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INTRODUCCION

En la etiologia del cancer genital, se consideran dos
areas: 1) El cuello uterino con la vagina y vulva como deriva-
dos del seno urogenital, donde los factores carcinogénicos
parecerian ser exdgenos y del tipo irritativo; 2) el cuerpo
del Gtero junto con trompas y ovarios, donde los factores pa-
recerian ser enddgenos y de caracter hormonal (1).

El Gtero es un 6rgano en el cual se pueden desarrollar
una gran variedad de tumores malignos con origen y comporta-
miento bioldgico diferente. Si bien existen variaciones geogra-
ficas en la incidencia de algunos de ellos, el siguiente or-
den de frecuencia puede aplicarse en general a la mayoria de
los paises: 1l.- Carcinoma epidermoide de cuello uterino; 2.-
Adenocarcinoma endometrial; 3.-Adenocarcinoma de cuello ute-
rino; 4.- Corioepitelioma; 5.- Leiomiosarcoma; 6.- Tumor mix-
to mesodérmico; 7.- Mesonefroma; 8.- Sarcoma endometrial; 9.-
Sarcoma Botrioides; 10.- Otros sarcomas de tejidos blandos.
Los cuatro primeros son mas frecuentes y los demds muy raros.

En la zona de transicidn entre el epitelio estratificado
exocervical y cilindrico endocervical (zona escamocolumnar)
ocurren las alteraciones de la reproduccidn y diferenciacién
epiteliales, incluyendo displasias, metaplasias y carcinomas
"in situ" e invasivos o epidermoides.

El adenocarcinoma cervical se origina en el epitelio muco-
so del endocérvix; debido a esta localizacidn, se lo detecta

frecuentemente cuando la invasidén tisular es considerable.

En los paises donde la :frecuencia del carcinoma epider-



moide es alta, la del adenocarcinoma es baja y viceversa; sin
embargo la frecuencia relativa parece depender mds de la inci
dencia del epidermoide que del adenocarcinoma. Diversas obser-
vaciones sugieren que los factores etiolégicos relacionados
con estos dos tumores son distintos (2).

El presente estudio enfoca-el carcinoma epidermoide y las
etapas tempranas de la neoplasia de cuello uterino, analizando
algunos aspectos probablemente etiopatoldgicos relacionados
con las infecciones por los virus Papiloma (VP) y los virus

Herpes simplex tipo 2 (VHS2).

Caracteres del Epitelio Cervical Normal (1) (2) (3)

Epitelio Pavimentoso Normal

En el epitelio normal de la portio de la mujer sexualmente
madura, se pueden reconocer tres capas con ordenacidén preci-

sa: 1) Estrato Basal: es la capa mads profunda; se compone

de una sola hilera de cé&lulas bien delimitadas, de forma ci-
bica y cilindrica, con nGcleos alargados y perpendiculares a

la base del epitelio; 2) Estrato Espinoso: por encima del an-

terior, formando varias capas de cé&lulas poligonales bien de-
limitadas y mds voluminosas que las basales , con niicleos cla-
ros y con un solo nucleolo reconocible. En relacién con la al-
tura total del epitelio, este estrato es muy delgado. Los es-
tratos basales y espinoso constituyen el estrato germinativo,
aunque la renovacidén celular afectaria primariamente a las ce-
lulas parabasales, mientras que a las basales les corresponde-

ria una funcidn de células de reserva; 3) Estrato Superficial:




las células de esta zona son grandes, con citoplasma claro
cuando se las colorea con hematoxilina-eosina, ricas en glucd-
geno. Si bien se observa cierto refuerzo en las capas altas,
la queratinizacidn no forma parte del cuadro normal. En la
base del epitelio, se presentan regularmente papilas estro-
males bajas que llegan hasta el estrato espinoso. La delimita-
cidén entre las células basales y la altura de las papilas es-
tromales constituyen una medida de la estructura normal del
epitelio.

Epitelio Cilindrico Normal

Estd formado por células altas prismaticas y delgadas, con
ndcleos entre ovalados y en forma de clavija, situados en la
base epitelial; por encima de los nidcleos, estd la porcidn se-
cretora de las células, existiendo entre el polo inferior del
nicleo y la membrana basal un ribete citoplasmatico mas denso.

El limite entre el epitelio pavimentoso de la portio y el
cilindrico del conducto cervical presenta una amplia gama de
variaciones, tanto en lo que se refiere a su localizacidn
como en su disposicidén. El caso ideal es cuando ambos tipos
de epitelios se encuentran en la regidn del orificio externo
del Gtero. Este orificio puede desplazarse tanto hacia el con-
ducto cervical como en el sentido contrario, en cuyo caso se
llama erosidn o seudo-erosidn. El avance o desplazamiento de
la mucosa endocervical (ectopia) es un proceso ligado a la ma-
durez sexual, ocurriendo una retraccidn en la menopausia.

Ectopia Glandular: cuando en la retraccidn el epitelio

cilindrico superficial y algunas glandulas son sustituidas por



epitelio pavimentoso; no hay alteracidn topografica de la mu-
cosa, sino modificacidn de su recubrimiento externo. La Gltima
glandula cervical marcaria el punto donde limitan el epitelio
pavimentoso de la portio y la zona mucoso-glandular.

Alteraciones del Epitelio Cervical (6) (7)

Las anormalidades del epitelio escamoso uterino se pueden
agrupar en: 1) Sin potencial para progresar a neoplasma, hi-
perplasia basal o células de reserva; metaplasias maduras o
inmaduras; condilomas. 2) Con potencialidades de progresar a
neoplasmas invasivos; displasias y carcinomas "in situ".

Lesiones Benignas

Epitelio Atrdfico: es delgado y las cé&lulas basales ocupan

una gran proporcidn del mismo. Los nlicleos y nucleolos son pro-
minentes; las figuras mitdticas s6lo se observan en la capa ba-
sal y son normales.

Inflamaciones: 1las capas basales pueden presentar falta

de maduracidn, aunque no en las superiores; se observan célu-
las infiltradas en el estroma y en el epitelio.

Metaplasia del Epitelio Pavimentosos: es un proceso por el

cual el epitelio cilindrico de la superficie y de las glandu-
las queda sustituido por epitelio pavimentoso, debido al cre-
cimiento de otro tipo celular, o sea, sin transformacidén di-
recta de las células cilindricas diferenciadas. Es una neofor-
macidn por aparicidn y diferenciacidn de elementos celulares
subcilindricos o de reserva, los cuales sdlo pueden identificar-
se en el momento en que aparece la metaplasia. La diferencia-
cién de las células podria deberse a una irritacidn crdnica

y estar asociada con procesos de curacidén de una ectopia.



Metaplasia Escamosa Inmadura: no se observa pleomorfismo

ni figuras mitdéticas anormales; la imagen cromatinica es nor-
mal y la relacidn niicleo/citoplasma es baja; los rasgos ante-
riores y la presencia de células columnares secretoras consti-
tuyen las bases para un diagndstico diferencial con las dis-
plasias, aunque la presencia de caracteres asociados con estas
Gltimas indican una concomitancia de ambos.

Metaplasia Atipica: se observa aumento en el nGmero de na-

cleos, polimorfia nuclear, multiplicacidén de nucleolos, poli-
cromasia e hipercromasia.

Hiperplasia Basal: ocurre una proliferacidén de células 1li-

mitadas a las capas basales hasta la mitad del epitelio pavi-
mentoso; cuando la proliferecidn afecta toda la altura del epi-
telio y en los estratos inferiores hay un maximo de densidad,
se habla de displasia, por lo cual existe la posibilidad dque la
hiperplasia basal pueda ser una fase del desarrollo de atipias
epiteliales neoplasicas.

Condilomas o Verrugas Genitales: es una lesidn ampliamente

difundidg desde la &poca gmco-romana, minuciosamente descripta
en la antigua medicina. A través de los siglos, se las relacio-
nd con enfermedades venéreas como sifilis o gonorrea, atribui-
bles a relaciones homosexuales; recién en 1954, quedd confir-
mada la transmisidén sexual de las mismas (8).

La naturaleza viral de los condilomas se comprobd en 1949
(9) . Durante mucho tiempo, se pensd que las verrugas comunes,

las planas, plantares, laringeas y genitales eran causadas

por un Gnico virus, el Papiloma, y que las diferentes manifes-



taciones morfoldgicas estaban condicionadas por el tipo de
tejido que infectaban. De acuerdo con esta teoria unitaria,

las verrugas genitales eran una clase de verrugas de piel,

con su apariencia modificada por el grosor del epitelio ge-
nital o por las condiciones de humedad y calor reinantes en

el area. Este concepto fue revisado en afios recientes debido

al descubrimiento de varios tipos y subtipos de virus Papiloma,
cada uno con localizaciones distintas (pag.41).

Debido al hallazgo de dos entidades histoldgicas en el
cuello uterino, hubo una reevaluacidén de los conceptos relacio-
nados con las verrugas genitales. Hasta el afio 1976, el con-
diloma papilomatoso o acuminado era considerado la Gnica ma-
nifestacidén morfoldgica de la infeccidn por virus Papiloma;
en ese afio, dos grupos de investigadores (10) (11) trabajando
independientemente descubrieron a los condilomas planos y los
endofiticos, cuya etiologia viral fue demostrada por la presen-
cia de particulas virales observadas bajo microscopio elec-
trénico (12) (13), la deteccidn de antigenos virales por inmu-
nohistoquimica (14) (15) y la comprobacidén de la presencia de
informacidn genética viral mediante estudios de hibridacidn
(16) (17).

Condiloma Acuminado: el condiloma acuminado clinicamente

detectable es raro en el cérvix y la infeccidn estad limitada

a la vulva, ano y parte baja de la vagina. Colposcdépicamente,
se observa una proliferacidn blanquecina de forma redondeada

o alargada, con contornos netos y superficie irregular papilo-
matosa o arborescente y escasa vascularizacidn. Pueden ser

inicos o miltiples y se ubican en la superficie del ectocérvix,



fondos del saco vaginal.y regidn vulvoperianal. En ocasiones,
la leucoplasia (mancha blanquecina) presenta una superficie
aspera con un fino granulado blanco o bien con aspecto de
proyecciones redondeadas muy pequeiias, apenas sobreelevadas,
cada una con un capilar central, constituyendo el condiloma
acuminado en su etapa inicial. Con el Test Shiller, la super-
ficie celular presenta una positividad débil atigrada o puntua-
cidén oscura, con bordes menos definidos; la negatividad a di-
cha prueba es menos frecuente.

La infeccidn por virus Papiloma de la mucosa o epidermis
produce una proliferacidn con rasgos histoldgicos que asemeja
una exageracidn de la arquitectura normal del epitelio; todas
las capas estan representadas pero distorsionadas por un cre-
cimiento de las papilas epiteliales (papilomatosis) por 1la
proliferacidn de las capas germinativas (hiperplasia de las
células basales, acantosis) y un engrosamiento variable de
las capas superficiales (hiper y paraqueratosis) o queratini-
zacidn celular individual (disqueratosis) (18) (19).

La expresidn histoldgica de la accidn del virus (efecto
citopatico) en las capas superficiales tiene como resultado la
degeneracidén de la cromatina, manifestada como un colapso irre-
gular del nGcleo y una vacuolizacidn citoplasmatica en las
dreas circundantes (coilocitosis), formédndose un halo perinu-
clear. Las células coilocitdticas tienen frecuentemente cuer-
pos de inclusidn basdfilos los cuales, como pudo demostrarse
al microscopio electrdnico, constituyen ordenamientos. cristali-
nos de particulas virales. En las capas basales o parabasales

no se observa un pleomorfismo nuclear marcado ni mitosis anor-



males.

Condiloma Plano: es la forma mds frecuente en el cérvix,

pero a menudo subclinico. Histolbgicamente, se observa como

un foco acantbético, con elongacidn de las papilas dermales
pero sin apariencia papilomatosa, mostrando un contraste mar-
cado entre las capas profundas y las superficiales ocupadas
por coilocitos. Es frecuente' la disqueratosis intraepitelial
(queratinizacidn intracitoplasmdtica) con o sin presencia de
nicleos pigndticos y la bi o multinucleacidn, aunque las figu-
ras mitdticas siempre son normales.

Condiloma Invertido Endofitico: comparte las caracteris-

ticas anteriores, presentando un aspecto de seudo-invasidén en
el estroma o glandulas, con lo cual tiene una apariencia de
carcinoma.

Actualmente,a la lesidn no papilomatosa, es decir, micros-
cOpicamente invisible, prefiere denomindrsela infeccidn por
virus Papiloma subclinica, aGn cuando se haga referencia a las
lesiones similares de vulva, vagina y pene. Colposcdpica cito-
l6gica e histolégiéamente, la infeccidn subclinica se parece
a las lesiones premalignas y usualmente, pueden coexistir ad-
yacentes o yuxtapuestas, siendo sus rasgos histoldgicos indis-
tinguibles en este caso y definiéndoselos como condiloma ati-
pico, displasia condilomatosa, condilomas con atipias, condilo-
mas con displasias (10) (21).

Metaplasia Escamosa Inmadura con Atipias (22): se trata

de tejidos con cé&lulas metaplasicas monomdérficas, inmaduras

o semimaduras, de polaridad conservada, con hipercromatismo



Yy pleomorfismo leve, con o sin coilositosis focal. Las figuras
mitdticas son anormales y es frecuente la observacidn de cro-
mocentros prominentes.

Se localiza en la zona de transformacidén o glandular.
Esta entidad es la mis recientemente relacionada con la infec-
cidn con virus Papiloma, sobre la base de que comparten con
los condilomas caracteristicas morfoldgicas bioldgicas y epi-
demioldégicas. Histoldgicamente, la lesidén se presenta similar
a las capas basales o parabasales de los condilomas, lo cual
explica la ausencia de la coilocitosis y la pobre deteccidn de
antigenos virales, cuya expresién parece depender del grado de
maduracidon epitelial.

1.2.2, Lesiones Premalignas y Malignas (4) (7) (23-28)

Displasia: todos los trastornovs de diferenciacidn en la
capa epitelial escamosa, de las glandulas o del revestimiento
superficial se clasifican como displasia; se tiene en cuenta
la demarcacidén de los limites celulares y presencia de atipias
nucleares. Se diagnostica displasia leve si las células no di-
ferenciadas ocupan el tercio basal del epitelio; en cambio,
si ocupan de uno a dos tercios, se consideran moderadas. Cuan-
do ocupan mids de dos tercios, se diagnostica displasia severa.
Si la totalidad del grosor del epitelio estd afectada, se ha-
bla de carcinoma "in situ". Se acepta que la displasia puede
progresar al carcinoma "in situ", pero a menudo se supone que
dicha progresidn involucraria un cambio badsico de una condicidn
benigna a otra forma potencialmente maligna, lo cual presupone
la concepcidén de dos etapas en la enfermedad, por lo cual una

"displasia no puede pasar al estado invasor sin pasar por el

carcinoma "in situ". Sin embargo, estudios de la conducta bio-



ldgica y de la historia natural de las displasias han des-
tacado una anormalidad celular basicayhan enfatizado el he-
cho comprobado de que un carcinoma invasivo puede desarrollar-
se directamente de una displasia leve o moderada, sin la tran-
sicidén previa de un carcinoma "in situ", Por lo cual parece
razonable descartar la evolucidn en dos etapas y aceptar que
todos los grados de displasia son una forma de neoplasia in-
traepitelial e introducir el término neoplasia intraepitelial
cervical (NIC) para abarcar todos los grados de displasia y
carcinoma "in situ". Este concepto define un espectro de cam-
bios intraepiteliales, que comienzan con un neoplasma bien
diferenciado clasificado tradicionalmente como displasia le-
ve y termina en el carcinoma invasor.

Rasgos Histoldgicos de la Neoplasia Intraepitelial Cervical -

(NIC) .

NIC 1 (Displasia Leve): si bien todas las cé&lulas del epitelio

tienen anormalidades nucleares, las de las capas medias y su-
periores presentan diferenciacidn citoplasmatica. Todas las
células tienen nlGcleos con nucleolos prominentes de trazado
irregular, generalmente alargados e hipercromdticos con cro-
matina filamentosa o granular. En las capas inferiores, la es-
tratificacién es mas desordenada, no observandose claramente
los limites celulares; tienen una relacidén nicleo/citoplasma
(N/C) elevada y nlcleos apinados.

Las capas medias y superiores tienen una estratificacidn
variable con evidencias de maduracidn citoplasmdtica y una
relacién N/C menor. Las figuras mitdticas, generalmente confi-

nadas a las capas inferiores, son normales.



Algunas veces,  se observa queratinizacidn.

NIC II (Displasia Moderada): con rasgos histoldgicos simila-

res al anterior, excepto en que las cé&lulas no diferenciadas
con nicleos pleomdrficos y alta relacidn N/C y la falta de es-
tratificacidén se extiende hasta la Gltima capa, sin afectarla,
por lo cual 1la misma conserva la diferenciacidn citoplasmati-
ca y la estratificacidén, aunque las figuras mitéticas anorma-
les son observables en los dos tercios inferiores del epitelio.

NIC III (Displasia Severa - Carcinoma "in situ"): se acentdan

las caracteristicas anteriores -indiferenciacién, falta de es-
tratificacidén, pleomorfismo, apifiamiento de cé&lulas basales,
figuras mitdticas frecuentemente anormales aGn en las capas
superiores del epitelio. Por otro lado, en ciertos casos le-
ves. se observa cierto grado de diferenciacidn, por lo cual

se toman en consideracidn la limitacidén de la lesidn a la su-
perficie, con compromiso de todas sus capas, la ausencia de
estratificacidén y diferenciacidn ordenada, la observacidn de
los limites celulares, la pérdida de polaridad, la ausencia de
glucdégeno salvo en las células mas superficiales, las cua-
les pueden contener una pequena cantidad, el aumento de la re-
lacidén nlicleo/citoplasma y el hipercromatismo nuclear.

Carcinoma "in situ" muy Indiferenciado: presenta una es=

tructura uniforme; un tipo celular ocupa toda la altura del
epitelio: son cé&lulas pequefias e iguales, semejantes a las cé-
lulas basales, con nlicleo hipercromatico central, de forma
variable, entre ovalados o redondos a delgados o fusiformes.
El citoplasma es escaso.y cianofilico; los bordes celulares

se observan poco definidos, sin los llamados "puentes interce-



lulares". Las itosis son frecuentes y el glucdgeno estia.
ausente. Es el tipo de lesidn clasica que ofrece menos dis-
crepancia diagndstica.

Carcinoma "in situ" con Cierto Grado de Diferenciacidn:

presenta células grandes, claras, con bordes nitidos y cito-
plasma eosindfilo y nlicleo pleomdrfico vesicular. Estas célu-
las corresponden a la morfologia de las células intermedias

o0 parabasales del epitelio escamoso normal. Es posible recono-
cer puentes intercelulares y a veces, focos de paraqueratosis.
Presenta un cambio abrupto de la morfologia por la maduracidn
de otras dos capas de células aplanadas, en las cuales no es
infrecuente la presencia de pequefias cantidades de glucdgeno.

Algunos autores sostienen que la lamina basal, cuya exis-
tencia fue probada al microscopio electrdnico, debe estar in-
tacta para sostener el diagnéstiéo de carcinoma "in situ”; sin
embargo, cabe destacar que los procesos inflamatorios locales
suelen destruirla o en ocasiones formar largas lenguas de in-
vasidén con la membrana basal intacta, lo cual probablemente
indique un proceso invasor menos activo.

El carcinoma no infiltrante puede comprometer al epitelio
glandular, por lo cual es importante establecer }a continuidad
del carcinoma "in situ" del epitelio escamoso y glandular,
pues cuando los cortes de biopsias no muestran continuidad,
se observan focos estromales que pueden llevar a la confusidn
con un carcionoma invasor.

El comportamiento del carcinoma "in situ" es tema de dis-
cusidén. Numerosos estudios ultraestructurales, autorradiogréa-

ficos y microespectrofotométricos hacen hincapié& en la exis-



tencia de una unidad basica de anormalidad, basando sus con-
clusiones en el modelo de anormalidad; permanece constante

a: través de todo el espectro, desde displasia leve a carcinoma
"in situ" mostrando las células el mismo grado de aberracidn
cromosdmica en términos de aneuploidia. Por otro lado, el car-
cinoma "in situ" exfolia células con caracteres de malignidad

y en muchos casos, son idénticas a las del carcinoma invasivo.
Esta identidad ha sido ratificada por estudios histogquimicos
fotométricos y por cultivos de tejidos, por lo cual el carcino-
ma "in situ" es considerado una lesidn potencialmente invasora.

