células diana estimula la
tando esta actividad especialmente

modulada por los antfigenos HLA-B (Shimizu y cols., 1.989). Las
células NK scn rapidamente activadas y ademds no requieren
-1onal para ser efectivas. Por otra parte, tienen

citotéxica frente & gran cantidad de células

malignas, re:pncciendo caracteristicas bioquimicas sin el

concurso de los antigenos del CMH (Kédrre Yy cols., 1.988).

Acerca de la importancia que los cambios de expresion
de Jlas moléculas HLA pueden tener sobre el comportamiento
biolégico de los tumores, 1los experimentos en ratén resultan
bastante orien. adores al respecto. No en vano, los sistemas

experfmentaies murinos resultan ideales para estos estudios, ya

gue se realizan con ratones singénicos de idéntica capacidad de

respuesta inmune y con idénticos antigenos de

hfstocompatibi?fdad.

Asf; 1a ausencia de moléculas Clase I en ratones

favorece el desarrollo de neoplasias malignas, c¢omo se ha

1inea de leucemia AKR (Festenstein y cols.,

ols, , 1,886}

demostrado éen la

1.981), en el sarcoma de vejiga T10 (Hémmer1ing ¥ €

y en el sistema tumoral GRI en ratones BALB/C inducidos por
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$+ 1
L

1~ ~
jice ]

e

me antreno (Garrido y cols., 1.986). Pérez y col (1.990)
: .990),

esti - )¢ 0 -~ - i
tudiando diferentes del tunor . GRE,

describen una

correlacién inversa entre la expresién de H-2 y el crecimiento
que sugiere que la falta de estas moléculas conduce a

la i oo o de las células T y, por éende, a la hipertrofia
local del tumor. Por otra parte, los clonos tumorales con alta
expresidn de H-2 producen un gran nimero de metdstasis, lo que
ona con la escasa sensibilidad de las células NK en
reforzando la hipbtesis de que la activaciodn del

prevendria las metdstasis del tumor.

La induccién de los antigenos de clase I mediante DMSO
o gammawfnterferén en una linea tumoral de cédncer de pulmén con
niveles constitutivos de clase I muy bajos, hace que las células
puedan ser 1isadas por los linfocitos T citotéxicos, mientras que

las no inducidas escapan a la lisis (Blieden y cols., 1.991),

Los experimentos de transfecciones en células tumorales

de raton tambien resultan altamente ilustrativos. Intentos de

aumentar la inmunogenicidad de la célula tumoral mediante la

transfeccién con genes del CMH clase I, corroboran Queé, en el

1a expresinn de moléculas H-2D alogénicas tiene como

sarcoma sal,

resultado el rechazo del tumor. Ademds de ser rechazadas, las

células sal/Dd pueden inmunizar Y proteger al huésped contra las

células Sal negativas para los antigenos H-2Dd (Ostrand—Rosemberg

im1 i i contra las céluias originales
y cols., 1.991). Similar protecc én
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+ g 4 ~ e ~ - o -
Uumoraeé 1 & ] =1 ~ale) - t 1 f j’l ’\T
WY aies a Qé t ;(_14 - g vas ue Cq t’ﬂda p LJ?' }' COl8.

i 5y 3 - -~ - ‘
(1.989) en sus estudios sobre el linfoma AKR

En tumores humanos, quizds debido a la dificultad de
su investigacidén, los resultados son tal vez menos concluyentes,
aungue tampién existen diversos ejemplos que refuerzan estas
tesis. Asf, un decremento en la expresison de antigenos HLA clase
I se ha correlacionado con mal prondéstico del carcinoma de
células pequefias del pulmén (Wang y cols., 1.991). En tumores de
laringe y mama también se ha confirmado la correlacién entre
pérdida de expresién HLA clase I v el peor pronéstico clinica ©
histolégico (Esteban y cols., 1.990; Concha y cols., 1.991}, En
el cdncer de laringe se ha relacionado estrechamente la pérdida
selectiva de antigenos HLA-A y B con la progresion tumoral. En
tumores de colon, sin embargo, dichas correlaciones no han podido

confirmarse (Ferrén y cols., 1.989; Gutierrez Yy cols., 1.887).