Carcinoma Invasor: pueden reconocerse los siguientes es-

tadios:

I.a.l. Invasidén Inicial del Estroma: pequefios cordones

que comienzan a infiltrar el estroma, pero sin llegar a formar
una masa carcinomatosa medible. Con frecuencia, hay focos de
maduracidén paradojal en el estrato basal, justo en el punto en
que va a comenzar la invasidn. El estroma muestra una infiltra-
cién inflamatoria crdnica y aumento de la vascularizacidn.

I.a.2. Microinvasor: se observan pequefias masas carcinoma-

togas que infiltran menos de 2-5 mm de profundidad y que miden
menos de 7 mm de didmetro (segln definicidén de la Federacidn
Internacional de Ginecologia y Obstetricia), sin embolizacién
sanguinea ni linfatica.

I.b. Macroinvasor: carcinoma invasor mayor que el ante-

rior, pero dentro de los limites del cuello.
Formas mas avanzadas son estadios II, III y IV, que in-
volucran lesiones fuera de los limites del cuello, hasta me-

tidstasis enganglios linfaticos.



Adenocarcinoma "in situ" y Microinvasor del Cuello Uterino:

El crecimiento intraepitelial de los carcinomas de glandulas
fue conocido antes que el carcinoma "in situ" del epitelio pa-
vimentoso del cuello uterino. Los periodos preinvasores en ge-
neral suelen escapar al diagndstico clinico y colposcépico.

El diagndstico se basa en la demostracién de atipias, tanto en
el campo del epitelio cilindrico superficial como en el glan-
dular.Se observa un epitelio que sobrepasa en altura al nor-
mal vecino, con nlicleos alargados u ovalados, con ausencia

de nucleolos; por encima de la capa que contiene los niicleos,
se observa un ribete citoplasmatico.El adenocarcinoma micro-
invasor produce la formacidén de glandulas con alteraciones es-
tromales.

Epidemiologia del Cancer de Cuello Uterino

La etiologia del cancer cervical ha sido estudiada exten-
samente desde hace mas de 140 afios, cuando Rigoni-Stern (18),
analizando los registros de fallecimiento por diversas causas
en la ciudad de Verona, destacd que la frecuencia del cancer
de cuello uterino estaba en relacidn inversa al cancer de mama
Yy que en las mujeres solteras o enclaustradas el riesgo de
desarrollar cancer cervical era minimo (29). Estas observacio-
nes fueron confirmadas en otros paises (30(31) y en estudios
que sefialaron a la promiscuidad sexual y aln a las practicas
sexuales extramatrimoniales como elementos de alto riesgo (2) (33).

El factor masculino en la transmisidn o desarrollo de la
enfermedad ha sido enfatizado en estudios que registran malti-

ples casos de asociacidn de carcinoma de cuello uterino-y de



pene entre matrimonios (34) (5).

Ha sido documentada una interrelacidn bastante consis-
tente entre la edad temprana del primer coito, niGmero de pa-
rejas y del cancer cervical y de pene (la mayoria de los estu-
dios no incluyen el vulvar, pero etioldégicamente, podria per-
tener al mismo grupo) (34) (36).

Las primeras estadisticas mostraron una mayor frecuencia
en los estratos sociales m&s pobres (37), aunque recientes:in-
vestigaciones restan importancia al nivel socioecondmico o
cultural (38). Por otro lado, la enfermedad es relativamente
menos frecuente en el seno de sociedades cuyos miembros en ge-
neral son sometidos a la circunscisidn o en las que se realizan
practicas higiénicas relacionadas con ritos religiosos (30)
(14). Sin embargo, estudios referidos al riesgo del cancer
cervical en Israel sefialan que la conducta sexual mas permisi-
va es el principal factor en la epidemiologia de la enferme-
dad. Si bien la incidencia es todavia baja en relacidn con
otras regiones, hay un aumento en la prevalencia de displasias
y carcinomas "in situ", cuyos valores son comparables con los
obtenidos en Inglaterra o Estados Unidos de Norteamérica (40).

La adiccidn al cigarrillo fue sefialada como un factor de
riesgo independiente de eventos infecciosos o sexuales (31).

La relacidén de agentes virales con esta patologia esta
sustentada por numerosas investigaciones, aunque no pueden
destacarse como cofactores potenciales las infecciones bacte-
rianas, gonorrea, sifilis, tricomonas (40). En las dos 4lti-
mas décadas, dos grupos virales han sido estudiados en rela-

cidén con el carcinoma del cé&rvix uterino: los virus Herpes



1.4.1.

simplex y los Papilomas. En las Secciones siguientes, se ex-
pone sintéticamente la informacidén disponible.

Evidencia de una Relacidn entre los Virus Herpes ¥ .el Cancer

de Cuello Uterino

Caracteres y Clasificacidn (41} (42) (43) (44)

La familia Herpesviridae estd constitulia por virus ADN
de alto PM y con envoltura. Todos contienen un nicleo consti-
tuido por ADN de doble cadena, rodeado por una capside protei-
ca de 95-100 nm de diametro, compuesta por 162 capsdmeros or-
denados en una simetria icosahédrica 5:3:2. Envolviendo la cap-
side, se encuentra la envoltura compuesta por lipoproteinas
virales y celulares que se forma luego de la brotacidn de los
viriones, a partir de la membranas nuclear y citoplasmitica.
El diametro del viridén completo varia entre 120-250 nm, de-
pendiendo sus dimensiones del tamaho de la envoltura.

Constituyen un grupo de virus genéticamente complejo,
pues poseen informacidn genética para alrededor de 100 protei-
nas de tamafio promedio; aunque sdlo se conocen entre 30 y 50,
es probable que parte del genoma codifique para enzimas necesa-
rias para la duplicacién de ADN y sintesis de proteinas virales.

La familia es heterogénea, observandose muy poca homolo-
gia en la secuencia nucleotidica, con excepcidn de los virus
Herpes simplex tipo 1 y 2. Una clasificacidén provisional basa-
da en sus propiedades bioldgicas y fisicas divide a esta fa-

milia en tres subfamilias: a) Alfa Herpesviridae, de replica-..

cidén rapida y muy citopaticos, en los que el estado de latencia

ocurre en los ganglios neurosensoriales. El rango de hupéspedes

es variable; esta subfamilia incluye los Herpes simplex, Vari-



cela zoster, que infectan al hombre y otros herpes que infec-

tan distintas especies animales; b) Los Beta Herpesvirinae

se caracterizan por un ciclo productivo largo, efecto citopati-
co progresivo lento y un rango de huéspedes muy estrecho. La
latencia ocurre en el sistema linfo-reticular. Esta subfamilia
incluye al virus Citomé&galo, algo mas grande (didmetro total:

180-250 nm y nGcleo de 60 nm); c). Los Gamma Herpesvirinae: re-

plican en forma lenta o rdpida en las células linfoides; la
latencia ocurre en el mismo tipo celular. En este grupo, se
incluyen los virus Epstein Barr, virus de Marek (agente etio-
16gico del linfoma de aves) y virus Herpes de momos.

A pesar de las diferencias entre los miembros de esta
familia, hay propiedades muy importantes que comparten, que son
la latencia y la reactivacidén. A partir de la infeccidén prima-
ria, el virus permanece latente en el tejido nervioso (Herpes
simplex, Varicela zoster) o en el linfoide (Epstein Barr, Ci-
tomégalo). Luego de un periodo variable de pocos dias o varios
afios, puede ocurrir una reactivacidn de la infeccidn por es-
timulos internos o externos, pudiéndose recuperar del pacien-
te virus infectivos.

Transmisidn

El modo de transmisidn es: 1) por contacto directo: secrecio-
nes orales (virus Herpes simplex tipo 1) o genitales (virus
Herpes simplex tipo 2 y Citomé&galo); por via sanguinea (vi-
rus Citomégalo y Epstein Barr) alGn-en infecciones subclinicas.
2) Transplacentaria o neonatal, produciendo desde infecciones

locales hasta diseminadas, de grado variable de severidad con



1.4.2.

1.4.2.1.

un alto procentaje de muertes de recién nacidos.

Infecciones Herpéticas Asociadas con el Tracto Genital

Virus Herpes simplex (VHS) (47(48)

I. Epidemiologia

Entre 70-90% de las infecciones son causadas por el tipo 2
(VHS2) , aunque se ha encontrado el tipo 1 (VHS1l). La zonas
afectado en la mujer son vulva, perineo, vagina y cérvix; en
el hombre, glande y pene; eventualmente, pueden infectar ure-
tra, prostata y epididimo.

La incidencia de las infecciones por VHS2 esta inversamen-
te relacionada con la madurez sexual; la seroconversidn puede
comenzar cerca de los 14 afios, con un pico de incidencia alre-
dedor de los 20 anos.

La infeccidn por VHS1 no protege contra el VHS2, a pesar
de haber reacciones cruzadas de anticuerpos neutralizantes.

II. Replicacidn Viral "in vitro (49) (50)

Se pueden distinguir dos estados en una cé&lula infectada: el
productivo y el no productivo; el primero da lugar a la proge-
nie viral. Los VHS pueden también perpetuarse en la célula
infectada, sin produccidn de progenie infecciosa o no infec-
ciosa; este tipo de infeccidn es diferente de las abortivas

o restringidas en las cuales se pueden producir pequefias can-
tidades de progenie viral o componentes estructurales del vi-

rus (49).



En la infeccidn productiva o litica, el virus penetra
en la cé&lulas y en el citoplasma pierde parte de sus cubier-
tas; luego, la nucleoproteina viral penetra en el niicleo celu-
lar, se disocia el ADN y se transcribe en ARN especifico vi-
ral, que es transportado al citoplasma; alli, en contacto con
polirribosomas libres o unidos a membranas, dirije la sintesis
de proteinas no estructurales (no forman parte de la estruc-
tura del viridn) y estructurales (integran la estructura de
la particula viral libre). No se conoce la totalidad y funcio-
nes de la mayoria de las proteinas no estructurales, aunque
han sido identificadas algunas relaciones con el metabolismo
de nucledtidos y la sintesis de ADN viral. (ver pag. 21).

Las proteinas estructurales entran en el niicleo y forman
agregados con el ADN viral, formandose la nucleocapside; el
ensamblado no es al azar y parece estar asociado con estructu-
ras cercanas a la membrana nuclear.

La formacidn de la envoltura es tema de discusidn; en ge-
neral, se acepta que la misma puede formarse en la membrana
nuclear, a nivel del aparato del Golgi en el reticulo endo-
plasmatico y en la membrana citoplasmatica, de la cual emerge
el virus, produciendo lisis celular.

a) Interaccidn Virus-Célula (50)

Como resultado de la infeccidn, se produce: 1) Inhibicidn de
la sintesis de ADN y proteinas celulares. La misma comienza al
entrar el virus en la célula y se completa entre las tres y

cinco horas post-infeccidn; 2) Cambios estructurales, funciona-

les e inmunoldgicos en todas 1as membranas internas y externas



celulares, coincidiendo con la aparicién de nuevas glucoprotei-
nas virus-especificas.

b) Expresidén y Regulacidn de Genoma Viral (51)

La expresidn del genoma viral estd controlada de modo que la

misma ocurre en forma secuencial y en cascada. Los polipépti~
dos virales forman tres grupos: los alfa o muy precoces, los

beta o precoces y los gamma o tardios.

Funciones de los Polipéptidos Alfa

La expresidén de 1as funciones virales comienza cuando el geno-
ma viral llega al nicleo y es maxima a las dos horas post-
infeccidn, transcribiéndose 5 genes que dan lugar a la sinte-
sis de 5 polipéptidos alfa en las células infectadas. En el
VHS1 se han descripto las siguientes: ICP4, ICPO, ICP22, ICP47.
(ICP = del inglés "infected cell polypeptide"= polipéptido de
células infectadas. El nGmero indica el orden de migracidn
electroforética de los polipéptidos).

Cada gen es transcripto a partir de un promotor indepen-
diente, por la RNA polimerasa II celular, la cual es responsa-
ble de la transcripcidén de todos los genes virales. De las fun-
ciones de los polipéptidos alfa, la mas estudiada es la ICP4,
cuyo rol es el de activar la expresidn de genes de las clases
cinéticas posteriores. En cuanto a los demds, son poco.conoci-
dos, pero investigaciones recientes parecen indicar un rol si-
milar de transactivador de genes ulteriores.

En el VHS2, se conocen 8 polipéptidos con cinética alfa:
ICP5, ICP10, ICP1ll, .ICP18 e ICP32.

Funciones de los Polipéptidos Beta

La transicién a la sintesis de los polipéptidos beta requiere



la transcripcidn de novo de otras secuencias del genoma viral
Y la presencia de al menos uno de los polipéptidos alfa.

En relacidén con la funcidn de los polipéptidos beta, la
mayor parte estdn implicados en el metabolismo de nucledtidos
o en la sintesis de ADN viral. Entre los primeros con activida-
des enzimaticas, se pueden citar ribonucledtido reductasa, des=
oxiuridina trifosfato nucledtido hidrolasa; entre los segundos,
ADN polimerasa, ADNsa alcalina, una topoisomerasa y polipépti-
dos con propiedades de ligarse al ADN viral como el ICP8 o los
ice 12, 13, 15, 22, 34, vy 35 del VHS2.

Aungue la mayoria de las funciones beta estdn relaciona-
das con la sintesis de ADN, también pertenecen a este grupo
las glucoproteinas D y E estructurales regulatorias, relacio-
nadas con la inhibicidén de las funciones celulares.

Funciones de los Polipéptidos Gamma

La expresidn de los genes que codifican a los polipéptidos gam-
ma requiera la presencia de algunos polipéptidos alfa y beta.
Los polipéptidos son en realidad dos familias: los gamma 1,

que son relativamente independientes de la sintesis de ADN
viral y los gamma 2, que requieren de modo absoluto dicha
sintesis. Este grupo incluye la mayor parte de los polipéptidos
estructurales.

Proteinas del Viridn

Se han identificado 30 proteinas estructurales:

Nucleocdpside: contiene al menos 4 polipéptidos: VP5

(estraido de viriones purificados, es equivalente al ICPS
obtenido de células infectadas); el VP19 (ICP32); VP23 y el

VP24. Otros dos, el VP21 y VP22 (ICP35) se observan en capsi=



des que ya han incorporado el ADN viral.

Membrana:
Son glucoproteinas virales; se han descripto 6: gB, gC, gb,
gE, gG y gH. Algunas, como la gD y gE, tienen cinéticas del
tipo beta; las otras probablemente del tipo gamma.

Hay un grupo de proteinas que pueden ser extraidas de
la membrana y la nucleocdpside (tegumento); una de ellas,
la VP16, podria activar la transcripcidén de los genes alfa.

Propiedades Transformantes (49)

Experimentos "in vitro" han demostrado que, si se dana el ADN
viral infectante (por ej. con luz ultravioleta) la mayoria de
las células infectadas continGan su desarrollo normal; algunas
son transformadas y son capaces de formar tumores al ser injer-
tadas en huéspedes susceptibles. En este caso, la transforma-
cidén ocurre por integracién de pequefios fragmentos de ADN vi-
ral al ADN celular, aunque no se sabe si se integran cromoso-
mas completos de virus, como provirus, en el ADN celular.

I1II. Infeccidn "in vivo"

a) Patogénesis de la Infeccidn (41) (48) (52)

En el hu&sped infectado, los VHS replican en células pa-
rabasales e intermedias del epitelio, produciendo lisis celu-
lar y una respuesta inflamatoria local. La accibén viral produ-
ce modificaciones metabdlicas y morfoldgicas denominadas efec-
to citopatico viral (ECV), observandose hipertrofia citoplas-
matica y nuclear, aparicidn frecuente de un halo perinuclear
como consecuencia del agrandamiento del niicleo. El nucleolo
también se agranda y vacuoliza. El contenido citoplasmdtico
se hace denso y opaco. En una fase posterior, la desaparicidn

del nucleolo coincidecon la aparicidn de cuerpos de inclusidn



intranucleares caracteristicas, que marginan la cromatina.

Se forman cé&lulas multinucleadas, ya sea por fusidn celular

o0 como consecuencia de una elevada actividad mitdética que no
permite la separacidn de los ndGcleos recién divididos. Otros
cambios degenerativos ‘incluyen la vacuolizacidén de las membra-
nas nuclear y citoplasmidtica. Las cé&lulas infectadas se sepa-
ran de las normales que las rodean y rapidamente se descaman.

b) Manifestaciones Clinicas (41)

Luego de un periodo de 2-7 dias de incubacidn, aparecen
lesiones vesiculares y ulceraciones en vagina, vulva y perineo;
en el cérvix, tanto las infecciones primarias como las recu-
rrencias pueden ser asintomdticas. La infeccidén dura 2-3 sema-
nas, pero durante el embarazo tienden a persistir por largos
periodos, particularmente las infecciones primarias.

c) Patologia Asociada (46)

La encefalitis herpética del recién nacido, mortal en el
50% de los casos, es la manifestacidn neuroldgica mas dramati-
ca de infeccidén primaria por virus Herpes simplex. La infeccidn
ocurre por contaminacidn del nifio en el canal del parto. Otras
manifestaciones incluyen meningitis, radiculitis y mielitis.
Ciertas malformaciones congénitas podrian deberse a infeccio-
nes transplacentales por los VHS tipos 1 y 2.

d) Latencia y Reactivacidn

Luego de la infeccidn primaria, el virus persiste indefini-
damente en forma latente en los ganglios sacrociaticos, trigé-
mino o vagal y puede ser reactivado dentro de un periodo va-

riable ( de pocos dias a varios afios) por estimulos externos

o internos.



Los mecanismos de la latencia y reactivacién viral no
han sido hasta el presente elucidados, aunque se ha postulado
que pueden ser el resultado de una alteracidén de las cé&lula
nerviosa, en la cual se halla el virus latente, que pasa de
un estado no permisivo a otro permisivo. Ademds de esta altera-
cidén, otros mecanismos de inmunidad parecen estar involucrados.

e) Respuesta Inmune a la Infeccidn (51)

La inmunidad estd dirigida a la célula infectada, mas que
a la particula viral. La respuesta estd determinada por el
modo de diseminacidn del virus: de célula a cé&lula. Dicho
rasgo le permite al virus evadir los anticuerpos neutralizan-
tes del fluido extracelular durante las recurrencias. Sin em-
bargo, el rol de dichos anticuerpos es importante en los meca-
nismos de defensa mediados por complemento o por cé&lulas cito-
toéxicas en presencia de anticuerpos.

La inmunidad celular especifica es la defensa mas impor-
tente contra la infeccidén. Si bien la inmunosupresidén favorece
la reactivacidén viral, esta también ocurre en presencia de sis-
tema inmune funcional. No es claro el papel del sistema inmu-
ne en el mecanismo latencia-recurrencia, pero si es fundamen-
tal en el control de la diseminacidén de la infeccidn.

IV. Virus Herpex simplex y Cancer del Cérvix Uterino

La hipdtesis de una asociacidén de los virus Herpes sim-
lex tipo 2 (VHS2) con el desarrollo del carcinoma escamoso del
cérvix estd basada en estudios epidemioldgicos, seroldgicos,

en el hallazgo de marcadores virales en células de tumor y en



células transformadas "in vivo" por el virus asi como en
el potencial oncogénico de dicho virus, demostrado en siste-
mas experimentales.

a) Seroepidemiologia (45) (53) (54)

Mas de 18 afos han transcurrido desde los primeros hallaz-
gos seroepidemioldgicos que sugirieron una relacidn entre la
infeccidén herpética genital y el cancer cervical. Esos estu-
dios iniciales (45) (53) demostraron que las mujeres con car-
cinoma de cuello uterino tienen un mayor nivel de anticuerpos
especificos contra el VHS2 en comparacidn con controles norma-
les. En la mayoria de estas investigaciones, se han realiza-
do pruebas de neutralizacidn determinando el indice de anti-
cuerpos neutralizantes para los VHS1 u VHS2 o absorciones pre-
vias de sueros de pacientes, con VHS1l, llegando a conclusiones
similares. ‘En la Tabla 1 se resumen algunos de los resultados

publicados.

TABLA 1: ESTUDIOS SEROEPIDEMIOLOGICOS

Porcentaje de Positividad de
anticuerpos contra VHS2

Lugar Referencia
Controles C233§§;1

EE.UU. (Gerogia) Nahmias et al,1970 (53) 35 83
Checoslovaquia Janda et al, 1973 (55) 21 S0
EE.UU. (Maryland) Royston et al, 1974 (56) 67 100
Yugoeslavia Kessler et al, 1974 (57) 25 40
Sudafrica Freedman et al,1974 (58) 64 87
Colombia Mufioz et al, 1976 (59) 68 87

EE.UU. (Charleston) Rawls et al, 1976 (60) 17 45
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Salvo algunos casos, se observa en la mayoria titulos
superiores en las pacientes con cancer cervical que en los
controles normales. Las diferencias entre los valores medios
podria reflejar diferencias raciales o variaciones sociocecond-:
micas.

Sin embargo, los casos negativos en estos estudios no han
sido explicados a la luz de la hipdtesis planteada. A pesar
de ello, numerosos datos apoyan la interpretacidén de que la
seropositividad al VHS representa un factor de riesgo de car-
cinoma de cuello.

La transmisidn sexual de la infeccidn y el factor masculi-
no en el desarrollo de dicha patologia ha sido destacado por
numerosos estudios; la infeccidn en el hombre es a menudo asin-
tomatica , aunque la frecuencia de aislamiento de VHS2 en pene
se sit@a entre el 2-3% (1).

También ha sido descripta la presencia de anticuerpos
no neutralizantes (fijadores de complemento) dirigidos contra
proteinas de VHS2 que aparecen tempranamente durante la repli-
cacidn viral. Los resultados son coherentes con los obtenidos
en estudios de anticuerpos neutralizantes (Tabla 2).

TABLA 2: PREVALENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA PROTEINAS TEMPRANAS DE VHS2
EN PACIENTES CON CANCER CERVICAL Y EN CONTROLES NORMALES

Porcentaje de Positividad

Lugar Referencia
Cancer Control

Maryland Aurelian et al, 1973 (60) 85 12
Pennsylvania Notter et al, 1976 (61) 78 29
North Carolina Heise ey al, 1976 (62) 55 0
Japdn Kawana et al, 1976 (63) 75 14
Japdn Kawana et al, 1976 (64) 52 17
Australia Arsenakis et al, 1980 (65) 75 15

Argentina Teyssié et al, 1980 (66) 75 0



b) Presencia de Proteinas Especificas Virales en Lesiones

Premalignas y Malignas del Cérvix

Se han detectado proteinas virales en lesiones precan-
cerosas y cancerosas del cérvix. Empleando inmunosueros contra
antigenos virales totales, se observd positividad en el 33%
de los carcinomas, siendo los controles negativos (67). En
otra serie de estudios realizados sobre células exfoliadas
del cérvix, fueron detectados dichos marcadores virales en el
61-72% de las displasias, en el 90-100% de los canceres invasi-
vos, en tanto que en los controles la frecuencia oscild entre
el 0 y 9% (68) (69) (Tabla 3).

En los primeros estudios sobre proteinas virales tempra-
nas, se emplearon inmunosueros contra antigenos constituidos
por proteinas extraidas de células infectadas en las etapas
previas a la conclusidn del ciclo viral. Aurelian, emplean-
do un antisuero denominado Age, demostrd positividad en el
73% de los carcinomas y en el 63% de las displasias, resultan-
do los controles negativos (69). Posteriormente, se mostrd
gue el Age estaba constituido por las proteinas ICSP 12 y 14
(pag. 20). Los estudios aplicando los inmunosueros preparados
frente a esas subunidades proteicas lograron resultados simi-
lares (73) (75).

Una de las proteinas virales alfa mas ampliamente estudia-
das es la ICSP10 (PM160.000), antigénicamente relacionada con
la Ag4, un antigeno asociado al tumor, caracterizado por

Strand (78), halldndosela expresada en el 80% de los tumores
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examinados y en células transformadas por fragmentos de ADN
viral, obtenido por clivaje con la endonucleasa Bgl (79).

La proteina no estructural denominada VP143 (PM 143.000)
fue identificada en células de rata transformadas por VHS2 y
en células de carcinoma cultivadas "in vitro" (76) (77).

El modelo de transformacidn por virus de simio 40 (SV40),
en el que se demostrd que los antigenos tumorales (T) son protei-
nas tempranas con propiedades de ligarse al ADN,alentd estu-
dios de aislamiento y caracterizacidén de polipéptidos vira-
les de VHS, empleando metodologias basadas en estas propieda-
des. Algunos polipéptidos no estructurales, identificados co-
mo ICPll (alfa), ICPl1l2 (beta), ICP34/35, han sido:demostrados
en células transformadas por el VHS2 inactivado con luz ultra-
violeta. Las dos primeras estdn codificadas por secuencias nu-
cleotidicas ubicadas en el mapa genético en la zona que en
el VHS1 tiene carater transformante (82).

Los polipéptidos ICP 11-12 y VP 143 presentan similitudes
antigiénicas (77), por lo cual se consideran parte de la misma
proteina purificada por distintos métodos. Se las halld, al
igual que la ICP 34-35, en el 10% de las displasias y en el

40% de los carcinomas invasores examinados (74) (77).
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TABLA 3: DETECCION DE PROTEINAS DE VHS2 EN CELULAS DISPLASICAS
Y CANCEROSAS DEL CERVIX

Porcentaje de Casos Positivos

Referencia Antisuero contra Normal Displasia Cancer
Aurelian (68) VHS2 0 71 91.6
Aurelian (69) Age 0 61.5 72.7
Pacsa (70) VHS2 9.4 61 94
Adelusi (71 VHS2 0 * 100
Minhui (72) VHS2 9 * 100
Smith (73) Age 0 72.6 91.4
Smith (73( ICP 12 0 61.5 100
Smith (73) ICP 14 0 58.3 75
Athanasiu (67) VHS2 0 * 33.3
Dressman (74) ICP 11/12 0 10.6 40
Gupta (75 VHS2, ICP 12, ICP 14, Age 0.9 56-75 9-94
Melnick (76) VP 143 * * 15
Melnick (77) vp 143, ICP 11/12, ICP 34/35 0 22 42
Aurelian (79) ICP 10 * * 80

* No examinado.

c) Deteccidn del ADN Viral

La presencia de ADN viral en lesiones cancerosas ha sido
muy dificil, debido principalmente a limitaciones en las meto-
dologias empléadas, la cantidad de masa tumoral disponible pa-
ra estudiar y el niimero de células tumorales en relacidn con
el estroma subyacente. Frenkel (80) informd la deteccidn de
3.5 copias de ADN por células, que correspondia al 40% del ge-
noma total en una biopsia de carcinoma cervical de 70 g. de pe-
so, con aproximadamente el 50% de células neopléasicas; el tu-
mor también contenia mARN complementario del 5% del genoma

viral.



Otros estudios fracasaron en probar la presencia de ADN
viral, alin con metodologias que permitian detectar 0.1 genoma
por célula tumoral (81).

Sin embargo, m&a recientemente Galloway et al. (82) (83)
lograron identificar fragmentos de ADN viral en tres carcino-
mas sobre un total de nueve. En uno se demostrd la presencia
del fragmento Bgl II N (obtenido por clivaje del ADN viral
con enzimas de restriccidn; estd ubicado en el mapa fisico
viral en la posicidén 0,58-0,63)en el otro fragmento, Bgk II J
(0,32-0,40) vy en el tercero, ambos fragmentos. También se
incluyeron en el estudio tres adenocarcinomas; en uno de ellos,
se halld el fragmento Bgl II N. Este resultado fue sorprenden-
te, si se tiene en cuenta la epidemiologia distinta respecto
del carcinoma escamoso de cérvix.

Las dificultades en la deteccidn de ADN viral no invalida
la hipbtesis planteada, por cuanto ha sido demostrado en expe-
rimentos de transformacidén efectuados con fragmentos o secuen-
cias de VHS2 que las mismas no necesariamente persisten en la
célula transformada (82).

d) Deteccidn del ARN Viral

Otros intentos de identificacién de marcadores virales no
involucraron la deteccidn de mARN viral en biopsias cervica-
les, empleando hibridizacidn "in situ", obteniéndose positivi-
dades del 32 al 72% (Tabla 4). Cuendo los mARN expresados en
las células tumorales fueron mapeados por hibridacidén con se-

cuencias de ADN viral, se demostrd que la transcripcidén estaba



limitada a los fragmentos que correspondian a las posicio-
nes (0,07-0,40, (0,58-0,63) y (0,8 2-0,85); los dos primeros
corresponden a secuencias transformantes, pero ninguno estuvo
invariablemente presente en todos los especimenes estudiados

(82) (84) (86) (87) .

TABLA 4: PRESENCIA DE mARN VIRAL: NUMERO Y PROCENTAJE DE
BIOPSIAS POSITIVA POR HIBRIDACION "IN SITU"

Carcinomas Adeno-

Referencias Células Normales Displasias eSCamOSos  careinomas
Jones et al. (84) 0.3 ( 0%) - 5/8 (62%) -
Mac Dougall et al.(85) 6/9 (32%) 25.41(61%) 0/5 ( 0%) -
Eglin et al. (86) 1/56 ( 2%) 31/43(72%) 21/35(60%) 1/11 ( 9%)
Maitland et al. (87) 6/13 (43%) 16/30(60%) 8/11 (72%) -
Mc Dougal et al. (82) 6/50 (12%) 19/50(38%) 8/25 (32%) -

Ocasionalmente, los experimentos de hibridacién mostra-
ron marcaciones inespecificas, por lo cual algunos resultados
podrian no ser totalmente vdlidos (82). Otra objecidn que po-
dria plantearse se refiere a que ninguno de los fragmentos
citados se observd en el 100% de los casos, sugiriendo una pér-
dida de dichas secuencias o una etiologia distinta de la plan-
teada.

e) Potencial Oncogénico de los VHS

Todos los virus de la familia Herpes humanos han demostra-
do propiedades oncogénicas; los VHS, tipo 1 y 2 (88)(89), Cie
tomégalo (90) y Varicela zoster pueden alterar las propiedades

de crecimiento de células de roedor en cultivo, confiriéndole
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un fenotipo transformado. Experimentalmente, se ha demostra-
do el potencial oncogénico de los VHS2, pacialmente inacti-
vados por luz ultravioleta sobre células de roedor y hamster
(2) ¢93) .

Los genes responsables de la transformacidén en los VHS?2
estan localizados en dos regiones que corresponden al fragmen-
to denominado Bgl II N (0,5-8-0,63) y el otro al Bgl II C
(0,43-0,58), en el cual pueden distinguirse dos funciones
transformantes:un extremo es capaz de inmortalizar células di-
ploides de hdmster, pero ambos son necesarios para obtener el
fenotipo transformado. Estas secuencias no son homdlogas ni
estdn ubicadas en la misma posicidn que el fragmento transfor-
mante en el VHS1 (82) (83).

En las células transformadas, han sido identificadas varias
proteinas virus especificas, aunque ninguna se halld invaria-
blemente en las mismas.

Se ha demostrado que las secuencias transformantes no son
necesarias para mantener el fenotipo transformado, por lo
cual se han postulado diversas hipdtesis para explicar los me-
canismos de transformacidn; una de ellas considera la activa-
cién de oncogenes celulares; otra, la activacidén mutagénica
por integracidén o ruptura del ADN celular (83). La primera de-
be probarse; en cuanto a la segunda, hay evidencias de la mu-
tagenicidad de los VHS parcialmente inactivados por la luz
ultravioleta (93). Por otro lado, los virus de la familia
Herpes inducen alteraciones cromosdémicas, incluyendo rupturas,
roerdenamientos y modificacién de los patrones de condensacidn

cromatinica (94) (95). Tales alteraciones parecen depender de
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la expresidn de funciones virales tempranas, a las que sigue
una intensa reparacién del ADN celular (96). Adem3s, ha si-
do descripta en un cultivo de células de h&mster chino trans-
formadas con el SV40 e infectadas con VHS, una amplificacidn
génica selectiva de las secuencias del virus transformante;
la amplificacidn ocurre en ausencia de la replicacidn de ADN
celular y sin expresidn de las proteinas estructurales del
SV40 (97).

La induccidn de alteraciones cromosdmicas, la reparacidén
del ADN celular y la actividad mutagénica son caracteres gque
comparten los VHS con los carginbégenos fisicos y quimicos (ini-
ciadores) y apoyan el concepto de un rol iniciador de estos

virus en el cancer cervical (98).

Virus Citomégalo (44) (99)

I. Transmisidén - Patologia Asociada

El modo de infeccidén y transmisidn mds comin es por la via
orofaringea; sin embargo, dado que la vagina, el cérvix, las
vias urinarias, heces y semen pueden contener y eliminar vi-
rus infectivo en alto titulo, no puede descartarse una trans-
misidn venérea de la infeccidn.

La patologia asociada a la infeccidén primaria por virus
Citomégalo (VCM) es la enfermedad del recién nacido; la conta-
minacién puede ocurrir por: a) via transplacentaria, afectan-
do principalmente el sistema nervioso central, los pulmones,

el higado y otros drganos fetales, induciendo lesiones nuclea-



res tipicas que le han dado el nombre al agente etioldgico;

b) via canal del parto: es muy rara la diseminacidén visceral

0 al sistema nervioso central; en general, las manifestaciones
clinicas son semejantes a una mononucleosis o resultan asin-
tomaticas, pudiendo presentar como secuelas la pérdida va-
riable de la audicibn.

II. Virus Citomégalo y Cancer

El virus estimula la sintesis de ADN, ARN y proteinas en la
célula infectada (61) y es capaz de transformar “in vitro" célu-
las de h&mster y humanas. Las células transformadas, inocula-
das en huéspedes susceptibles, dan lugar al desarrollo de tumo-
res (90) (100).

El virus puede aislarse de semen (102), habiéndose sugeri-
do su asociacidén con el cédncer de prdstata (103) (104). Asimis-
mo, ha sido detectado en pacientes con sarcoma de Kaposi (105)
(101) aungque estos pacientes, generalmente inmunosuprimidos,
pueden ser huéspedes oportunistas. También se ha informado su
aislamiento en tumores de colon (104).

Estudios seroldgicos han senalado alguna relacidén entre el
virus CM y el carcinoma cervical (105), pero las evidencias no
son del todo convincentes, pues otras investigaciones aportan

resultados contrarios a dicha hipdtesis (106) (107).

Virus Papiloma

Clasificacidn y Estructura (108) (109)

La familia Papovaviridae estd constituida por pequefios



virus ADN que replican en el ndcleo celular de vertebrados
superiores, con caracteres fisico-quimicos estructurales comu-
nes. El término PAPOVA fue propuesto por Joseph Melnick y
estd constituido .por las dos primeras letras de los nombres
de tres virus: Papiloma, Polioma y Vacuolating (del inglés,
vacuolizante o formador de vacuolas).

El primer virus Papiloma (VP) fue descripto por Shope
en 1933 (110) como agente infeccioso filtrable de verrugas de
conejos salvajes. GRoss (111) demostrd en 1953 la produccidn
de tumores en ratones C3H por virus Polioma. Por Gltimo, el
virus Vacuolating 40 de simios (SV40) fue aislado por Sweet
y Hilleman en 1960 (112).

En la familia se distinguen dos géneros: Papiloma y Po-
lioma (que incluye a los Polioma, Sv40, BK y JC).

En la Tabla siguiente, se muestran algunas diferencias

entre ambos grupos:

Género Papiloma Género Polioma
Capside: 55 nm 45 nm
Genoma: 8000 pares de bases 5200 :pares de bases
Potencial onco En estudio Si, en determinadas
génico: condiciones.

Estructura de los Virus Papiloma

Presentan un capside icosahédrica proteica de 72 capsdmeros,

que encierra una molécula de ADN de doble cadena circular,



cerrada y superenrollada, asociada con proteinas celulares
(histonas) modificadas o no por el virus.

Se han identificado 5 proteinas en viriones VP extraidos
de verrugas humanas, bovinas y de conejo. La proteina princi-
pal del capsdmero constituye el 75% del contenido proteico;

las cuatro restantes son derivadas de histonas del huésped.

Especificidad (113) (114)

Los VP infectan un amplio rango de especies que incluyen
humanos, caballos, perros, bovinos, conejos, elefantes, pinzo-
nes, etc. Son altamente especificos de especie, aunque no se
descarta la posibilidad de infecciones cruzadas, ya que se
ha demostrado que un tipo de VP bovino puede infectar caballos.
Muestran un tropismo exclusivo por células epiteliales de muco-
sa o piel, aunque algunos son capaces de infectar fibroblastos.

Se han descripto en bovinos, conejos y humanos lesiones
con morfologia y localizacidn especifica dependientes del ti-

po viral infectante.

Caracteres de la Infeccidén por VP

Los VP pueden infectar células epiteliales o md@s raramente,
fibroblastos. Como resultado de la infeccidn, se produce una
proliferacidn epitelial o fibroblasticoenla piel o mucosa.

Los virus epiteliotrdpicos producen una hiperplasia de las
células de la capa espinosa (acantosis), hiperqueratosis y
papilomatosis (ver pdg. 7 ). Algunas células muestran vacuoliza-

cidén -la misma es menos pronunciada en las capas superiores-
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Y alteraciones nucleares en la capa granular. Las particu-
las virales se observan tanto en las células en degeneracidn
como en las queratinizadas (109).

Los fibropapilomas inducen un papiloma cut&neo con un fi=
broma hacia las capas internas del tejidos conectivo, pero los
efectos son muy variables; por ej., en ciervos, los VP indu-
cen una estimulacidén a nivel fibroblastico con poco compromiso
de las capas epiteliales superiores, en las cuales se observa
hiperplasia y leve acantosis, mientras que en un VP bovino,
la proliferacidn epitelial es mas acentuada con signos de acan-
tosis e hiperqueratosis (115).

Los mecanismos precisos por los cuales los VP inducen la
formacién de verrugas, el control de la expresidn génica vi-
ral y la replicacidn en queratinocitos no son totalmente cono-
cidos. Uno de los modelos mas ampliamente estudiado es el de
los VP de conejo, en el que se observd un incremento de la sin-
tesis de ADN viral en las capas poco queratinizadas, en tanto
que la sintesis proteica viral ocurre en las capas superiores
del estrato granuloso (116); luego, dicha sintesis depende de
la ocurrencia de cierto grado de diferenciacidn de las células
que infecta.

Las verrugas tienen un crecimiento limitado y regresan
bajo la influencia del sistema inmune (117). Los VP inducen
una inmunidad mediada por células y humoral; estudios efectua-
dos usando tests cut@neos sugieren que la susceptibilidad a

la infeccidn esta relacionada con defectos en la imunidad

mediada por células (118).



Por otro lado, estos virus pueden ocasionalmente inducir
la transformacidén maligna de los tejidos que infectan (119);
un analisis mads detallado de este aspecto se presenta en la

Seccidén 1.6.

1.5.4. Bases Taxcndmicas Moleculares

Una peculiaridad de este grupo de virus es su heterogenei-
dad ampliamente distribuida; no se observa reactividad serolé-
gica entre virus que infectan distintas especies o en la misma
especie, aunque existen determinantes antigiénicos comunes a
todos los VP, que pueden ponerse en evidencia al disociar par-
ticulas virales con detergentes y calor (120). Existe por otro
lado, una variacidn antigiénica entre tipos virales que in-
fectan una misma especie animal. Estas variaciones intra e inter-
especificas son el resultado de una gran heterogeneidad gené-
tica.

La replicacidén de los VP es, como se menciond previamente,
dependiente de la diferenciacidén de queratinocitos, por lo
cual no es posible propagar el virus "in vitro" (108). Las
verrugas son la fuente natural de particulas virales, pero
la eficiencia en la produccidn de viriones por parte del teji-
do infectado parece ser propiedad del tipo viral presente;
en muchos casos, es imposible aislar una cantidad suficiente
para los analisis proteicos, de ADN y para estudios serold-
gicos. En relacidn al ADN viral, el problema se ha resuelto

por el uso de técnicas de clonado molecular de material gené-

tico viral en plasmidos bacterianos, los cuales, por carac-



teristicas autoreplicativas pueden amplificar el material
de estudio, permitiendo establecer el grado de homologia
entre los ADN's de distintos VP.

La clasificacidn se basa en el rango de huésped y el gra-
do de homologia del ADN. Cada virus se llama primero por su
huésped natural (el cual es inequivoco, pues el rango de hués-
ped es estricto). Los virus que infectan una misma especie
se clasifican en tipos y subtipos. Los tipos independientes
son aquéllos que comparten menos del 50% de homologia y los
subtipos, los que exceden dicho porcentaje. Cuando dos virus
aislados sb6lo difieren en algunos sitios declivaje por endonu-
cleasas se denominan cepas. La extensidn de la hibridacidén
cruzada esta determinada por la reasociacidén de ADN heterdlogo
en fase liquida. Las cadenas solas se remueven por digestidn
enzimdtica y se expresa la reaccidén cruzada como porcentaje
de hibridacidn estandarizado al 100% para ADN homdélogo. Dichos
valores no representan a homologias puntuales a nivel nucleoti-
dico, pues las secuencias de homologia entre ADN's de VP son
difusas (108) (121).

Sobre la base de 50% de hibridacidn cruzada, pueden di-
ferenciarse 6 tipos bovinos, 1 tipo de conejo, 42 tipos de VP
humanos (122), aunque en estos,los 3 Gltimos tipos no han sido
caracterizados totalmente.