En relacién con el cdncer de cérvix uterino, también

podemos extraer de nuestro trabajo algunas conclusiones en este

sentido. A través del andlisis comparativo entre los tumores con

alteraciones éen 1a expresidn de antigenos HLA clase I ¥ aquellos

otros cuya expresion fue considerada normal, la valoracién de la

malignidad utilizando el indice de Glanz constata coémo todos los

tumores HLA clase I negativos son precfsamente los situados éen

1a mitad superior de la escala de Glanz, © sea, los de mayor

0,02) (TABLA xvII). Esta asociacion entre la

malignidad (P
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escasa difersnciacion tumora
anci sn tumoral (ya sea evalu '
a sea evaluada por el siste
sictema de
Jakobsor G ) v 1a '

obson o Glanz) y la pérdida de expresidn de antigenos

S » N L
ido referida igualmente para el carcinoma de
colon (Momburg y cols., 1.986)

[

, de mama y de laringe (Concha y

cols 1.991).

< a g

De forma casi paralela (aunque ya sin significacion
estadistica en esta muestra), el estadio clinico de nhuestros
tumores de cérvix fué tanto mds progresivo cuanto menor. la
expresién de las moléculas HLA clase I (FIGURA 19), sugiriendo
que la alteracion del fenotipo HLA en la célula acaeciera en
fases avanzadas de la progresion tumoral (Stern & Connor, 1.991).
Esto puede estar en relacién, como ya comentdbamos, con la

inmunoseleccién de c lones inatacables por el sistema

inminolégico, © §ér una consecuencia mds de los cambios

fenotipicos que §Seé producen durante la progresion tumoral a
consecuencia de Jas aberraciones genéticas. En nuestro estudio
comprobamos queé cuando la lesidn no ha rebasado la membrana basal
delepitelio (neoplasias intraepiteliales cervicales, carcinomas

in situ) la expresion HLA clase I se mant iene casi incélume;

siendo a cartir del estadio I cuando progresfvamente se asiste

a un cambio en la expresion (P < g-01; primero heterogénea, para

después decrecar hasta perderse totalmente en e] estadio IV.

Comportamfentos similéeres tambié  S€ han descrito en los

carcinomas de 1aringe y mama (Concha ¥y cole., 1.991) ¥ me Tanomas

(Brdcher Y cols., 1.985).
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HPV-16 EN LESIONES MALIGNAS Y PREMALIGNAS DE CERVIX

Nosotros hemos investigado la presencia de HPV-16 en

las diferentes ologias que ihcluy
;.e entes patologias que incluye este trabajo, utilizando
la técnica de la P.C.R. (Polymerase Chain Reaction), muy sensible
para el andlisis de 1a infeccidn por papilomavirus (Shibata y

eole., 1.988).

La prevalencia de la infeccion por papilomavirus, cito-
histolégicamente. determinada, es citada por Marsan Y cols.
(1.990) entre 0,5-3 % de los frotis cervicc-vaginales. Yoshicawa
[1.980), pbor hibridacidén in situ, encuentra infeccidn por HPV-16
en un 1,8 % del material citolégico de screening. En un estudio
restrospectivo y aplicando los criterios citolégicos
(koi?ocitosfs 5% paraqueratosfs) en los frotis de Papanicolau,
Rakoczy y cols. (1.990) refieren una preva?encfa de la infeccidn

escasamente variable en el qufnquenfo 1.972-1.987, cifrada en

5,3-6,8 X. ci el screening sé 1imita al grupo etario de poblacion

joven, en mujeres de 22 afios la incidencia anual de papi?omavirus

es del 8 % (Syrjanen & gyrjanen, 9 gagl), ¥ del 15 % para mujeres

de 30 afios de edad media ( Kataoka Y co?s.,1.990). Un reciente
estudio de preva?e:fa de HPV en estudiantes unfversitarfas
del 46 %, mientras

por P.C.R., Wna tasa de infecciodn

demuestra,
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que mediante técnica de hibridaciodn