En condiciones normales o estrictas, no se obtiene hibrida-
cién cruzada entre ADN's de distintos tipos de VP pero, en

condiciones mas relajadas (en las cuales se reducen la concen-



tracidn salina o de formamida, a través de férmulas matema-
ticas que tienen en cuenta el porcentaje de citocina y guanina
en el ADN viral), se observan regiones de homologia parcial
(cerca del 75%).

Bajo condiciones no estrictas de hibridacidén, los VP
humanos 1, 4, 18 y 30 no muestran homologias con otros tipos.
Los restante forman cuatro grupos cuyos miembros presentan

reacciones de hibridacidén cruzada(121) (Tabla 1).

TABLA 1: AGRUPACION DE LOS VP HUMANOS SEGUN EL GRADO DE HOMOLOGIA CRUZADA

I IIa IIb III IVa Vb V¢ V VI VII VIII
12 6 4 5 9 24 7 16 33 18 30
3 11 8 15 31
10 26% 13 12 17 34
28 27% 32 14
29 19 37
20 38
21
22
23
25
36

* Se hallan relacionados con los VP de los grupos Ila y IIb

** Se hallan relacionados con los VP de los grupos IVa y IVb

No cabe la menor duda que la homologia del ADN es el me-
jor indicador de la relacidén evolutiva y no sorprende que los
tipos virales que presentan cierte grado de hibridacidn .cruza-

da exhiban propiedades patogénicas similares. (122). Asi, los
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que infectan mucosas pueden formar un subgénero, por ej.:

los tipos 16 y 18 estan significativamente mds relacionados

con los 6 y 11 que aquéllos que infectan piel, como el 1 y

el 8 (Tabla 2).

TABLA 2: RELACION ENTRE EL TIPO VIRAL Y LA LOCALIZACION DE LA LESION

Localizacidn de la Lesidn

Tipo Viral Detectado en Humanos

PIEL
Verrugas cut@neas comunes

Keratosis cutanea

Epidermodisplasia verruciforme

i, 2, 3, 4, 7, 10, 31, 32
36

3, 5%, 8%, 9, 10*,12*. 14*, 15%, 17*,

19* al 29
Keratoacantoma 37
Melanoma 38*
Enfermedad de Bowen 34
MUCOSA
Cavidad bucal 13
Laringe 6, 11, 30
Genital 6. 11, 16*, 18*, 30, 31, 33*, 35

* Asociados con tumores malignos
VP. 1-31, revisado por Pfister (121); VP 32 (123); VP 33 (124); VP 34 (125);
VP 35 (126); Vp 36 (127); VP 37 y 38 (128).

A pesar de la heterogeneidad, los tipos individuales no
parecen sujetos a la deriva genética, pues tipos virales ais-
lados y clonados en diversas partes del mundo tienen mapas de

clivaje por endonucleasas muy similares (129).

Organizacidén y Expresidn del Genoma Viral (108) (130) (131)

El genoma consiste en una doble cadena de ADN con una



longitud de 8000 pares de bases; el rasgo mds saliente es
que toda la informacidn genética se halla en una sola cadena,
vale decir que Qnicamente se transcribe una sola de ellas (108),

En la mayoria de los virus ADN, es posible clasificar los
genes en tempranos, los cuales se expresan antes del comienzo
de la replicacidén del ADN viral y los tardios, que se expresan
luego de dicha replicacidn. Como los VP no pueden ser cultiva-
dos "in vitro", no es posible hace una divisidn funcional
del genoma, pero por analogia con otros Papovaviridae, se su-
pone que "temprano" es sinénimo de genes que estdn expresados
en células transformadas por el virus; asi, se observa en ex-
perimentos de transformacidén de células de ratdn con VP bo-
vino tipo 1 que un fragmento del genoma viral gque abarca el
69% del genoma es responsable de la transformacidn, por 1lo
cual se lo denomina E (del inglés "early = temprano), y al
resto L. (del inglés "late" = tardio).

Los VP, como otros virus de la familia Papovaviridae, tie-
nen una organizacidn gendmica muy compacta, con pocos nucledti-
dos sin funcidn codificante (aproximadamente del 10% del to-
tal del genoma) .

La organizacidn gendmica de los VP humanos 1, 6, 11y 16;
de los bovinos 1 y 2 y de los de conejo y zorro es muy similar,
con estructuras comparables en tamafio y posicidn, como lo re-
velan estudios de la secuencia nucleotidica.

En el VP tipo 1, se reconocen 8 subregiones en la regidn

E; las E1, E2, E4, E6 y E7 parecen tener sus equivalentes en

todos los VP secuenciados hasta ahora (130) y probablemente,
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codifican polipéptidos funcionales. La E2 es importante para
mantener el fenotipo transformado en células de ratdn, pero
se requiere la totalidad de la regidn E6 y E7 para inducir la
transformacidn.

En la regidn L, se distinguen dos subregiones: Ll y L2,
que codifican para proteinas de capside. La primera estd muy
conservada (aproximadamente 50% de conservacidn); la sequnda
es mas variable. En la Ll estd codificada la proteina comin
del género Papiloma; las regiones divergentes podrian tener
un rol en la especificidad de huésped y tejido.

Estudios de transformacidén de células de ratdén por trans-
feccidn de ADN de VP bovino tipo 1 o en la linea derivada de
carcinoma de conejo VP, inducido por VP en esa especie, demues-
tran que el genoma viral se mantiene en forma episbmica y sbélo
se transcribe una sola cadena; estas propiedades los diferen~
cian de los virus Polioma, cuyo genoma se halla integrado en
las células transformadas y en los cuales, en el ciclo litico,
son copiadas ambas cadenas. Sin embargo, la persistencia del
material genético viral en la forma episdmica no es la dnica,
ya que en la linea celular HELA (derivadas del carcinoma de
cuello uterino) presentan los tipos 16 y 18 en forma .integrada
y amplificada de 1 a 5 veces; a pesar de los miltiples pasajes,
muy pocas delecciones se observan en esas unidades repetiti-
vas (130).

En lesiones genitales, la forma episdmica se presenta en
las displasias, en tanto que en las lesiones malignas y lineas
derivadas, el genoma se encuentra en forma integrada. Se ob-

servan dos formas de integracidn: como copias Gnicas o mGlti-



ples en tandem; a veces, la copia Gnica estd amplificada
junto con las secuencias celulares adyacentes. La zona de
unidén al ADN siempre ocurre por la regidén El y E2, dando
por resultado la ruptura de dichas regiones, lo que podria

ser un paso importante en la transformacidén maligna.

Potencial Oncogénico de los VP en Distintas Especies

Los VP son normalmente especificos de especie, aunque los
VP inductores de fibroma, que incluyen a los bovinos tipo 1 y
2, de ciervo y de oveja son capaces de inducir fibromas y sar-
comas en huéspedes heterdlogos (109) (113) (114). Ademds, 1los
VP de ante y bovino 1 y 2 transforman fibroblastos de ratdn
"in vitro", lo que sugiere que la transformacidén podria estar
relacionada con la proliferacidn fibroblastica "in vivo", aun-
que recientemente se pudo lograr transformacidén con el VP
tipo 4, que es epiteliotropo.

Transformacién "in vivo"

Los VP bovinos tipo 1 y 2 son capaces de inducir sarcomas (en
forma heterdloga) en caballos; en estos tumores, no se detec-
tan particulas virales, aunque si proteinas relacionadas con
el estado transformado. La mayoria de los ADN virales se en-
cuentran en la forma monomérica no integrada, salvo en algunas
células derivadas de tumores inducidos por el VP bovino tipo
1, en las que se observa integracidén, pero se ha demostrado
que la misma no es necesaria para la transformacidn (133).

Transformacidén "in vitro"
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La habilidad de los viriones y ADN viral (VP humanos tipos 1,
5,11 y 16 el bovino tipo 1)(132(133) (134) (135) de inducir trans-
formacidn en cultivos celulares resulta particularmente dtil,
especialmente en ausencia de un sistema productivo "in vitro".
Diversos estudios muestran que las cé&lulas transformadas no
poseen inhibicidn por contacto, crecen independientes del
medio y son tumorigenas en ratones atimicos, lo que las dife-
rencia de las derivadas de fibromas inducidos por el virus (136).

Se desconocen los mecanismos de tranformacidn, pero se
sabe que el mantenimiento del fenotipo transformado depende de
la presencia del genoma viral, aunque en ningin caso se ha ob-
servado la produccidn de particulas virales (136).

Virus Papiloma de Conejo o de Shope

Es uno de los primeros virus identificados como inductores
de tumores en mamiferos (110). Aunque el conejo "cotton tail"
es el huésped natural, la mayoria de los estudios se efectua-
ron con conejos domésticos, en los que la infeccidn es semejan-
te pero produce virus. En el conejo cotton tail, la progresidn
hacia el tumor es una secuencia ordenada y predecible de even-
tos, donde varias lesiones papilomatosas progresan independien-
temente (con produccidn de particulas virales). Entre 10-40%
de esas lesiones desaparecen espontadneamente; el resto puede
permanecer como tumores denignos o transformarse en carcinomas
escamosas en los que va no se detectan particulas virales pero si
en copias maltiples del genoma viral (109).

Cuando se infectan conejos doméstico, la frecuencia del

desarrollo de carcinomas escamosos es tres veces mas alta que



en el huésped natural. Por otro lado, la presencia viral dis-
minuye el umbral de la concentracidn de carcindgenos quimicos
requerida para inducir tumores en estos conejos; reduce el
periodo de latencia, lo cual demuestra la accién sinérgica
con otros agentes en la induccidn de tumores malignos (113)

(119).

Papiloma de Tracto Alimentario de Bovinos

Las verrugas en el tracto alimentario constituyen una enfer-
medad muy comin en el ganado bovino, pero la conversidn malig-
na de tales proliferaciones parece depender del tipo viral
infectante (Vp bovino tipo 4) y la ingestidén en la alimenta-
cién del ganado de cierto tipo de helecho, en el que se ha de-
mostrado la presencia de carcindgenos (136) (119).

Epidermodisplasia Verruciforme de Humanos

Es una enfermedad rara, en la que parecen existir componentes
inmunoldgicos y genéticos de caracter autosdmico y recesivo.
Se caracteriza por presentar lesiones verrugosas planas disemi-
nadas, rojizas o incoloras. La tercera parte de los pacientes
afectados desarrollan carcinomas escamosos luego de un prome-
dio de 24 afios desde el inicio de la enfermedad. La conversidn
maligna ocurre preferencialmente en las lesiones expuestas a
la luz.

En las lesiones benignas, pueden encontrarse particulas vi-
rales pero no asi en las carcinomatosas. Numerosos tipos vi-
rales han sido identificados en las lesiones benignas; por el

contrario, en las malignas sdlo se detectan los ADN de VP ti-



po 5 (o los relacionados con este tipo) y md&s raramente, con

el tipo 8. El VP humano tipo 5 se encuentra en forma oligomé-
rica no integrada y las moléculas presentan delecciones. Por

lo tanto, factores genéticos, inmunoldgicos y ambientales
podrian influir en la susceptibilidad de los pacientes con epi-
dermodisplasia verruciforme a ciertos VP que estarian relacio-
nados con la evolucidn hacia la malignidad.

Papiloma Laringeo (138) (139)

Los papilomas escamosos de laringe son los tumores benignos méas
comunes en nifios, aunque también se los halla en adultos. Son
un serio problema clinico por su resistencia al tratamiento y
por las recurrencias. Si bien hay poca informacién de desarro-
llo de carcinomas a partir de papilomas juveniles, hubo ca-

sos con antecedentes de tratamientos radioterapéuticos que po-
drian haber inducido la transformacidn maligna.

En adultos, el papiloma laringeo representa una lesidn pre-
cancerosa con una frecuencia de conversidén maligna del 20%,
generalmente asociada con habitos fumadores.

El tipo viral asociado con la lesidn benigna es el VP 11,
aunque no pudo encontrarse en los carcinomas estudiados hasta
el presente.

Infecciones Genitales

La infeccidn con VP ha surgido como la enfermedad de trans-
misién sexual prevalente, con un incremento de la incidencia
en las dos Gltimas décadas que, segin algunas estadisticas,

llega al 700% (140). Por otro lado, hubo un cambio en la



en la consideracidn de la infeccidn, la cual era observada
como inductora de lesiones verrugosas en piel y mucosas de
vagina y vulva. Posteriormente, se demostrd que el cérvix
uterino también estaba involucrado, ya que el 50% de los
condilomas se detectaban en ese sitio. A diferencia de los de
vulva y vagina, resultaban dificiles de reconocer morfold-
gica e histoldgicamente y presentaban mas atipias celulares,
por lo que eran clasificadas como lesiones de neoplasia intra-
epitelial (NJTC). E. rasgo mas destacado de las infecciones

por VP, el coilocito, fue descripto por primara vez por Koss
(141) , aunque su etiologia viral recién fue reconocida en el
ano 1976 cuando se lo relaciond con el condiloma (10) (142). La
presencia del virus fue demostrada al microscopio electrdnico

y mediante la deteccidén de antigenos por la técnica inmunope-
roxidasa (143) (144). Ferency (145) detectd particulas virales
al microscopio electrdnico en el 25% de los coilocitos y an-
tigenos virales en el 48%; el fracaso en demostrar la expresidn
génica tardia (produccidn de proteinas de capside y ensambla-
do de viriones) fue relacionada con la replicacidén semipermi-
siva, hipdtesis apoyada por numerosos estudios que demostraron
ADN viral en coilocitos antigeno-negativos.

En los Gltimos afios, la clasificacidén de lesiones de neo-
plasia intraepitelial (NIC) ha variado, pues estudios retros-
pectivos revelaron que el 70% de las NIC no son lesiones pre-
cancerosas en el sentido estricto, -sino condilomas planos (147).

Esta observacidn es importante, no sdlo porque asocia a los VP
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con NIC, sino porque hay diferencias que los distinguen. La
mds destacable es que mientras que los condilomas son poli-
ploides y regresan frecuentemente, las NIC son generalmente
poliploides o aneuploides y a menudo progresan (147). La re-
lacidn entre ambas lesiones es destacada en numerosas investi-
gaciones que muestran una asociacidn de los condilomas planos
con las NIC de mayor severidad en el 25% de los casos examina-
dos (149). Walker demostrd antigenos virales en el 39% de las
NIC 1 o 2 y en el 17% de las NIC 3 (150).

La demostracidn de secuencias de ADN viral en un espectro
de lesiones, incluyendo condilomas, precancerosas y carcino-
mas, sugiere que los VP podrian estar relacionados con el desa-
rrollo del cancer cervical (119).

Los VP tipo 6 y 11 fueron encontrados mas frecuentemente
en lesiones condilomatosas puras (en el 90% de los casos , en
tanto que en carcinomas de pene, cérvix y vulva se hallaron
el tipo 16 (en el 50% de los casos) y el tipo 18 (en el 20% de
los casos) (151) . Estudios de carcinomas cervicales proceden-
tes de diferentes areas geograficas han demostrado variaciones
en la prevalencia de ambos tipos virales (129). Otros tipos,
como el 6, 11, 10, 31, 33, 35 y 42, fueron destacados en menor
proporcién (151) (152).

Aunque la infeccidn con VP tiene la misma frecuencia en
ambos sexos, la incidencia del cancer de pene es mucho menor;
una razdn podria estar relacionada con el estado fisico del
ADN viral en la células infectadas, mientras que los VP tipos
6 y 11 de condilomas y el 16 de la papilosis bowenoide (consi-

derada la contrapartida masculina del carcinoma "in situ”



femenino) (153) se hallan en forma episbmica, en los carcino-
mas de cuello uterino y lineas celulares derivadas de ellos,
los tipos 16 y 18 se los halla frecuentemente integrados al
genoma celular. La integracidén ocurre en miltiples sitios,
los cuales podrian incluir regiones de control; la excisién
del ADN viral podria remover las zonas de control adyacentes
(131).

Se ha especulado que la presencia de los VP tipos 16 y 18
en lesiones precancerosas posria constituir un riesgo en la
progresipn hacia lesiones de mayor severidad (152). Sin em-
bargo, 1la presencia de los mencionados tipos virales en célu-
las descamadas del cérvix, sin anormalidades, indicativo de
una infeccidn subclinica podria sefialar la presencia de otros
factores predisponentes que pudieran actuar sinérgicamente

en la evolucidn hacia la malignidad (131).

Modelo de Oncogénesis Viral

El estudio de una probable etiologia viral del cancer pre-
senta dificultades inherentes al concepto de causalidad, facto-
res generados en el huésped, la ausencia de modelos animales
validos, contradicciones introducidas por la entidad infeccio-
sa y la naturaleza crdnica de la enfermedad (79). Algunos de
los problemas que se presentan para establecer una posible
relacidn son:.1l) un largo periodo de incubacidn entre la expo-
sicidén al agente infeccioso y el desarrollo del cancer; 2)

una incidencia relativamente baja del cdncer en relacidn con

la frecuencia de las infecciones virales; 3) la posibilidad



de que las células malignas puedan presentar una mayor suscep-
tibilidad a los virus sospechosos de oncogenicidad; 4) el rol
del medio y/o cofactores genéticos, hormonales, inmunoldgicos,
etc.; 5) la dificultad de reproducir la enfermedad en modelos
animales adecuados; 6) la imposibilidad por obvias razones
éticas de experimentar con seres humanos.

Cuando la asociacidn de virus con tumor ha sido estable-
cida, queda aln por probar la oncogenicidad. Algunas eviden-
cias podrian indicar que un virus es oncogénico (154), aunque
no lo prueban en un sentido estricto, son: 1) asociacién del
virus con el tumor por la presencia del mismo o marcadores
virales tales como proteinas, ADN o ARN y respuesta inmunold-
gica antiviral (anticuerpos, etc.); 2) induccidn de tumores
en animales de experimentacidn; 3) transformacidén de cultivos
celulares "in vitro".

En relacidn con el cancer de cuello uterino, los VHS2 y
los VP parecen cumplimentar los requisitos mencionados en for-
ma independiente; la mayoria de los estudios y lineas de evi-
dencia se basan en las propiedades iniciadoras y/o promotoras
de ambos virus.

En el mecanismo de induccidén tumoral por virus, se han de-
finidos los siguientes roles (155):

Efector: cuando implantan genes funcionales, cuya expresidn
es requerida para iniciar o mantener el estado transformado.

Iniciador: cuando tienen efectos mutagenizantes.

Promotor: cuando son inductores de la proliferacién celular.
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No son carcinogénicos cuando act@an en ausencia de iniciadores.
pero aplicados concomitantemente o subsecuentemente con ini-
ciadores, reducen el umbral de carcinogenicidad y el periodo
de latencia antes de la aparicidn del tumor.
En el cuadro siguiente, se sefialan algunas funciones adju-
dicadas a los VHS2 y VP, apoyadas por evidencias experimenta-

les (79) (155).

FUNCIONES

Efectoras Iniciadoras Promotoras
VHS 2 Si* S No
VP Si* en estudio Si

* Demostrado por la presencia de genes transformadores.

En condiciones naturales o experimentales, los VP inducen
lesiones verrugosas con cierta tendencia a convertirse en
carcinomas escamosos; en la mayoria de los casos, dicha con-
versidn parece requerir la presencia de carcindgenos (119) y
de ciertos tipos virales, p. ej.: en la epidermo-displasia
verruciforme, hay una mayor frecuencia de transformacidn ma-
ligna en las zonas expuestas a la luz solar e infectadas con
los VP tipos S5 y/u 8 (137). En los papilomas laringeos, la
conversidén maligna estd relacionada con radioterapia, siendo
destacable que el tipo viral mds frecuente es el VP tipo 11,
presente también en los condilomas atipicos de cérvix (156).

Por Gltimo, el cancer de tracto alimentario de bovinos pa-

rece ser el resultado de la interaccidn del VP bovino tipo 4

y de la ingestidn por el ganado de cierto tipo de helecho (119).



Teniendo en cuenta estas interacciones, los VP se asemejarian
a los promotores, induciendo la proliferacidn celular la
cual, en presencia de mutadgenos, conducirian a una réapida
conversidén maligna (155). La presencia de determinados tipos
virales en carcinomas podria sugerir diferencias en el 'poten-
cial oncogénico" de los mismos.Factores genéticos, hormonales
e inmunoldégicos del huésped limitarian o podrian prevenir

el desarrollo tumoral (157).