7 ‘ a 4 i
1 11 % (Bauer y cols

actr _.-:jl & ~ey 2~ 1 AR .
estrecha correlacidn / 31 cen

ales primarios (0Ostrow y cols. 1.986) se ha visto

reforzada por Jlos hallazgos de DNA viral en muchos nédulos

y G
s,

ides metastdsicos que contenfan el mismo tipo viral que el

tumor primitivo (Lancaster Yy cols., 1.988].

La fnfeccfén.genftaF de HPV debe ser considerada como
una enfermedad venérea, de contagio sexual, que afecta a ambos
componentes de la pareja. Levine Y cols. (1.984) comprobaron cémo

de los compafercs sexuales de mujeres con neoplasia
cervical tenfan infeccién por papilcmavirus. DNA de HPV puede
detectarse en el sémen de algunos pacientes con verrugas crénicas

(Ostrow ¥ cols, 1.986) y en tejido prostdtico de pacientes con

hiperplasia © carcinomas de préstata (McNicol y cols., 1.990).

En estudios epfdemfo?égfccs recientes de caso-control (Herrero
1.990; stanimirovic, 1.990) se determinan correlaciones

estadfisticamente significativas entre la infeccidén por HPV Y los

siguientes pardmetros: primeras relaciones sexuales a los 14-15
ién normal), existencia

as

afios de edad (16,2 % versus 6 % en poblac

de "p?urfparteﬂafres“ %V Sl TR de métodos

1 y » kb
antfconceptivos no de barrera )y 1a falta de higiene sexual.
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n nuestro trabajo, la tasa de infeccidn hallada para

e cérvix (81,92 ¥) podria considerarse moderadamente

alta. Para McCance y cols.(1.985) alrededor del 90 % de todas las
lesiones malignas de Cérvix contienen HPV-16. Otros autores
detectan muy variables niveles de infeccién para el cdncer de
cérvix, dependiendo de la seleccién de la muestra y, sobre todo,
d empleada para Ssu estudio. Asi, Bokhman Y
1s.(1.990), mediante hibridacién puntiforme, encuentra un 74,2
& de infecciones HPV en cdncer de cérvix; Anwar Y cols.(1.991)
detectan HPV-16/18 en un 69 % por técnicas de hibridacidn in
situ, mientras que con idéntica técnica vyoshicawa (1.990)
encuentra solo un 48,4 %, Yy, para ambos tipos de HPV, Jd1

cols.(1.990) informan del 44,2 % de infecciones eéen el céancer

cervical.

por la técnica de Southern Blot, Iwasaka (1.990)

detecta DNA-HPV en el 46 % de los cédnceres de cérv X, mientras

que Zhang (1.990) encuentra un 50,9 % de cdncer - infectados

especfffcamente por HPV-16.

el método para identificar la infeccidén

Naturalmente,

es multiple, ¥y sU eleccion depende de varios factores. Quizds sea

necesario ante todo determinar qué numera de muestras han de

analizarse. A1 respecto, una aproxfmacién de sospecha de

de pob?acién la puede

infeccioén HPV en campafias de grandes masas

' [ fa por 1 C - 17¢co1 con la
DFOpDFCIOHaF 1a citologia po! triple toma de Papanicoiau,
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aplicacién del Sistema :
én del Sistema de Bethesda (1.988) para

2 = diaghéstico
citoldgico, La sensibilidad y especificidad de la técnica son sin
embargo bastante bajas, tanto si se tienen en cuenta los
indicadores cldsicos ~ilocitosis, paraqueratosis) como los no
(binuc leacidn, multinucleac iodn, aclaramie " to