Sin embargo, en la hipdtesis VP-cancer cervical, es ne-
cesario destacar todas las evidencias que se acumularon en
relacidén con la asociacidn de los VHS2 con patologia tumoral
cervical (79) (seroldgicas, epidemiolbgicas, bioquimicas y vi-
roldgicas -propiedades transformantes y mutagénicas) (155).
Conciliando ambas lineas de investigacidn, podria plantearse
una interaccidén de VP y VHS2 en la patogénesis del cancer de
cuello uterino. La accidn sinérgica entre eventos iniciadores
(mutagénicos) y la infeccidn con algunos tipos de VP podrian
inducir la transformacién maligna de los tejidos infectados
(157). Los eventos mutagénicos podrian tener lugar en las in-
fecciones herpéticas recurrentes, aumentando el riesgo de la
conversién maligna. El modelo planteado no implicaria a los
VHS2 como la condicidn necesaria y suficiente para el desa-
rrollo de cancer cervical, pues otros iniciadores podrian es-
tar actuando (157), tales como cigarrillo, infecciones bacte-
rianas u otros virus. Los casos de serologia negativa y la

falta de marcadores de VHS2 en carcinomas de cuello, asi como

las dificultades en demostrar VP en la totalidad de las lesio-



nes precancerosas Y cancerosas del cérvix sefialan la nece-
sidad de ampliar el estudio de algunos aspectos relacionados
con las funciones virales tempranas, los cuales han sido re-

lacionados con eventos de carcinogénesis (154).

OBJETIVOS DE LA TESIS

Existiendo la posibilidad de una interaccidén de los VHS2
Yy VP en relacidén con el desarrollo del cdncer de cuello del
Gtero, se propuso estudiar a un grupo de pacientes que mos-
traba una alta incidencia de patologias cervicales de distin-
to grado de severidad, incluyendo lesiones no displéasicas, con-
dilomatosas, displasicas y carcinomatosas. La colposcopia efec-
tuada en algunas pacientes mostraba las imdgenes de condilo-
matosis asociadas con las sospechosas de malignidad. Por
otro lado, el estudio histopatoldgico de las piezas de coni-
zacidon efectuado en puérperas demostrd con cierta frecuencia
la regresidén de lesiones displasicas y carcinomatosas, por 1lo
cual se incluyeron en el estudio pacientes embarazadas, a fin
de detectar la presencia de agentes infecciosos asociados con las lesiones
del epitelio cervical, probablemente favorecidas por modifica-
ciones inmunoldgicas (relacionadas con el embarazo) tratando
de establecer si existe una correlacién entre infeccidn vi-
ral y evolucién de las lesiones del cérvix y enfocando la posi-
ble infeccidén concomitante de VHS2 y VP.

Los objetivos de estudio fueron EVALUAR:

1. La Incidencia de las Infecciones papilomatosos y herpéticas




mediante:
a) Diagndstico colposcdpico de las lesiones condilomato-

sas asociadas 6 no con imdgenes sospechosas de malignidad.

b) La evaluacidn histo patoldgica de biopsias del cérvix,
considerando los rasgos morfoldgicos atribuidos a la infec-

cidn viral.

c) La deteccidn de antigenos realcionados con VP y VHS2

en biopsias y extendidos citoldgicos del cérvix uterino.

2. La infecciones concomitantes o asociadas, examinando:

a) La localizacidén de las respectivas proteinas virales

en los tejidos simultadneamente afectados por ambos virus.

b) La expresidn de proteinas no estructurales (tempranas)
de VHS2 en tejidos cervicales, con o sin evidencias histopa-

toldgicas de infeccidn con VP.

3. La presencia de secuencias de ADN especificas de los tipos

de VP asociados mas frecuentemente con lesiones del cérvix.

4. Estudiar retrospectivamente y prospectivamente la evolucidn

de las lesiones del cérvix en relacidn con las infecciones

virales precitadas, a través de:

a) Seguimiento ginecoldgico completo (citologia, colposco

pia, histopatologia).
b) Exdmen histoldgico de las piezas de conizacidn.

c) Seguimiento inmuno-viroldgico.



INCIDENCIA DE LAS INFECCIONES HERPETICAS Y PAPILOMATOSAS

ASOCIADAS CON LESIONES DEL CERVIX UTERINO.

Pacientes, Materiales y Mé&todos

I. Grupo de Pacientes

Se estudiaron 301 pacientes (172 embarazadas y 129 no em-
barazadas, provenientes del Servicio de Ginecologia y Obste-
tricia, Seccidn Patologia Cervical del Hospital Nacional "Ale-
jandro Posadas", Pcia de Buenos Aires), con diagndstico de:

Displasia leve: 20; displasia moderada: 33; displasia seve-
ra: 31; carcinoma "in situ".35; carcinoma invasor:11l; condi-
loma: 21; lesiones no displasicas (cervicitis crdnica, meta-
plasias madura e inmaduras,acantoqueratosis) 105; control
(pacientes colposcdpica e histoldgicamente sanas): 45.

Las edades de las pacientesembarazadas oscilarorn entre 15
y 35 afios, mientras que las de las no embarazadas entre 19 y
55 afios (Tabla 1). El grupo exhibidé un nivel cultural y econd-
mico de medio a bajo.

Las pacientes fueron sometidas a un examen ginecoldgico
completo que incluyd citologia, colposcopia, histopatologia

y estudio inmunoviroldégico del cérvix.

II. Citologia: exdmen de rutina de células descamadas de cér-

vix.por la técnica Papanicolau (Anexo 4, pag.1453).

III. Colposcopia: empleando la metodologia habitual: embroca-

cidn del cérvix con acido acético al 3% para clarificar

la imdgen y test de Shiller (con solucidn yodo-yodurada)



para detectar la acumulacidn de glucbdgeno, indicativa de la
normalidad del tejido.

Se efectud biopsia dirigida de las zonas sospechosas
de condilomatosis y/o de malignidad. Las muestras obtenidas
fueron orientadas sobre papel y se fijaron con formol al 10%
por 6 horas.

Criterios Colposcdpicos (19):

Manchas blancas tipo condiloma: se observaron placas blanqueci-
nas, pequefias, redondeadas, lisas o discretamente sobre-elevadas,
de bordes netos.

Leucoplasia, mosaico y puntillado tipo condiloma:

La leucoplasia se observa como una imagen blanquecina, a veces
de bordes netos, de superficie levemente sobre-elevada, pre-
sentando distintas formas y medidas. Pueden ser Gnicas y se
ubican en la vecindad del limite interepitelial. El mosaico
tipo condiloma se presenta en forma irregular con losetas
blancas de distintos tamanos y espesor; las calles vascula-
res pueden tener forma irreqular o de puntillado grueso.

Puntillado o base tipo condiloma: es caracterisco el

puntillado rojo grueso que se destaca sobre un fondo claro con
bordes bien definidos. Pueden hallarse aislados o asociados
con imdgenes de leucoplasia y mosaico condilomatoso.

Estdn constituidas por asociacidén de las imagenes
descriptas en el parrafo anterior; suelen ser la expresidn
colposcdpica de condiloma plano o endofitico (fig. 1y 2).

Condilomatosis florida: proliferacidén blanquecina arbores-

cente (fig. 3).



IV. Histopatologia:

Se aplicaron técnicas corrientes en histologia: in-
clusidén en parafina, cortes seriados de las biopsias, colora-
cidén con hematoxilina, eosina (figura 4) y en algunos casos,
con acido peridédico de Schiff ( para la demostracidén de célu-
las glucogenadas) (Anexo 3, pag.l4d).

Se efectud 1la revisidn diagnéstica de 754 biopsias (470
provenientes del grupo de embarazadas y 287 de las no embara-
zadas), para destacar la expresidn histoldgica de los efectos
citopaticos atribuidos a la infeccidén con VP (EC-VP) (coiloci-

tosis, acantopapilomatosis, disqueratosis, binucleacidn, etc.)

(pag. 7).

V. Estudios Viroldgicos (158) (18)

Virus:

a) Virus Papiloma (VP): (Anexo 5, pag.l44) fueron obtenidos a

partir de fibropapilomas bovinos por tratamientos enzimaticos
y purificados en varias etapas por ultracentrifugacidén y gra-
dientes-de densidad (120). Las particulas virales fueron obser-
vadas al microscopio electrdnico por coloracidén negativa
(Anexo 6, pag.l48) (fig.6c).

Luego, fue disociado por calentamiento con 2 marcaptoeta-
nol y dodecylsulfato de sodio, que permitid liberar a los an-
tigenos comunes al género Papiloma (presente en todas las sub-

clases de virus Papiloma humanos y de otras especies animales)

(120).



b) Virus Herpes simplex tipo 2 {VHS2): La cepa, proporcio-

nada por el Instituto Pasteur (Paris) fue propagada en células
RK 13 (linea continua de rifidn de conejo No. 13) y titulado

por valoracidn de efecto citopadtico viral sobre células Hep 2
(l1inea continua de carcinoma de laringe humana) (Anexo 9 y 10, pag.lS

Inmunosueros

a) Suero Anti-VP: se inmunizaron conejos con la proteina

viral obtenida (16). El inmunosuero se absorbidé con homogena-
to de piel bovina normal durante 24 hs a 37°C, a fin de elimi-
nar reacciones inespecificas. La reactividad del mismo fue
demostrada por la técnica inmunoperoxidasa (IP), consideran-
do como reaccidn positiva 1la presencia de un precipitado gra-
nular marrdn oscuro en los niGcleos de las capas intermedias y
superficiales del epitelio (59). Como control . positivo, fueron
incluida secciones de biopsias de verrugas plantar y plana,
ricas en contenido viral. Como control negativo, se procesaron
biopsias de lesiones de piel no verrugosas (carcinoma de cé-
lulas basales, queratosis seborreica, carcinoma epidermoide);
piel humana normal y epitelio cervical humano (escamoso y bien

glucogenado) (Anexo 8, pag.149).

b) Suero anti VHS2: (Anexo 11,pdg.152fué obtenido en conejos

(160) y absorbido en células RK 13 y Hep 2. Con el objeto de
demostrar su especificidad por IP, se prepararon portaobjetos
con cé&lulas RK 13 y Hep 2 infectadas con VHS2 durante 4 hs
(para evaluar una posible reactividad hacia proteinas virales
tempranas) o por 24 hs. (para la reactividad frente a antigenos

virales totales) y con células no infectadas. Todas las



células fueron fijadas en acetona fria.

c) Suero Pre-inmune: previo a la inmunizacidn, se procedid

al sangrado de todos los conejos. El suero fue ensayado sobre
células Hep 2 y RK 13 infectadas y no infectadas, piel humana

normal, epitelio cervical humano normal y verrugas plantares.

Técnica Inmunoperoxidasa (IP) (Anexo 12, pag.l154):

Biopsias: se procesaron 754 biopsias fijadas y embebidas en
parafina. De cada una de ellas, se prepararon tres protaobje-
tos con cortes seriados de 4—5‘Pm, que luego de desparafinar

e hidratar, se preincubaron con perdxido de hidrégeno al 3%
para remover la peroxidasa enddgena. Se lavaron brevemente y
se incubaron con diluciones 1/100 de suero preinmune (control
negativo), suero anti VHS2, suero anti VP, respectivamente,
durante 24 hs a 4°¢ (161) . Los cortes lavados se incubaron se-
cuencialmente (intercalando lavados) con suero anti-inmunoglo
bulina de conejo (preparado en cerdo, Dakopatts), dilucidn
1/80 y con el complejo suero de conejo anti peroxidasa-peroxida-
sa (Dakopatts), dilucidn 1/200. Las incubaciones se efectuaron
durante 30 min. a temperatura ambiente.

La reaccidén fue revelada con 3' diamino bencidina al
0,05% y perdxido de hidrdégeno al 0,01% en Tris HC1l (pH 7.6).
Se efectud una coloracién de contraste con hematoxilina débil
y se montd en la forma habitual.

Fueron ensayados simult&neamente y como controles positi-

vos secciones de biopsias de verruga plantar y cé&lulas Hep 2



infectadas con VHS2.

Células de hisopado cervical: fueron obtenidas al mismo

tiempo que la biopsias; se fijaron con acetona fria durante
20 min y luego de hidratadas, fueron procesadas de la misma

manera que las biopsias.

Resultados

Pacientes: de las 301 pacientes estudiadas 119 estaban
afectadas por lesiones premalignas y malignas del cérvix; el
resto presentaba otras alteraciones cervicales. En el primer
grupo, 82 pacientes (70%) tenian menos de 30 anos. La edad
de iniciacidén sexual fue similar en ambos grupos, salvo en
los casos de carcinoma invasor, que muestran un comienzo mas

temprano . (Tabla 1I).

Relacidn en Colposcopfa e Histologia

Sobre un total de 301 pacientes, por observacidn colposcépica
151 fueron diagnosticadas como lesiones condilomatosas; en el
resto, las imdgenes colposcépicas se interpretaron como no
condilomatosas, pero como blanco potencial de la infeccidn
con VP (leucoplasia, mosaico, etc.).

En el primer grupo (151 casos) el diagndstico de condilo-
matosis fue histoldgicamente confirmado en 136 casos (90%)
(Tabla II). En la mayoria, las imagenes colposcdpicas de leu-
coplasia (frecuentemente con un granulado fino o rugosidad
en la superficie), aparecieron asociadas con mosaico y puntua-

cidén. Los condilomas floridos, en su etapa inicial estuvieron

caracterizados por pequefias proyecciones levemente sobre-
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elevadas con un capilar central. El condiloma plano, luego

de la embrocacidn del cérvix con la solucién de lugol (prue-
ba de Shiller) demostrd una positividad débil atigrada o pun-
tuacidn oscura yodada, que podria ser interpretada errdneamen-
te como del tipo colpitis (fig.l y 2); la yodonegatividad (&reas
claras) completa fue més rara.

La asociacidn de lesiones condilomatosas con otros rasgos
benignos o con lesiones premalignas (fig.8,11,12) se presentan
en la Tabla IIa.

En el otros grupo (150 casos) diagnosticados como lesiones

no condilomatosas, 33 (22%) mostraron evidencias histolégi-
cas de infeccidn con virus Papiloma.

En sintesis, de las 301 pacientes,:en 169 casos fue con-
firmada histolégicamente la infeccién VP, de los cuales, 136
(80%) habian sido previamente identificados por colposcopia
como condiloma acuminado o plano.

Re-evaluacidén Histoldgica en las Subpoblaciones de Embarazadas

vy no Embarazadas

El grupo total estudiado mostrd una alta incidencia de in-
feccidn con VP; la Tabla III muestra que los efectos citopati-
cos clasicos (EC-VP) fueron detectados en 164 (64%) de 256
pacientes y en 5 (12%) de los 45 controles. Por otros lado, en
el 18% de las 119 displasias y carcinomas se observaron EC-PV
en la lesidn principal o en areas adyacentes a ella.

No se hallaron diferencias en la incidencia de EC-PV en

la poblacién de embarazadas (55%) y en las no embarazadas

(57%) (Tabla III).



Mientras que los signos histopatoldgicos relacionados
con la infeccidn por VHSZ‘(vesiculas intraepiteliales,
dreas ulceradas, cuerpos de inclusién, etc.) no fueron observa-
dos, los efectos que pueden atribuirse tanto a una como a la
otra infeccidén (bi y multinucleacidn, hiperplasia basal, etc.)
fueron detectados corrientemente.
Se registrd todo un espectro de efectos citopiticos (Tabla

IV), desde la coilocitosis hasta la observacidn de la totali-

dad de ellos.

Estudios Inmunoviroldgicos

a) Ensayos de Especificidad de los Inmunosueros:

El suero anti VP mostrd especificidad hacia antigenos virales
presentes en verrugas (fig. 6) (plantares y planas), pero no
mostrd reactividad hacia lesiones no verrugosas, piel normal
o epitelio cervical normal. Si bien mostrd por IP un titulo
superior a 1:250, fue utilizada la dilucidn 1:100.

El suero anti VHS2 mostrd reactividad en células infecta-
das con VHS2 durante 4 y 24 hs. En las primeras, la positivi=-
dad fue localizada en el citoplasma y en la membrana cito-
plasmiatica, mientras que en las segundas, la reaccidn fue nu-
clear y citoplasmdtica. La positividad desaparecid cuando el
inmunosuero fue absorbido con suspensidn viral. Otros ensayos
sobre piel normal, epitelio cervical normal y células no in-
fectadas confirmaron la especificidad del mismo.

El titulo (por IP) fue de 1:250, pero fue empleado co-

rrientemente en la dilucidén 1:100.



El suero preinmune mostrd reactividad frente a las mismas
muestras, por lo cual fue usado como control hegativo (dilu-
cidén 1:100).

Localizacidén de los Antigenos Virales

Los antigenos de VP se demostraron por IP en un ndmero varia-
ble de nicleos del epitelio cervical; la positividad fue obser-
vada en focos cerca de la superficie epitelial, con una dis-
tribucidén uniforme en las capas superiores o intermedias (fig.
S, 11, 13) -

La positividad de la IP asociada con VHS2 fue nuclear
(50%) (fig. 7a,8 ), o bien nuclear y citoplasmatica. A menudo,
la reaccidén positiva se observd en adreas de cromatina agrumada
o tenian la apariencia de inclusiones nucleares. En ocasio-
nes, el nicleo positivo revelaba un desplazamiento de la cro-
matina hacia la periferia, observadndose una zona clara central
Y un engrosamiento de la membrana nuclear (fig.7b,13 ). La
reactividad citoplasmatica localizada cerca de la membrana
nuclear.se presentaba como un fino granulado de color marrdn
y forma de media luna (fig. 7b). Las células positivas estaban
distribuidas uniformemente o en parches en todos los estratos
del epitelio, inclusive en el basal (fig.8).

La localizacidn de antigenos de VHS2 en las capas medias
y superficiales a veces coincidid (en preparados paralelos)
en la misma adrea con la positividad para VP. La atipia coiloci-
tética, asi como otros EC-VP estuvieron asociados con IP po-

sitiva para VP pero también para VHS2.
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La IP realiza en cé&lulas exfoliadas del cérvix aporté
resultados en general coincidentes aunque en algunos casos,
se obtuvieron falsos negativos (citologia negativa y biopsia
positiva), por lo que se prefirieron las biopsias como mate-

rial de estudio que aportaba resultados mas confiables.

Frecuencia de la Deteccidén de Antigenos Virales en el Grupo

Estudiado

Los antigenos de VP y de VHS2 fueron detectados mds fre-
cuentemente en pacientes con lesiones cervicales que en los
controles (34-37% frente a 4-9%) (Tabla V). Ademds, se obser-
vo la concomitancia de antigenos de VHS2 y EC-VP en un to-
tal de 79 pacientes (31% del total), aunque sdlo se demostrd
la presencia de ambos antigenos virales en 37 (14%).

La Tabla VI muestra que no hubo diferencia en la detec-

cidn de antigenos virales asociada con el embarazo.

Correlacidn entre el Diagndstico Histolbgico y la Presencia

de Antigenos Virales

La frecuencia de antigenos de VP y VHS2 en pacientes con
lesiones de distinto grado se muestra en la Tabla VII, demos-
trando la localizacidn en la lesidn principal o en areas
adyacentes con lesiones menos severas.

La fig.1l0 muestra un perfil de la presencia de antigenos
virales detectados por IP en diferentes lesiones cervicales:
es evidente que la frecuencia de deteccidn decrece desde la

displasia moderada al carcinoma invasor.



DISCUSION

La colposcoplia resultd un método eficaz en la diferen-
ciacidén de las imagenes debidas a la infeccidn con VP de
aquéllas propias de las displasias y carcinomas "in situ"; en
particular, la prueba de Shiller tradicional es una ayuda va-
lida, como lo demuestra el alto porcentaje de confirmacién
del diagndstico colposcdpico por histopatologia.

El cérvix de las embarazadas presenta modificaciones vas-
culares (vasodilatacién y edema), cambios deciduales y proce-
sos inflamatorios que dificultan, en general, el diagndstico
colposcoépico de las lesiones condilomatosas.

La infeccidén papilomatosa se diagnosticd por la observa-
cidn de alteraciones citoldgicas e histoldgicas (coilocitosis,
plegamiento de la membrana nuclear, bi y multinucleacidn, dis-
queratosis, acantosis, etc.). Las evidencias de este efecto
citopatico fueron halladas en el 64% de las pacientes (y el
11% de los controles), pero considerando solamente las lesio-
mes premalignas y malignas, este porcentaje asciende a 78%.
Sin embargo, los antigenos de VP fueron descubiertos en el
57% de los condilomas, en el 56% de las displasias y carcino-
mas "in situ" asociados con lesiones condilomatosas (adyacen-
tes o yuxtapuestas).