¢ -hipercromatismo nuclear)(Cecchini y cols.,

citolégicos han sido cifrados, mediante

gitu, en un 38 %X , ¥V los falsos (+) en un 28 %

(Chimera y cols., 1.991). Ademds, ha gquedado de manifiesto en la

14 27T 14 [ JE = = 1
literatura que aproximadamente un 24 % de las infecciones

genitales por papilomavirus no traducen ninguna manifestacion

cito-colpo-histoldgica (Laval y cols., 1.990). En el mismo
sentido expresa sSus resultados Nuovo Y cols. (1.990), quienes
estudiando los frotis que ho mostraban atipias koilociticas

comprobaron por socuthern Blot la presencia de HPV en un 20-40 %

de los casos.

| as técnicas de hibridacion (Southern-Blot, pot-blot,
PR O Hibridacidén in situ) aun no pueden considerarse idéneas

como instrumento de screening masivo debido a Su elevado coste.

Cualquiera de ellas puede aplicarse tanto en material bidpsico

como én frotis citolégicos, sin embargo no €s igual 1la

sensibilidad que S€ les atribuye.

La sensibilidad de la hibridacicn viene determinada por

el numero de moléculas de HPV que €S capaz de detectar Y la
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ifusién de las mismas en el tejido diana. Si existen gran numero
de moléculas homogéneamente repartidas, pero las células no
contienen més de una molécula viral, la hibridacién in situ serd
negativa, mientras que Ia:s demds técnicas serdn positivas. Si por
el contrario el mismo numero de moléculas se halla concentrado
en un grupo de células, dstas serdn evidentes por hibridacién in

situ pero noc por southern o Dot-Blot (Achim & Grubert, 1.989).

En nuestro laboratorio, a] margen de lo anteriormente
expuesto, se seleccioné la técnica de P.C.R., debido a que, a
priori, el material a procesar se presuponia de tamafo
extremadamente reducido, ya que gran parte del mismo procederia
de pequefias biopsias sacabocados Y, ademds, las lesiones
intraepiteliales de cérvix apenas superan varios milimetros de
extensién. Este aspecto resulta transcendental a la hora de
elegir el método de hibridacion, debido a que s1 la extraccion

de DNA resultase inferior a b microgramos, hay ineludiblemente

gue recurrir a una amp?iffcacién por P.C.R., ¥ desechar otros

procedimientos. Nuestro material, ademds, procedia de bloques de
tejido incluidos éen parafina, razon por la que la técnica de

Southern-Blot era desaconsejable.
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Rakocky y cols.,(1.990) ha-combarado la determinaciodn
de HPv-16 mediante Dot-Blot y P.C.R., obteniendo bor esta ultima
hasta un 62,9 % de positividades donde el Dot Blot habia
resultado negativo. Low y cols. (1.990) rer.eren cémo un 30 % de
las determinaciones HPV-16/18 negativas para la hibridacidén por
Southern-B8lot, se tornaron positivas mediante P.C.R.. Similares
deducciones obtienen Yyaegashi Yy cols.(1.990) &1 comparar la
sensibilidad de ambas técnicas.

La hibridacién in situ posee 1a indudable ventaja, al
coriservar ‘ ra histoldégica, de visualizar
topogrdficamente los foco nwibridacién., pero tiene el mismo
inconveniente que el southern-Blot, quizds mds acusado, de la
todavia escasa sen ibilidad de la técnica. Asi, la P.C.R.
demuestra un 34,8 % de infecciones por HPV donde la hibridacién

in situ habia resultado negativa (Syrjanen Yy cols.1.990).

factor interviniente sobremanera en la eleccidn
de técnica de hibridacion es la especificfdad que se le exige.