Con respecto a los antigenos VHS2, se hallaron en el 37%
de las pacientes y en el 9% de los controles. La frecuencia de
deteccidn aumentd desde los controles, hasta las displasias

leves (fig. 10) y luego decrecid con el aumento de la severi-

dad de las lesiones. Sin embargo, en el presente estudio no



se detectaron EC-VHS2, salvo algunos signos que podrian estar
también asociados con la infeccidn con VP, por lo que se

piensa que se trata de infecciones subclinicas o de infeccio-
nes donde hay una expresidn incompleta del ciclo viral y los
resultados podrian englobar la deteccidén de antigenos totales
y tempranos de VHS2; es quizds oportuno destacar que el inmuno-
suero empleado mostrd reactividad hacia células infectadas
durante las 4 y 24 horas, lo cual podria deberse a que el an-
tigeno inoculado en conejos se prepard a partir de un suspen-
sidén viral clarificada, obtenida de células infectadas y lisa-
das. La absorcidn del suero con células no infectadas logrd
eliminar la reactividad hacia proteinas celulares normales,
conservando las relacionadas con la infeccidn viral. Sobre la
base de los resultados de los ensayos de reactividad del suero,
es posible sugerir una especificidad del mismo por proteinas
tempranas y totales de VHS2. Estudios posteriores (Capitulo

5), relativos a proteinas tempranas de VHS2 en tejidos cervica-
les permitiran clarificar este aspecto.

Esta etapa del estudio demostrd en las lesiones precancero-
sas una relacidén inversa entre la frecuencia de deteccidn de
antigenos virales y el grado de severidad de la atipia, lo
cual podria estar asociado con una disminucidnde la capacidad
del tejido para expresar tales antigenos (por ej.,para .antige-
nos de VP: de 52% en los casos de displasia moderada a 9% en
los canceres invasores; para antigenos de VHS2: de 65% en los

casos de displasia leve a 9% de los céanceres invasores). La

aneuploidia, caracteristica de tejidos premalignos y malignos



(148) podria afectar dicha expresidn. En el caso de VP,
algunos factores inherentes a la biologia del virus podrian
incidir, ya que ha sido demostrado que la expresidn de pro-
teinas virales puede disminuir con el tiempo, afin con perma-
nencia de las alteraciones morfoldgicas inducidas por la in-
feccidén (162). Por otro lado, la transformacidn neoplasica
produce modificaciones celulares diversas que podrian impedir
el ciclo viral completo, ya que se ha establecido que las pro-
teinas de capside sblo se sintetizan en células con cierto
grado de diferenciacidn. Por Gltimo, numerosos estudios de
displasias y carcinomas antigeno negativos han demostrado 1la
presencia de ADN de VP. Tal negatividad de antigenos podria
ser el resultado de la destruccidén de proteinas virales du-
rante las fijaciones y el procesamiento posterior de las biop-
sias 1o que, sumado a la escasa cantidad de particulas virales,
podria hacerlas indetectables. Por lo tanto, la frecuencia o
falta de positividad de la IP podrian no reflejar realmente

la incidencia de la infeccidn papilomatosa, aunque dicha téc-
nica constituye un arma valiosa y accesible para laboratorios
hospitalarios.

La demostracidén de ambas infecciones en una misma biopsia
resultd notable, aunque no inesperada; la incidencia de esta
doble deteccidn asciende al 14% de las pacientes estudiadas.
Pero la frecuencia de las infecciones concomitantes alcanza-
ron al 30% cuando se investigd la presencia de antigenos de

VHS2 en tejidos que mostraban signos histoldgicos caracteris-

ticos de la infeccidn con VP (EC--VP).



El 70% de las pecientes con lesiones premalignas y ma-
lignas tenian menos de afios y mostraban una alta incidencia
de infecciones virales en el cérvix, lo cual podria estar re-
lacionado con una serie de factores (inicio temprano de rela-
ciones sexuales, promiscuidad, nivel socioecondmico bajo, etc.)
que caracterizaron el grupo estudiado.

Se han sefalado (en estudios previos) que las recurren-
cias o reinfecciones herpéticas son mas frecuentes en poblacio-
nes con esos caracteres. (66).

Algunas investigaciones han sefialadouna alta incidencia
de infecciones en las embarazadas, quizds favorecidas por un
estado inmune especial (54) (41). Pero en la poblacidén exami-
nada en este estudio, no se observaron diferencias relaciona-
das con la gravidez; tanto la presencia de EC-VP como la de-
teccidn de antigenos virales fue similar o del mismo orden
en los subgrupos considerados. Sin embargo, observaciones pre-
vias habian sefialado una regersidén de las lesiones mas fre-
cuente en las embarazadas; sb8lo un seguimiento cuidadosso per-
mitird establecer si la concomitancia o asociacidn de ambas
infecciones tiene alguna relacidn con la patogénesis del car-
cinoma escamoso o con la evolucidn de las lesiones premalig-

nas del cérvix. Este aspecto serd tratado en el Capitulo 7.
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Paciente: I.G.
Embarazo de 3 meses

Edad: 17 anos

I
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CONDILOMATOSIS FLORIDA
Vulvo-vagino- cervical

l
L8
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|

a) Colposcopia: Condilomatosis
florida cervico-vaginal.
Leucoplasia-Mosaico tipo
Condiloma en labio superior.
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- s (Abajo, izquierda).
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= - b) Lugol + (Shiller-) débil

— e - en lesidn del labio superior

!

Lugol + (Shiller-) irregular
en condiloma del labio infe-
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(Abajo, derecha).
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FIGURA N°2
Paciente: G.B. .

Embarazo de 3 meses.
Edad: 21 atnos.

Colposcopia: Orificios glan-
dulares cornificados y man-
chas blancas tipo Condiloma

a)

(Izquierda).

b) Lugol + débil en los orifi-
cios glandulares y positive
en las manchas blancas. (Aba-
50

Biopsia: Condiloma plano.

Inmunoperoxidasa: Virus Papile
ma positivo. Virus Herpes sim-
plex tipo 2 positivo.
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S FIGURA N°3 :
i s Paciente: R.C. -
[— Puérpera de 4 meses .
S Edad: 22 afios :
[ — - -
- :
— c— a) Colposcopia: Imagen tipica -
—— de Condilomatosis florida. '

PRup— -
~— -

(Acuminado) (Derecha).

b) Lugol + tipo colpitis sobre
el area del condiloma (Shi-
ller - débil). (Abajo).

Biopsia: Condiloma acuminado

Inmunoperoxidasa: Virus Papilo-
ma positivo.
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‘FIGﬁRK 7 b) (Izquierdé)
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FIGURA N°7 c) (Arrlba,Izqulerda)

Positividad para antigenos de
virus Herpes simplex tipo 2.

Se observan marginacidn de la
cromatina, grdnulos intranuclea-
res y koilocitosis (Carcinoma
"in situ". (Inmunoperoxidasa-
hematoxilina, aumento 100 x).-
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FIGURA N°8 (Izquierda).

Paciente:
Puérpera
tancia.

Edad: 29

P
de 4 meses en

anos.

Colposcopia: Imagen de
y Ectopia.-

Biopsia:

Carcinoma "in

y condiloma asociado.-

FIGURA N°9 (Abajo

Deteccidn de antigenos de
virus Herpes simplex tipo 2
en un carcinoma
(E1 mismo caso de la figura
8).-La positividad se obser-
en todas los estractos
aiin en las cé

del epitelio,
lulas parabasales.(Inmuno-
peroxidasa-hematoxilina),

aumento 160 x).-
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5 - FIGURA N°11
Py P —

o ] Paciente: S.D.
d—
de

ptgape— . Embarazo 5 meses
E— ] ad: 18 anos

e——— Colposcopia: Leucoplasia tipo
- " condiloma (Arriba).-

~ Lugol + (Abajo, derecha).

.

U e em—— Biopsia: Displasia severa y con-
B = diloma invertido’ atipico.-

) e ™ Positividad para antigenos de vi-
: S s Herpes-simplex-tipo-2-y virus

Mg o e Papiloma (figura de abajo a la iz-
quierda).- (Inmunoperoxidasa - he-
matoxilina, aumento 150 x). "
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FIGURA N°12

Paciente:

Colposcopia:
izquierda).

Biopsia:

1 ;QQ

..‘.b‘
29 2N

J.M.

Embarazo de 3 meses, Edad.

2} anos.

Imagen de leucoplasia y base tipo condiloma (Figura de 1la
Lugol + atigrado. (Figura de la derecha).-

Displasia moderada con condiloma asociado.-

T
N -
-,

FIGURA N°13

Displasia Moderada

(caso anterior). Se ob-
servan cé&lulas coiloci-
téticas en las capas su-
perficiales del epitelio
y positividad para anti-
genos de virus Herpes
simplex tipo 2. (Inmuno-
peroxidasa- hematoxilina,
aumento 150 x).-
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INFECCIONES CONCOMITANTES VP-VHS2: ESTUDIO DE LA LOCALIZACION

DE LAS PROTEINAS VIRALES EN TEJIDOS CERVICALES INFECTADOS SI-

MULTANEAMENTE POR AMBOS VIRUS.

INTRODUCCION

En el Capitulo anterior, se examind la incidencia de las infec-
ciones herpéticas y papilomatosas en en grupo de 256 pacientes
con lesiones de cuello uterino, comparandola con otro de

45 mujeres sin alteraciones del cérvix (controles), seleccio-
nadas por examen colposcdpico y citoldgico.

En esta etapa del estudio, la deteccidn simultanea de
ambos virus, efectuada sobre biopsias, empleando la técnica
inmunoperoxidasa (IP) en coloraciones paralelas, ascendid
al 14% en pacientes y al 2% en controles.

Como se menciond previamente (pag.64) en algunos casos
la comparacidén de preparaciones de una misma biopsia, incuba-
da con sueros anti VP o con anti VHS2, mostraba. las marcacio-
nes positivas en zonas topograficamente similares, indican-
do la posible existencia de tejidos concomitantemente infec-
tados. Sin embargo, la metodologia empleada no permitid dis-
tinguir simultdneamente la localizacidén de las respectivas

proteinas virales.

La inmunoperoxidasa es la técnicainmunohistoquimica méas
sensible en la deteccidn de antigenos; los cromdgenos emplea-
dos habitualmente para revelar la reaccidén antigeno-anticuerpo
viran al marrdn (diaminobencidina) o al rojo (etilaminocarba-
zol), pero tienen el incoveniente de que ambos son sustratos

para la misma enzima (peroxidasa), lo cual los inhabilita pa-



ra ser empleados simultaneamente en la deteccidn de dos
clases de antigenos.

La observacidn y- deteccidn simultanea es posible por la
inmunofluorescencia doble, empleando inmunosueros marcados
con sustancias fluorescentes, con rangos de exitacidn y emi-
sidén distintos, como por ej.,el isotiocianato de rodamina (ex-
citacidén 575, emisidén 595) y el isotiocianato de fluorescei-
na (exitacidén 495, emisidn 520). El1 filtro S 525 selecciona
las longitudes de onda, en las que la fluoresceina .se observa
con tonalidades verdes y la rodamina, naranja rojiza.

Con el objeto de observar simultaneamente la positividad
para VP y VHS2 en las infecciones concomitantes del cérvix,
se aplicdé 1la técnica inmunofluorescencia indirecta doble
rodamina/fluroesceina (IFID)) en biopsias, para lo cual se
utilizaron dos inmunosueros (anti VP en conejo y anti VHS2 en
cobayo) empledandose respectivamente como segundos inmunosueros
antigamma globulina de conejo (preparada en cerdo), marcada
con isotiocianato de fluoresceina y antigamma globulina de co-
bayo (preparada en oveja), marcada con isotiocianato de roda-

mina.

Materiales y Métodos

Se seleccionaron las biopsias sobre la base de los resul-
tados de deteccidn de antigenos virales por inmunoperoxidasa
a: 40 casos con positividad para ambos virus y con diagndstico
de: condilomas, 8; lesiones no displéasicas, 5; displasia leve,

8; displasia moderada, 8; displasia severa, 8; carcinoma "in

situ", 3. Como controles se seleccionaron: 1) 9 casos nega-
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tivos para ambos virus y diagndsticos de: condiloma, 2; lesidn
no neoplasica, 2; displasia leve, 2; displasia moderada, 2;
displasia severa, 1l; II) 10 casos positivos para VHS2 y diag-
nésticos de: condiloma, 2; lesidn no neoplasica, 3; displasia

leve, 1; displasia moderada, 2; displasia severa, 1; carci-

~e

noma "in situ", 1; III) 10 casos positivos para VP y diagndsti-
cos de: condiloma, 2; lesidn no neopléasica, 3; displasia mode-
rada, 2; displasia severa, 2.

Se efectuaron cortes seriados de SIpm a partir de los mis-
mos bloques histoldgicos examinados anteriormente por la téc-

nica IP.

Inmunosueros

1) Suero anti VP: se utilizd una dilucidn 1/30 del mismo

que fue preparado para estudios inmunoenzimdticos (pag.S8).

2) Suero anti VHS2: se inocularon cobayos con suspensidn

viral clarificada por centrifugacidén (pagl52) (103 DICTSO0: 0,5
ml) por via subcutdnea y 0,5 ml por via intraperitoneal. A los
7 dias, se repitid la inoculacidn y a los 25 dias se sangrd
por puncidn cardiaca. El inmunosuero obtenido fue absorbido y
su especificidad fue demostrada en ensayos de reactividad
descriptos previamente (pag.59). La dilucidn empleada fue 1/30.

3) Sueros control negativos de conejo y cobayo: previo a

la inmunizacidn, se sangraron los animales, obteniéndose sue-
ros sin reactividad frente a ambos virus (pag.60) (dilucidn
1/30).

4) Antigamma globulina G de conejo: (preparada en cerdo
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marcada con isotiocianato de fluoresceina (Instituto Pasteur).
Dilucidn empleada 1/100.

S) Antigamma globulina G de cobayo: (preparada en oveja)

(Sigma) fue marcada con isotiocianato de rodamina (Sigma)
(relacidn de 0,016 mg de rodamina por mg de proteina) (163).
A las globulinas diluidas al 3% en solucidn de fosfato de Na
0,1 M pH 10, se agregd la rodamina durante un periodo de 4
horas, dejandose en agitacidn durante un total de 21 hs a
25°C. se ajustd el pH a 7,2 con hidrdxido de sodio IM. Se dia-
1iz6 a 4°C durante 4 dias frente a fosfato de sodio 0,01 M,
ClNa 0,15, pH 7,2, efectuandose dos cambios diarios, en el 4l-
timo de los cuales se agregd Dowex 2-X4, a fin de absorber el
colorante no conjugado y acelerar la didlisis. Se evalud la
calidad del conjugado frente a células Hep-2 infectadas con
VHS2 y células normales (control negativo), fijadas en ace-
tona fria durante 20 min. a -20°C. (Anexo 13, P&g.152) .-

Se efectuaron diluciones seriadas del antisuero marcado
Yy se ensayaron mediante inmunofluorescencia indirecta, esta-
bleciéndose la dilucidén 1:50 como las mas adecuada.

Inmunofluorescencia (IF)

1) Biopsias: se desparafinaron por tres pasajes en xilol,
10 minutos cada vez. Luego se hidrataron por pasajes en alcohol
etilico de graduacidn decreciente (960, 800, 700, 600, 300),
3 pasajes por agua destilada y pasaje por tampdn de IF (fos-
fato de Na 0,5 M, ClNa 0,15 M; pH 7,7).

Células fijadas: se lavaron con agua destilada y luego con

tampdn de IF ..



2) A fin de saturar los sitios de unidn inespecificos pre-
sentes en los tejidos a colorear, las biopsias y células fi-
jadas fueron tratadas durante 10 minutos con una mezcla de
partes iguales de suero normal de cobayo y suspensidn normal
de conejo.

3) Las muestras se lavaron con tampdn de IF y se incubaron
con una mezcla de diluciones de antisuero anti VP y anti VHS2,
en camara hiGmeda durante 24 hs a 35°C.

4) Luego se lavaron dos veces durante 30 min con tampdn
de IF y una vez con agua destilada.

5) Se incubaron durante 30 min a 37°C con una mezcla de
ambos conjugados, cuyas diluciones finales fueron para las
marcadas con fluoresceina 1:100 y con rodamina 1:50.

6) Las muestras se lavaron como se menciond en el punto
4 y se efectud una coloracidn de contraste con azul de Evans
(2 O/oo) durante 5 min., lavdndose con agua destilada. En
el montaje, se utilizd glicerina al 10% en tampdn de IF.

Como control negativo de la coloracidn, se procesaron si-
multineamente muestras en las cuales se reemplazd el primer
inmunosuero por una mezcla de sueros preinmunes de cobayo y
conejo (dilucidn final de cada uno de ellos 1:30), continuan-
dose con los pasos 4 -.6.

RESULTADOS

1. Deteccidn de Antigenos por Inmunofluorescencia

. . . o
En etapas previas, se ensayaron incubaciones a 4y 35°C, resul-

tando la segunda temperatura mas adecuada para la obtencidn
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de marcaciones mas intensas; para evitar inespecificidades
derivadas de la evaporacidén del inmunosuero sobre la biopsia,
se recurrid a incubar con vollGmenes mayores gque los usados
habitualmente.

Sobre un total de 40 casos positivos VP + VHS2 (por IP),
se observd fluorescencia especifica de 18 (70%), resultando el
resto negativos para alguno de los dos virus o para ambos
(Tabla 1). Similarmente, sobre 10 biopsias.control VP positi-
y 10 VHS2 positivas, fueron confirmados los resultados en 5

(50%) y 7 (70%) casos, respectivamente.

TABLA 1: DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES POR INMUNOFLUORESCENCIA

INDIRECTA DOBLE RODAMINA/FLUORESCEINA (IFID)

Muestras No. casos VP+ VHS2+ VP + VHS2
VP+ (control) 10 5 (50%) - -
VHS2+ (control) 10 7 (70%)
VP-VHS2-(control) 9 - -
VP+VHS2+ 40 3 (7,5%) 9 (22,5%) 28 (70%)
Total 69 8 16 28

VP+ = positivo para virus Papiloma

VHS2+ = positivo para virus Herpes simplex tipo 2

VP-VHS2 + negativo para ambos virus

VP+VHS2+ = positivo para ambos virus

2. Localizacidén de los Antigenos Virales

La localizacidén a nivel celular de los antigenos virales
de VP y VHS2 fue similar a la observada por IP, es decir, nu-

clear y/o citopléasmica para el segundo (fig. 2 y 3). En los
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FIGURA N°1 (Arriba)

Localizacidn de antigenos de vi=
rus Papiloma. Positividad nuclear
tipica. (Condiloma Plano) (Inmuno-
fluorescencia doble rodamina/fluo-
resceina, aumento 150 x).

FIGURA N°2 (Abajo,derecha)

Localizacidn nuclear y citoplasmid-
tica (débil) de antigenos de virus
Herpes simplex tipo 2 en una dis-
plasia severa. (Inmunofluorescen-
cia doble rodamina/fluoresceina,
aumento 100 x).

FIGURA N°3 (Abajo, izquierda).

Positividad con localizacidn nu-
clear de antigenos de virus Herpes
simplex tipo 2 en una metaplasia
escamosa. (Inmunofluorescencia do-

ble rodamina/fluoresceina, aumento
160 x) .-
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FIGURA N°4

Inmunofluorescencia positiva para vi-
rus Papiloma (verde) y para virus Her-
pes simplex (amarillo). Las positivi-
dades se observan en areas adyacentes,
mostrando cierto grado de yuxtaposi-
cidn (Aumento 150 )

FIGURA N°5

Localizacidn de antigenos de virus Pa-
piloma (coloracidn verde) y virus Her-
pes simplex (grd@nulos intranucleares

amarillos).

Infecciones yuxtapuestas.

(Inmunofluorescencia doble rodamina/
fluoresceina,

aumento 150 x).
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controles VP positivos, aparecid ocasionalmente un halo verdo-
sO citoplasmatico que no pudo ser eliminado por absorcidn

del inmunosuero con lisado de piel bovina (Anexo, pag.151).
aunque esta inespecificidad no afectd6 la observacidn de las
preparaciones.

Las imagenes microscdpicas mas frecuentes en los contro-
les VHS2 fueron las granulaciones nucleares y el halo perinu-
clear amarillo-rojizos.

En las infecciones asociadas de ambos virus (28 casos)
pudieron distinguirse 4 tipos de localizaciones:

a) Ambas positividades se hallaron en areas diferentes
del epitelio cervical, por lo general bien delimitadas y veci-
nas o no, .aunque sin relacidn entre si: (4/28) 11%.(fig. 1y 2).

b) En la misma drea y en forma de mosaico, con células
que presentaban una u otra marcacidn especifica: (10/28) 36%
(fig. 3).

c) En la misma area con nGcleos de coloracidn amarillo-
verdosos, revelando la presencia en la misma células de anti-
genos asociados a ambos virus: (11/28) 39% (fig. 4y 5).

d) En la misma drea, con positividad nuclear para VP y
citoplasmatica para VHS2: (3/28) 11%.

En la Tabla 2 se han resumido los resultados que relacio-
nan los diagndsticos histopatoldgicos con la distribucidn
de las proteinas virales en los tejidos cervicales estudiados.