Ello dependerd logicamente del objetivo pretendido. Si se trata

de identificar nuevos tipos de HPY, 12 téenica ideal quizds seria

el southern-Blot, aunque realmente todos los métodos pueden

utilizar fragmentos subgenémicos especificos de cua?qu1er tipo

tras numerosas (screening), sin

de HPV. Para estudios de mues

problemas en 1a cantidad Je DNA, puede orientarse hacia la

aplicacion de una técnica pot-Blot mediante sondas polivalentes
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para varios tipos de HPV. La investigacion esbecfffca de tipo
puede posteriormente hacerse mediante Southern-Blot., Si1 la

38 | ¢ | 4 " ] ] 1
cantidad de DNA extraible es inferior a 5 microgramos, debera

recurrirse a la P.C.R.

No podemos saber por nuestro estudio si existen
diferencias de integracién del virus entre el epitelic normal y
neopldsico. Estle estado de integracion evoluciona con la
transformacién y el desarrollo del tumor (Yabe y cols., 1.889).
Las lesiones premalignas Fracuentemente contienen DNA viral en
un estado episomal, en contraste con las lesiones malignas, las
cuales presentan, generalmente, secuencias integradas en el DNA
de la célula hospedadora (McCance Y cols., 1.988; Yoshicawa,
1,990). Algunos investigadores han comunicado recientemente un
3 % de neoplasias intraepiteliales cervicales que contenfan el
virus en su forma integrada (Culleny cols., 1.991), mientras que
esto ocurria en el 81 % de los cdnceres. De lo cual se desprende

que la integracion viral no o8 indispensable para la

maIignf:acién_(Fukushima y cols., 1.390).

En nuestra serie de neoplasias fntraepfte?ia?es la

deteccion HPV-16 se evidencio positiva en el 88,2 % de los casos.

E] 60 % de los condilomas estuvo jguaimente infectado.

Mayelo Y cols. (1.990) encuentra nediante P.C.R. un 48

% de infecciones Hpy-16 en las displasias de alto grado. Tasas
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~as son descritas mediante hibridacidn
y ¢ols unos autores {Amortegui
1.990) cifran hasta
neoplasias intraepit o general
lesidén, mayor tasa de infeccién por
1.090; Amortegui y cols., 1.990; Ji g
evolucién de las CIN infectadas por HPV,
mds de dos afios, ha mostrado que la gran mayoria
. TT con HPY-16 regresaban espontdneamente,

mientras que aquellas otras infectadas por HPV-18 se conducian

de forma n =iva y ninguné regresaba (Weavery cols., 1.990)

En mujeres l1inicamente diagnosticadas de condiloma
acuminado, Beckman y cols. encuentra al 93,9 % de infecciones por

fgpv 5, 11 6 18, ytilizando P.C.R. Mediante hibridacién 1n situ,

L i

y especificamente para HPV-10, Yokota y cols. (1.990) informa de

56, X de infecciones éen condilomas.

Estudios de seguimiento Y vigilancia de 1a infeccidn

por HPV ( Kataja Y co7s.,‘7.990) sugieren la inclusién de HPY 16

y 18 en un grupo de "alto riesgo” ya que sus tasas de pregresion

-’

"riesgo

% y 5 % respectivamente. Un grupo de

son de 35,2

C : o af.9g 1 "halic ‘ 3
interm=2dio lo constituirian ey 31-33, ¥ 9° pajo riesgo

integrarfan HPV 6 ¥ '
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luestro segundo propdsito fue
rmacién tumoral en la generacion
»rales. De hecho, varios virus
expresién de genes Clase I,
(Moloney murine leukemia) o
inducen un incremento en la
ratén (David-Watine y cols.,
apilomavirus tipc 16,
podria relacionarse
tumores o lesiones cremalignas del

la infeccidén por este

cardcter mucoso O

la muestra no permita

nuestros resultados,

tipo 16 tenga mayor

iletio escamoso qué per el glandular (Hara

15 -g991). Es posible que la

sl

' 1a subcolumnar © de reserva (célula

. i i e,
diferenciarse éen uno u otro gpitei 10/

' B e % | v 4871
nte se han pub?f:adc tasas nfeccion pol HPY 16/18

; o’
1 ademacarcfﬂamas de cérvix de 785 & (Areds, 1991) ) del 40 %

(Glew y €OIS., t icularmente, algunos
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sefialan 5 : o
. la spe afinidad del HPV-18