Las localizaciones b y c se observaron con mayor frecuen-

cia y en porcentajes similares. La primera (b) fue mids frecuente
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en las lesiones benignas o en displasia leve y la segunda

(c) en las de mayor severidad.

TABLA 2: RELACION ENTRE EL TIPO DE LOCALLZACION Y EL GRADO

DE LA LESION

PATOLOGIA (a) LOCM(%)ZACIONES(C) () Total
Condiloma 1 3 - - 4

No neoplasica 1 2 1 - 4
Displasia leve 4 2 1 7

DIsp. mod. - 1 5 1 7

Disl. sev. 1 2 1 4
Carcinoma "in situ"1 1 2

Total 4 (11%) }30 (36%) 11»(39%) 3 (ll%& 28 (100%)

86%
Discusidn

La metodologia empleada permitid identificar simult&nea-
mente la localizacidn de las proteinas asociadas con los vi-
rus en estudios, aunque los resultado sugieren una menor
sensibilidad de la IFID en relacidn con la IP para detectar
bajos niveles de proteinas virales. Por un lado, fue necesa-
rio utilizar mads alta concentracidn de sueros y por otro,
comparando los resultados por IP, tanto los controles positi-
vos para uno u otro antigeno, como las muestras en estudio
confirmaron la positividad en 57% de los casos, lo cual im-

plicaria una limitacidn en el empleo de dicha metodologia.



En el grupo estudiado, las infecciones yuxtapuestas consti-
tuyen el 86% de los casos examinados e incluyen los tipos de
localizacidn b), c) y d) mencionados. Los del grupo b), que
presentan la imagen de pequefios focos, podrian representar una
primera etapa de la yuxtaposicidén de ambas infecciones.

En la localizacidn c¢), ambos antigenos aparecen exclusi-
vamente en el niicleo, lo cual podria significar en el caso de
VHS2, un bloqueo de la expresidn de las etapas tardias de tal
replicacidn, tal vez relacionado con las modificaciones celu-
lares debidas a la presencia de VP.

Considerando la posibilidad de una transicidén de b) a c¢),
se observaron mayores frecuencias de tipo b) en las lesiones
benignas o de menor grado de severidad y el tipo c¢) en las méas
severas.

El seguimiento de las pacientes (que serd analizado pos-
teriormente en el Capitulo 7), ha mostrado una regresidn de
las lesiones y desaparicidn de los antigenos de VP y VHS2 en
los tres casos de loaclizacidn d), en tanto que el tipo c¢) de-
mostrd persistencia viral por largos periodos o progresidn
de las lesiones.

El VP ha sido sefialado como promotor por su capacidad de
inducir la proliferacidn celular, habiéndose postulado su in-
teraccidn con iniciadores (157); dicho rol (iniciador) po-
dria ser atribuido al VHS2, por sus propiedades mutagénicas
(93); las infecciones herpéticas recurrentes de tejidos afec-

tados por VP podrian aumentar el riego de aparicidn de clones

celulares malignos.
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EXPRESION .DE PROTEINAS ESTRUCTURALES Y NO ESTRUCTURALES DE

VIRUS HERPES SIMPLEX TIPO 2 (VHS2) EN LESIONES DEL CUELLO

UTERINO: SU RELACION CON LA INFECCION CON.VIRUS PAPILOMA (VP)

En el Capitulo 3, se sefiald que el inmunosuero anti VHS2
empleado en la demostracidn de antigenos virales en biopsias
de cuello uterino presentaba reactividad por inmunoperoxidasa
(IP) para células Hep-2 infectadas durante 4 & 24 hs. Por lo
tanto, las frecuencia de antigenos de VHS2 halladas podrian
corresponder a la deteccidn de proteéinas totales (tempranas
y tardias) del virus. Con el objeto de evaluar la presencia de
proteinas tempranas, se efectud un estudio sobre la expresidn
de los polipéptidos ICP 11/12 (p&g.20) en lesiones del cérvix,
investigando, ademds, una posible relacidn con la infeccidn
con VP.

Los polipéptidos ICP 11/12 son del tipo beta, no estructu-
rales, con capacidad para ligarse con el ADN, propiedad en la
cual ha sido basada su purificacidén por cromatografia en colum-
na de ADN-celulosa. De los 15-20 polipéptidos ICP que pueden
purificarse por este método, son los que presentan mayor afi-
nidad por el ADN desnaturalizado de la columna, por lo que
pueden obtenerse con un alto grado de pureza (164) (165) (166)
(167) . Ademads, parecen participar en la sintesis del ADN viral.

El antisuero ICP 11/12 fue utilizado por el Dr. G. Dress-
man (76) y otros (169) para investigar informes virales en biop-
sias de neoplasia intraepitelial, demostrando positividad en

el 38% de las displasias y carcinomas.



Pacientes, Materiales y Métodos

Se estudiaron un total de 249 pacientes, considerandose
dos grupos: aquéllas que presentaban lesiones benignas (LB):
147 casos (incluyendo 13 pacientes con condilomas y 134 con
lesiones ne neopléasicas, tales como metaplasias maduras e
inmadurasm cervicitis crdénica, etc.); el segundo grupo con
lesiones premalignas y malignas (LPM): 102 pacientes (displa-
sia leve, 13 casos; displasia moderada, 20 casos; displasia
severa, 28 casos; carcinoma "in situ", 33 casos; carcinoma
invasor, 8 casos).

El 28% del subgrupo LB y el 50% del LPM eran pacientes que
presentaban positividad para antigenos de VHS2 por imunoperoxi-
dasa. El diagndstico de la-infeccidn por VP se realizd por
evaluacidn del efecto citopatico caracteristico (EC-VP) (18),

en cortes histoldgicos.

Deteccidn de Antigenos Virales por Inmunoperoxidasa

a) Inmunosueros

§nti VHS2: fue preparado en conejos, por inoculacidn de suspen-
sibén viral clarificada obtenida a partir de cé&lulas RK 13 (ri-
fidn de conejo) infectadas y lisadas. El1 inmunosuero fue absor-
bido con cé&lulas RK 13 no infectadas para eliminar posibles
inespecifidades derivadas de la respuesta hacia proteinas
celulares. Su especificidad fue demostrada en estudios pre-

vios (Anexo 1llpag.153).
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Anti ICP 11/12: el inmunosuero, cedido gentilmente por el

Dr. Kenneth Powell, fue obtennido en conejos en la Universidad
de Leeds (Anexol4pagl60) (165) (166).

Anti VP: el inmunosuero con especificidad hacia proteinas
estructurales comunes de género Papiloma, fue preparado en co-
nejos por inoculacidén de particulas virales disociadas por ca-
lentamiento y tratamiento con 2 marcaptoetanol (pdg.58). Su
especificidad fue demostrada previamente (Anexo 8 pag.150).

Suero control negativo: obtenido por sangrado de los conejos

previo a la inoculacidn de antigenos virales (pag.60).

b) Técnica Inmunoperoxidasa (IP): de las 249 pacientes

se obtuvieron y procesaron 530 biopsias (a algunas pacientes,
se les efectud en el mismo momento mds de una toma de biopsia)

seglin’'la metodologia previamente descripta. (AnexolZpagl54).

RESULTADOS

A) Localizacidén de los Antigenos Totales y Tempranos de

VHS2 por IP

Se observaron tres clases de localizaciones: nuclear (N),
citoplasmatica (C) y nuclear-citoplasmatica (N+C). En la pri-
mera sdlo se obsevaron nicleos coloreados, generalmente en
focos, localizados en todo el espesor del epitelio (fig. 1).

La positividad C se caracterizd por la presencia de una
granulacidén fina por debajo y rodeando al nficleo; las células
positivas formaban focos o estaban distribuidas uniformemente
en todo el epitelio, abarcando las capas medias y superiores

del mismo (fig. 2).

La positividad mixta N+C también fue observada en los es-

tratos medios y superiores del epitelio (fig. 3). En general,
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el suero anti VHS2 did reacciones coloreadas mas intensas
que el anti ICP 11/12 (fig. 4y 5).

En la Tabla I, se presentan los resultados sobre localiza-
cidn y positividad en relacidn con los inmunosueros empleados.
La localizacidn N fue mas frecuentemente observada con el anti
VHS2, en tanto que la C y N+C los fueron para el anti ICP 11/
12.

Sobre un total de 92 pacientes seleccionadas por su posi-
tividad para VHS2, 65 (71%) resultaron también positivos para
antigenos tempranos de VHS2 (Tabla II).

De las 157 biopsias seleccionadas por su negatividad fren-
te al suero anti VHS2,.50 (32%) resultaron positivas frente al
suero anti ICP 11/12 (Tabla II).

Dentro del grupo VHS2 positivo, aproximadamente en el
50% de los casos, la positividad se observd en el niicleo y
citoplasma y en el 25% de los casos, en el citoplasma solamente.

(Tabla III).

B) Comparacidén de las Frecuencias de Deteccidn de Antigenos

Totales y Tempranos

Es necesario sefialar que las frecuencias observadas no
representan la poblacidn inicialmente estudiada, ya que hubo se-
lecciones sobre la base de la positividad para antigenos de
VHS2 y se incorporaron nuevos casos.

La Figura 4 permite comparar los porcentajes de detec-
cidn viral con los sueros mencionados. No se observan dife-
rencias entre el grupo LB y LPM en el porcentéje total de

proteinas tempranas (44% para el grupo LB y 50% para el LPM),
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pero si se observan diferencias en la frecuencia de detec-
cidén de antigenos totales vy cuando se compara la positivi-
dad obtenida con ambos sueros (19% para LBy 36& para LPM).

C) Presencia de Antigenos Tempranos de VHS2 y VP en

Relacidn con EC-VP

De 74 biopsias con EC-VP del grupo LB (147 pacientes) sdlo
29 (39%) expresan el antigeno de VP,

De 57 biopsias con EC~VP del grupo LPM, 17 casos (30%) de-
mostraron presencia de antigenos de VP (Figura 5a).

La fig. 5b muestra que la concomitancia de ICP 11/12 y
EC-VP es del 31% (45/147) en el grupo LB y de 32% en el grupo
LPM. La misma figura muestra que en la mayoria de los casos

ICP 11/12 positivos (70%):se detectaron signos de EC-VP.

DISCUSION

Los resultados confirman las presunciones previas referidas
al reconocimiento del suero ANTI VHS2 de proteinas tempranas ya
que el 71% de las biopsias seleccionadas por su positividad
para VHS2 por inmunoperoxidasa reaccionaron con el suero anti

ICp 11/12.

En el presente estudio se observaron proteinas tempranas
de VHS2 en ambos grupos de pacientes (LB y LPM) con porcenta-
jes levemente superiores en el grupo LPM (63% frente a 55%),
pero la diferencia se acentlia cuando se tiene en cuenta la po-
sitividad simultdnea obtenida con ambos sueros anti VHS2 y

anti ICP 11/12 (36% en LPM y 19% en LB).

La localizacidén de ICP 11/12 fue nuclear (15%), citoplas-
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ca (37%) y nuclear-citoplasmatica (48%). La primera podria
representar infecciones iniciales pues el suero anti ICP

11/12 ha mostrado una reaccidn tipicamente nuclear frente a
cadlulas infectadas y fijadas.(77). La localizacidn citoplasmia-
tica podria asociarse con transformacidén ya que la misma ha
sido observada en células transformadas "in vitro" por el
virus inactivado (77) y en el 42-89% de los carcinosmas cer-
vicales y vulvares (77) (78) (170). La presencia de proteinas
tempranas en el nacleo-citoplasma podria ser el producto de
una interaccidn virus-célula modificada por la infeccidn con-
comitante ron VP. En el grupo estudiado, la expresidn de pro-
teinas tempranas en cualquiera de sus localizaciones podria
estar relacionada con la concomitancia de infecciones (VHS2-
VP) ya que el 70% de las biopsias positivas para proteinas tem-
pranas se han demostrado en tejidos con EC-VP.

La deteccidn de antigenos de VP en tejidos con EC-VP ha si-
do del 39% en el grupo LB y del 30% en el grupo LPM.

Como se menciond anteriormente (Capitulo 3) en los procesos
neoplasiecos, la desdiferenciacidn celular afectaria la permisi-
bilidad a la infeccidn, ya que los VP necesitan cierto grado
de diferenciacidn para expresar las etapas tardias de su cjclo
de replicacidn. Por otro lado, modelos experimentales (Papilo-
ma Shope) y naturales en humanos (epidermodisplasia verrucifor-
me) han sefialado que la conversidn maligna va acompanada de la
desaparicién particulas virales. El bajo porcentaje de antige-

nos de VP en LPM (39%) confirma los resultados presentados en

el Capitulo 3, es decir, disminucidn de la expresidn de antige-



genos virales en las lesiones mids severas. Pero el bajo nivel de

e presidén de antigenos en el grupo LB no puede explicarse con las
mismas razanes. A la luz de los presentes resultados, podrian su-
gerirse otras posibilidades alternativas, en especial ante la ocu-
rrencia de una infeccidn herpética concomitante. La presencia six
multdnea de ambos virus podria afectar los ciclos de replicacidn
de los mismos en el caso de los VHS2, limitando la expresidn de
proteinas, ya que el 71% correspondidé a proteinas tempranas, En el
caso de VP, sdlo puede seflalarse la disminucidn de los porcentajes
de deteccidn de proteinas estructurales; luego, ambos virus mues-
tran limitaciones en la sintesis de proteinas estructurales.

Los distintos momentos en los cuales podria comenzar esta inter-
accidén daria como resultado un espectro de respuestas, cuya expre-
sién podrian ser las distintas localizaciones de proteinas estruc-
turales de VP. Ademds podria implicar una continua expresidn de fun
ciones virales tempranas de ambos virus, las cuales han sido rela-
cionadas con eventos de carcinogénesis (136b)(171)(172)

Algunos ensayos "in vitro" han demostrado que las células Raji
persistentemente infectadas con VHS2 expresan ICP 11/12 (173); es-
tas proteinas han sido demostradas en este estudio y en otros (174)
(76) en biopsias y cé&lulas descamadas del cérvix, lo cual podria
sugerir una persistencia viral en el epitelio cervical normal o
atipico. Las infecciones crdnicas han sido propuestas como impor-
tantes en el desarrollo de la neoplasias intraepitelial (60), por
lo gue resulta de interés evaluar si tal persistencia constituye

un factor de riesgo de las lesiones.



TABLA I: LOCALIZACION DE LOS POLIPEPTIDOS ICP11/12 (TEMPRA-
NOS Y TOTALES DE VIRUS HERPES SIMPLEX TIPO 2 (VHS2)
EN CONTROLES, LESIONES BENIGNAS (LB), PREMALIGNAS
Y MALIGNAS DEL CERVIX
Suero ‘Controles + LB Total
Localizacidn LB LP
Anti N 29 (71%) 29 (57%) 58 (63%)
VHS2 C 2 ( 5%) 1 ( 2%) 3 ( 3%)
N+C 10 (24%}) 2 ( 4%) 31 (34%)
Total 41 (100%) 51 (100%) 92 (100%)
Anti N 11 (17%) 6 (12%) 17 (15%)
ICP 11/12 C 26 (40%) 17 (34%) 43 (37%)
N+C 28 (43%) 27 (54%) 55-(48%)
Total 65 (100%) S0 (100%) 115 (100%)
Localizacién: N = Nuclear; C = citoplasmatica; N+C = nuclear

LB =

LPM= Lesiones

Lesiones

y citoplasmatica.

benignas (metaplasia -madura e inmadura- cervi-

citis crénica, etc).

premalignas (displasia leve, moderada y severa;

carcinoma "in situ" e invasor).
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TABLA II: COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS CON LOS

ANTI VIRUS HERPES SIMPLEX TIPO 2 (ANTI VHS2) (TO-

TAL) Y EL ANTI PROTEINAS TEMPRANAS DE VHS2 (ANTI

ICP 11/12
BIOPSIAS RESULTADOS DE IP LB LPM TOTAL
[ICP 11/12+ 28 (68%) 37 (72%) 65 (71%)
VHS2+ | ICP 11/12 - 13 14 27
Sub-total 41 (100%) 51 (100%) 91 (100%)
VHS2- ICP 11/12+ 37 (35%) 13 (25%) 50 (32%)
ICP 11/12- 69 38 107
Sub-total 106 (100%) 51 (100%) 157 (100%)
TOTATL 147 102 249
LB = lesiones benignas (condilomas, metaplasias, cervicitis
crdnica, etc.)
LPM = lesiones premalignas (displasia leve, moderada, severa,

carcinoma "in situ" e invasor).

IP = Inmunoperoxidasa.
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FIGURA 4 Comparacidon de las frecuencias de deteccidn de
antigenos totales y tempranos de virus Herpes
simplex tipo 2 en lesiones de cuello uterino.

LB (147 pacientes) LPM (102 pacientes)

SN =
VHS 2 SR VHS2 + ICP 11/12

ICP 11/12 - Negativos J:—.—-_

. VHs2 Virus Herpes simplex tipo 2 (antigenos totales)
ICP 11/12 Proteinas tempranas de VHS2

LB Lesiones benignas (condilomas, metaplasias, cervicitis
cronicas) .-

LPM Lesiones premalignas y malignas (displasias y carcinomas).




Figura 5 Deteccidn de antigenos de virus Papiloma y proteinas
tempranas de virus Herpes simplex tipo 2 en relacidn
con la presencia de EC - VP.

a)
LB (147 pacientes) LPM (102 pacientes)

50%

7, EC-VP + VP
/Zﬁ VP

b)

LB (147 pacientes) LPM (102 pacientes)

SO0 ) 1eP 11/12

- EC-VP + ICP 11/12

ICP 11/12 Proteina temprana de virus Herpes simplex tipo 2.
EC-VP Efecto citopatico de virus Papiloma (VP).
LB Lesiones benignas (condilomas, metaplasias, cervici-

tis cronica etc.)

LPM Lesiones premalignas y malignas(Displasias y carcino-
mas. )
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DISTINTOS TIPOS DE VIRUS PAPILOMA (VP) EN LESIONES DEL CERVIX

INTRODUCCION

Estudios citoldgicos, histoldgicos e inmunohistoquimi-
cos han revelado una relacidén de los VP con la neoplasia
intraepitelial; el empleo de técnicas de clonado de ADN vi-
ral e hibridacidn molecular han demostrado la presencia de
siete tipos distintos de VP en las lesiones del cé&rvix ute-
rino: vp 6, VP, 11, VP 16, VP 18, VP 31, VP 33 y VP 35. Los
primeros se han hallado predominantemente en condilomas y dis-
plasias leves (176) (177) mientras que los VP 16 y VP 18 se ha-
llaron mas frecuentemente en canceres invasivos (36-49% y 22-48%,
respectivamente) .

Los VP 33 y 35 se detectaron recientemente en menor pro-
porcidn en displasias y carcinomas invasores de cuello y vul-
va (4-8%) (176) (177).

En las clasicas verrugas, la produccidn viral depende del
grado de diferenciacidn del tejido infectado y los viriones se
detectan en los nlicleos de las capas superficiales en cé&lulas
que presentan la atipia coilocitdtica. En las lesiones pre-
malignas, la expresidén de funciones virales, la deteccidn
de antigenos virales y la maduracidén son menos frecuentes,
aunque se ha demostrado la presencia de genoma viral por
técnicas de extraccidn de ADN e identificacidn por hibridacidn
molecular sobre filtros. Estas tecnologias no permiten iden-

tificar los nicleos celulares que contienen el ADN viral,



para lo cual se aplica hibridacién "in situ".

Los métodos clasicos de hibridacién "in situ" emplean son-
das preparadas con polinucledtidos radioactivos combinando 1la
especificidad con altisima sensibilidad. A pesar de ello,
estos procedimientos presentan algunos inconvenientes asocia-
dos con la radioactividad: largos tiempos de incubacidn (sus-
tancias tritiadas), corta vida media de los radioisdtopos (en
el caso de marcaciones con f8sforo radioactivo), fondo ines-
pecifico, alto costo e infraestructura adecuada. Alterna-
tivamente, se emplean otros métodos que aprovechan la interac-
cidon especifica entre la biotina y la streptavidina y se pre-
paran sondas de hibridacién a partir de los nucledtidos pre-
cursores biotinilados. Los hibridos formados se ponen en evi-
dencia por inmunohistoquimica (178).

El precursor, deoxiuridina trifosfato puede presentar en
la posicidn del carbono 5 del anillo de pirimidina una cadena
ligante de 4, 11 6 16 carbonos, que unen a la biotina; la
longitud de dicha cadena influye en la capacidad de la biotina
para interactuar con la streptavidina o con un anti;uero an-
tibiotina; asi, por ej. el de 4 atomos no permite que la strep-
tavidina se una en forma directa con la biotina y es necesario
el empleo de antisueros antibiotina para poner en evidencia
los hibridos; en cambio, la que presenta 11 6 16 atomos re-
acciona eficientemente en forma directa con la streptavidina

y el inmunosuero anti biotina, por lo cual son los desoxinu-



Xinucledtidos biotinilados mias empleados.