8

carcinomas adencescamosos y adenoc
escamosos y adenocarcinomas (Yoshicawa, 1.990;
» oo Wy

Al - .gg1}. De todas formas, la uni o plurifocalidad del
infeccién es un tema controvertido (Mincheva Yy

Laval vy cols,, 1.980), habiéndose demostrado la

la infeccién después de la ablacién de las

icas, en el epitelio sano concomitante. En este

somos conscient que, utilizando P.C.R.. NG

adyacente horma Loge adenocarcinomas en estudio y no
precisamente al tumor. La confirmacion de la infeccién tumoral
requeriria su visual i-acion mediante técnicas de hibridacién in

¢ o blan '8 demostracién de dicha infeccién en tejido

tumoral metastdsico.

En nuestros tumores de cérvix infectados por HPV-16 la
expresion de antigenos , uvo sensiblemente mds alta que en

aguellos otros no infectados. por otra parte, la presencfa de HPV

fue mds frecuente cuando mas diferenciado era el tumor, hecho gue

concuerda con 1o informado por Hara y cols /1 990), Qquienes

subrayan intensas sefiales de hibridacion £ ity) en torno a las

cundeHSdcfones de queratina del tumor.

Asi puUES, podria colegirse de todo ello que, <on la

necesaria reserva gque e] estudio de una serie puntual de tumores
infeccidn por HPV-16 no detrae la expresion de 108

{
L

oturga, la
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e

n la neoplasia de cérxix. No obstante, en

tumores humanos cada individuo presenta caracteristicas
e PRSP s # : z

dificil y compleja la interpretacidén de su

respuesta inmune. Comportamientos tan diferentes podrian deberse

a la diversidad de tipos histoldgicos, que probablemente se

con diferentes mecanismos de oncogenicidad. EI
asis son fendémenos tan complejos

factores y genes que se involucran que resulta

lecer un patrén general para tumores de diferente

s confirman la gran complejidad de la respuesta

inmune antitumoral y la posibilidad de que, ante un mismo tumor,
actuen diferentes mecan1smos efectores, especificos o

inespecificos, infectantes o© ho, de forma individual o©

courdinada.
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CONCLUSIONES
los antigenos

la expresidén ae
estrechamente

1. Las alteraciones en
de histocompatibilidad clas I es un fendmeno
la malignizacioén de epitelio cervical uterino.
residn de antigenos HLA clase I
iatensificdndose

ligado a
Defectos de expr
mente a la invasion del estroma,

progresion tumoral.

malignidad tumoral se hacen mds
no expresan

Los pardmetros de
cuello uterino que

los tumores de
la superficie de sus células.
acionarse con

severc en
antigenos HLA clase I en
alteraciones del cMH no parecen rel

del tumor de cérvix uterino, S1
mds frecuentes cuanto mds

on

e anatomo—pato?égioa
a misma S
ha

del tumoi

la extirp
1a diferenciacion
de deteccion de HPV-16 por P.CH.
incidencia de la infeccibn por Hpv-16 que la
- mediante técnicas cldsicas.

oo

infectacion del

su

evidenciado mayor
1cia de

encontrada por
rco de la alta frecuet
podria apuntarse
en diferencfadn.

por HPV-1€
ervica

bi

femenino
rotctipo de tumor

sferencia por un p
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ece estar involucrada

de antigenos HLA clase en los

-

técnicas inmunohistoquimicas, para HLA, Y

., para HPv-16, aplicadas en material incluido en parafina,

'bilitan una nueva via de estudio clinico y epidemiologico del

de los antigenos HLA y la infeccién viral en el

enfermadad cancerosa, a través de auténticas
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