La hibridacidén "in situ" con sondas biotiniladas puede
ser aplicada en la deteccidn de ADN de VP en biopsias fijadas
y embebidas en parafina, con la ventaja de la preservacidén de
los detalles celulares y la arquitectura del tejido.

En el presente estudio, se ha aplicado la técnica hibrida-
cidén "in situ" en su variante colorimétrica, sobre biopsias
fijadas y embebidas en parafina, con el objeto de detectar se-
cuencias de ADN de VP en diversas lesiones del cuello uterino;
las hibridaciones se llevaron a cabo en condiciones estrictas
(17OC por debajo de la temperatura de fusidén del ADN viral -
Tm) a fin de identificar los VP 6, VP 11, VP 16 y VP 18, pero
paralelamente se efectuaron ensayos en condiciones no estric-
tas (42° por debajo de Tm) empleando en la mezcla reaccional
los VP 6-11 © VP 16-18 comhinados, con el objeto de verificar
la posible presencia de otros tipos virales distintos @unque
relacionados ) de los cuatro mencionados. En todos los casos,
se tratd de comparar los resultados obtenidos por esta metodo-
logia con las observaciones histoldgicas e inmunohistoquimi-
cas (deteccidén de antigenos virales).

I. Pacientes, Materiales y Métodos

Se estudiaron un total de 112 mujeres con diversas lesio-
nes de cérvix, incluyendo: controles normales, 4; lesio-
nes no neoplésicas(cervicitis crdnica, metaplasia madura e
inmadura), 12; condiloma (plano), 19; displasia leve, 19;
displasia moderada, 14; displasia severa, 24; carcinoma "in

situ", 23; carcinoma invasor, 7. En la Tabla 1, se muestran



las edades promedio para cada tipo de lesidn.

A todas las pacientes se les efectud un estudio gineco-
16gico completo (citologia, colposcopia con biopsia dirigi-
da) .

Las biopsias fueron fijadas en paraformaldehido al 4% du-
rante 30 minutos a una hora (segiin el tamafio del fragmento)

Y luego embebidas en parafina como es habitual (Anexo, pag.
140 ). A partir de la misma muestra, se prepararon secciones
de Sle para los estudios histoldgicos, inmunohistoquimicos y
de hibridacidn "in situ".

Un total de 250 biopsias (correspondientes a 112 pacien-
tes) fueron re-evaluadas de acuerdo con el criterio morfold-
gico aceptado para la infeccidén con VP (10)(18); en las mismas,
se determind la presencia de antigenos de VP por inmunoperoxi-
dasa (Anexo, pag.152).

II. Hibridacidén "in situ" (Anexo 17, p&g. 175).

Preparacidn de sondas de ADN viral biotiniladas: los ADN

de los VP tipos6, 11, 16 y 18 clonados enplasmidos PBR 322
fueron cedidos gentilmente por el Dr. Harald zur Hausen del
Centro de Referencia devirus Papiloma de Heidelberg (Alemania
Occidental); los mismos se transfectarcn en bacterias Escheri-
chia coli cepa HB 101 (Anexo, pag.l164). Los plédsmidos - ADN VP
fueron extraidos de las bacterias y se realizd el marcado

de los mismos y del vector PBR 322 solo (a fin de emplearlo

en las hibridaciones como sonda control negativo). Para el



biotinilado, se siguieron las especificaciones fijadas

para el uso del equipo empleado (Kit Nick Translation, Be-
thesda Res. Lab.) usando como precursor marcado desoxiuridi-
na trifosfato 11 biotina (Bethesda Res. Lab.) 2,5/11/1n1.
Para determinar la eficiencia de la reaccidén, se colocaron
20/11 de cada ADN viral biotinilado sobre filtros de nitro-
celulosa (Millipore 0,2 }U, se secaron a 70-80°C y luego

se lavaron dos veces a 4°C con SSC 2x, 3% de albiGmina bo ina,
intercalando el secado a BOOC; luego del segundo lavado, se
dejaron los filtros secar al aire.y seguidamente, se los incu-
b5 a 37°C durante 30 min. con el complejo streptavidina-
peroxidasa (Bethesda Res. Lab.)diluido 1/300. Se lavd dos veces
con SSC 2x, dejando secar al aire . Se reveld con diamina-
nobencina (DAB) (Sigma) complejada con niquel y perdxido de
hidrdgeno (DAB: 0,05%, cloruro .de niquel 0,7/pg/mL perdxido
de hidrbégeno 0,01%); la reaccidn fue detenida por lavado con
agua destilada. Como control negativo, se prepararon filtros
con ADN de esperma de salmdn(Sigma) sin biotinilar y se trata-
ron como fue descripto. La intensidad de la coloracidn ob-
tenida luego del revelado demostrd la eficiencia de la marca-
cidn; por otro lado, el ADN de salmdn no presentd coloracidn

por esta técnica.

Hibridacién: el método fue llevado a cabo como fue descrip-

to anteriormente(177) con algunas modificaciones: las seccio-

nes fueron desparafinadas por pasajes por xilol y etanol; 1la
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actividad peroxidasa enddgena se bloqued con perdéxido de hidré-
geno 10% en etanol. Las secciones se rehidrataron y tra-

taron secuencialmente con pronasa B (Calbiochem Behring Corp.)

(1 mg/ml) y ARNsa pancredtica (Sigma)(lOOAPg,/ml); ambas enzi-
mas se diluyeron en tris ClH 0,05, pH 7,6; EDTA 5 mM, interca-
lando un lavado con tampdn glicinado (fosfato monosédico 0,5 M,
fosfato bisdédico 0, 5 M; ClNa 0,15 M; glicina 0,25 M). Las mues-
tras se postfijaron con paraformaldehido al 4% durante S min,
lavando dos veces con tampén glicinado y luego con tampdn

solo. Se deshidrataron y secaron al aire.

Las mezclas de hibridacidén (preparadas para cada tipo de VP)
contenian ADN viral biotinilado (4}Pg/m1), sulfato de dextran
10%; SSC 2x (cloruro de sodio 3 M, citrato de sodio 0,3 M);
ADN de esperma de salmdn (Sigma tipo 8)(100}pg/m1) y formami-
da desionizada en dos concentraciones distintas; para hibrida-
ciones a 37°C en condiciones no estrictas fue al 10% (Tm

-42°C) para condiciones estrictas al 50% (Tm -170C).

Para las hibridaciones en condiciones no estrictas, se
emplearon las mezclas de ADN virales: VP 6-VP 11 y VP 16-VP
18, para detectar secuencias virales relacionadas a los corres-
pondientes VP. Se distribuyd 15/11 de la mezcla de hibrida-
cidn sobre las secciones, cubriéndolas con cubreobjetos sili-
conados sin sellar. La sonda y las secciones se desnaturaliza-
ron juntas por calentamiento en bafo de agua a 90°c durante
6 min y luego se incubaron en camara himeda a 37°C durante
18 hs. Los cubreobjetos se retiraron por inmersidén en la solu-

cién SSC 2x, alblimina bovina 3% y los cortes se lavaron
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secuencial mente con SSC.2x -alblmina bovina 3%; tris C1lH

0,05 M, pH 7,6, albGmina bovina 3%. Los hibridos se visuali-
zaron por reaccidén inmunohistoquimica; las secciones se incuba-
ron con el complejo PAP (streptavidina-peroxidasa) (dilucidn
1:300) durante 30 min a 37°C. Luego, se lavaron con tampdn

de fosfato-tritdén 0,1% y con tris ClH 0,05 M, pH 7,6. Se agre-
gd el sustrato de la enzima DAB (preparado como se indica en

la Seccidn "preparacidén de la sonda biotilinada"), se incubd
5-10 min y se lavd con agua destilada. Se fijé con agua osmifi-
cada, repitiéndose los lavados. Como coloracidn de contraste,
se empled hematoxilina débil, luego de lo cual las secciones

se deshidrataron y montaron como es habitual.

Resultados

1) Frecuencia de ADN de VP en la Poblacidn Estudiada

En las 112 pacientes , el andlisis de las biopsias por
hibridacidn "in situ" en condiciones estrictas (E) reveld
la presencia de VP en el 61% del grupo de estudio (Tabla2),
correspondiendo el 12% al VP 6; el 12% al VP 11; el 6% al
VP 16; el 12% al VP 18. En el resto, la positividad fue
obtenida en condiciones no estrictas detectdndose secuencias
nucleotidicas virales relacionadas con los VP 6 y 11 en el
13% de las muestras y con los VP 16 y 18 enel 11%. La sumato-
ria de las frecuencias para cada tipo viral supera el 6%
mencionado y es porque en algunas de las muestras se encon-

trd mas de un tipo viral, p. ej. en condilomas, 3 casos mos-

traron respectivamente positividad simultdnea (CE) para los
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tipos 6 y 11; 11 y 18; 16 y 18. En un carcinoma invasor, se
detectaron los tipos 6 y 18 (CE) y en otro, el VP 18 (CE)
y secuencias relacionadas con los VP 6 y 11 (condiciones
no estrictas, an areas distintas). En relacidn con las eda-
des, no se observd una asociacidn de un determinado tipo vi-

ral con la edad o rango de edades de las pacientes.

2) Localizacidén de los ADN Virales

En las hibridaciones, se observdé una reaccidn coloreada
intensa y uniforme, asociada con los VP 6 y 11, estando la
positividad. localizada principalmente en los nilicleos de los
estratos medios y superiores, muy semejante a la observada em
la deteccidn de antigenos virales (fig. 1 y 2). En la deteccidn
de los VP 16 y 18, la reaccidn positiva fue menos intensa, si-
tuada con frecuencia en casi todo el espesor del epitelio (aun-
que no se observaron en todos los nicleos coloreados) y mos-=-

trando estar asociados con mayor grado de atipia nuclear.

3) Frecuencia de los Distintos VP en las Lesiones Consideradas

En la Tabla 2, se exponen los resultados en distintas lesiones
cervicales; en la fig. 4, se graficaron las frecuencias de los
VP 6, 11, 16 y 18 en las patologias benignas, premalignas y
malignas. En las lesiones benignas y displasias leve y mo-
derada, se observa un predominio de los tipo 6 y 11 o los re-
lacionados con ellos. En la displasia severa y carcinoma "in
situ" e invasor, hay una mayor incidencia de los VP 16 y 18

y los relacionados con =llos.
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4) Comparacida de las Metodologias Aplicadas en el Diagndstico

de la Infeccidn por VP

La té&cnica de hibridacidn "in situ permitidé definir el tipo
viral infectante y resultd mas eficiente que la observacidn
histopatoldgica. (Tabla 3) en la deteccidn de la infeccidn
papilomatosa, en especial en ausencia de EC-VP, como lo demues-
tra la deteccidn de ADN viral en un epitelio endoglandular
normal (en un caso de metaplasia escamosa) (fig. 3 y 4),en dos dis-
plasias severas y en seis carcinomas "in situ" y en los carci-
nomas invasores considerados.

La Tabla 4 muestra la deteccidn de antigenos virales por
IP segiin el tipo de VP infectado. El 38% de los tejidos infec-
tados por VP 6,11 6 6-11(NoE) y el 33% de los afectados por VP
16 y 18 & 16-18 (NOE) resultaron IP positivos,
DISCUSION

En esta etapa del estudio se examind por hibridacidn "in si-
tu" el porcentaje y la distribucidn de las secuencias de ADN
de VP en lesiones.del cérvix con el propdsito de determinatr la
prevalencia de los VP mds frecuentemente determinados en el
tracto genital. En el 61% del grupo de pacientes se detectd AND
de VP; el VP 6 se lo halld en el 32-33% de los condilomas y
displasias leves; también en un carcinoma invasor, pero en
dreas adyacentes a displasia severa/carcinoma %in situ". El
VP 11 fue detectado principalmente en lesiones benignas (37% de
los condilomas) y en el 21% de las displasias moderadas. El VP 16
se lo encontrd en 13% de las displasias severas y 14% de los

carcinomas pero también fue detectado en lesiones benignas (5 8%
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de los condilomas y lesiones no neopldsicas) en tanto que el
VP 18 fue hallado en el 22-29% de los carcinomas, en el 21%
de los condilomas y displasias y el 8% de las lesiones benignas.

En condiciones no estrictas, hubo una distribucidn simi-
lar de las secuencias VP 6-11 (21%) en displasias y condilomas,
siendo su frecuencia menor en las lesiones no neoplasicas (8%)
y carcinomas invasores (14%). Las secuencias relacionadas con
los VP 16-18 se hallaron exclusivamente en displasias severas
(17%) y carcinomas (35%).Existe la posibilidad de que se trate
del VP 31, el cual muestra cierta homologia con el VP 16 a
Tm-20°C (123), aunque el primero ha sido demostrado principalmente
en displasias.

La deteccidn de VP 11 en el epitelio glandular normal fue
notable, si bien ha sido mencionada la deteccidén de VP 16 en
adenocarcinomas, con una epidemiologia distinta de la de los
carcinomas escamosos del cérvix (179).

Los resultados parecen sefialar la presencia de otros tipos vi-
rales o tal vez, reordenamiento de las'secuencias nucleotidicas
que pudieran afectar las hibridaciones en condiciones estrictas.

Los primeros estudios, realizados en Alemania (129) demos-
traron la presencia de VP 16 en el 60-72% de los carcinomas
invasores y en el 6% de los condilomas. Los ADN virales, ex-
traidos de tales lesiones mostraban cierta heterogeneidad. Por
otro lado, el mismo estudio sefiald que sdlo 34,8% de los car-
cinomas cervicales provenientes de Kenya y Brasil contenian

el VP 16, indicando probables diferencias geogrdficas en la in-
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cidencia de ese tipo viral. Ademds, en relacidn con el con-=
cepto del factor masculino, el andlisis de carcinomas de pene
demostrd wuna prevalencia del tipo 16 en las muestras germa-
nas y del 18 en las africanas y brasileras. Villa y Ldpez
de Brasil informaron recientemente, la ausencia del VP 16
y predominio del VP 18 en los carcinomas examinados. (180).

Los resultados obtenidos confirman la asociacidn mas fre-
cuente de los VP 6 y 11 con las lesiones benignas y los VP 16
y 18 con las lesiones de neoplasia intraepitelial, apreciacidn
que puede extenderse a nuevos tipos virales relacionados con
ellos, cuya existencia se sefiala en esta area geografica.

La deteccidn de VP .6, 11, 16 y 18 por hibridacidn "in
situ" mostrd diferencias de intensidad y localizacidn. En
los dos primeros, se observaron reacciones cromdticas mds in-
tensas y limitadas a los nicleos superficiales del epitelio;
los VP 16 y 18 se caracterizaron por una coloracidn més ate-
nuada, generalmente distribuidos m&s ampliamente en todas las
capas del epitelio, aGn en las inferiores. La menor intensi-
dada de color podria indicar un menor nimero de copias de
genoma viral por célula y la localizacidén diferencial seria
el resultado de una interaccidn virus-célula o de una biologia
distinta.

En la presente serie de resultados, se observd que los te-
jidos afectados por los VP considerados "benignos" (VP 6 y 11)
expresaron antigenos virales en un nivel levemente superior

(38%) que los considerados de "alto riesgo" (VP 16 y 18 - 33%).
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Eag hibridaciones negativas en tejidos con EC-VP podrian de-
berse a limitaciones de la tecnologia aplicada en estudios
previos (177) (181) se ha sefalado que la hibridacidn "in situ"
por el método colorimétrico permitiria detectar ADN viral
cuando el nimero de copias del genoma viral fuera del orden
de 100-800/células; a pesar de ello, esta técnica resultd
eficiente en la deteccidn de VP, en especial en ausencia de
signos de EC-VP o IP negativos. Por otro lado, como se mencio-
nd anteriormente, la metodologia aplicada permite realizar
sobre un mismo espécimen los estudios histoldgicos y virold-
gicos, 1logrédndose en pocas horas tipificar el agente en pe-
quefias secciones de tejido, cuyo tamafio resulta insuficiente
para la aplicacidn de tecnologiasg de mayor sensibilidad (ex-
traccidn .de ADN e hibridacidn sobre filtros , empleando son-
das radioactivas).

Los carcinomas invasores resultaron un material dificil
de analizar por esta metodologia, por las caracteristicas
del tejido, con un estroma atrcfiado o relajado, con rotura
de fibras, provocando la pérdida de fragmentos de tejidos o
directamente afectando la estabilidad de las secciones de
biopsia sobre el portaobjeto. Las razones mencionadas reduje-
ron el nimero de materiales disponibles parael estudio.

La presencia regular de ADN de VP en: cancer cervical o en
lesiones precancerosas del cérvix no prueba de por si un in-

volucramiento etioldgico, pero podria presentar.un: factor de
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riesgo; ademds, la deteccidn de VP en lesiones benignas
podria sugerir nuevamente condicién de la interaccidn con
eventos iniciadores o un estado de latencia, por lo due

resulta de interés el seguimiento de estas pacientes.



TABLA 1: EDADES PROMEDIO PORA CADA GRUPO DE LESIONES CONS IDERADAS

Patologia Edad Patologia Edad
.Control 24 e Displasia leve 15 I
No neoplasicas 26,5 s Displasia mod. 26 I

1+

Condilomas 33 8 Displasia sev. 29 I
Total 28 %11 carc."in situ" 37,7 2 10
Carc. invasor 32,6 I s
Total 30 17
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TABLA 3: COMPARACION DE LOS METODOS DE DIAGNOSTICO DE LA

INFECCION POR VIRUS PAPILOMA

HISTOLOGIA HIBRIDACION INMUNOPEROXIDASA
PATOLOGIA TOTAL S WIN SITO" (Antigenos—
(ADN - VP) VP)
Control y lesiones
benignas 35 (100) 27 (77 22 (63) 10 (29)
Lesiones premalig-
nas y malignas 75 (100) 37 (49) 44 (59) 11 (15)
TOTAL 112 (100) 64 (57) 66 (59) 21  (21)

(*) BC-VP = efecto citopatico de virus Papiloma
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TABLA 4: DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES POR INMUNOPEROXIDASA
(IP) SEGUN EL TIPO DE VIRUS PAPILOMA INFECTANTE (VP)

TIPO VIRAL TOTAL ADN+VP 1P
VP 13  (100%) ] 6 (46%) |

40 15
VP 11 13 (100%) (100%) 3 (23%) (38%)
VP 6/11 14 (100%) 6 (43%)
VP 16 7  (100%) 2 (29%)

33 10
VP 18 14 (100%) (100%) 4 (29%) (33%)
VP 16/18 12 (100%) 4 (33%) |
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ESTUDIO RETROSPECTIVO Y PROSPECTIVO DE LA EVOLUCION DE LAS

LESIONES CERVICALES PREMALIGNAS Y MALIGNAS - SU RELACION

CON LAS INFECCIONES HERPETICAS Y PAPILOMATOSAS.

INTRODUCCION

Numerosos estudios han mostrado que, luego del primer
diagndstico, las lesiones cervicales precancerosas pueden per-
sistir sin cambios aparentes, desaparecer completamente o pro-
gresar en severidad (154). El embarazo es otro elemento que po-

drfia modificar la biologfa de las lesiones, ya que ha sido in-

formada la regresién de las lesiones preinvasivas luego del par-
to. (180).

En estudios previos (183), pacientes embarazadas con lesio
nes cervicales (desde displasia moderada a carcinoma "in situ")
fueron controladas durante el embarazo; aquéllas que presentaban

displasia severa o carcinoma "in situ" fueron conizadas al ter-

cer mes del puerperio; en algunos casos, los especimenes quirdr-
gicos exhibieron regresién de los procesos patolégicos.Consecuen-
temente, se pensé que en el embarazo, las alteraciones morfolé-
gicas inducidas por las infecciones papilomatosas y/ o herpéti-
cas podrian conducir a un diagn&stico mis severo.-

Cabe destacar que la incidencia de las mencionadas infec-

ciones virales fue similar en embarazadas y no embarazadas con

lesiones cervicales de distinto grado de severidad (Capftulo 3).

En este Capitulo, se presenta un estudio retrospectivo y
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y-prospectivo de la evolucidn de. las lesiones benignas, pre-
neoplasicas y neoplasicas, habienddse efectuado una revisidn
del material histoldgico ¥ una investigacidn inmunohistoqui-
mica para detectar antigenos de virus Papiloma (VP) y virus
Herpes simplex tipo 2 (VHS2). El seguimiento tuvo por objeto
establecer si existe una relacidn entre lesiones de neoplasia
intraepitelial-infecciones virales, con evolucién de las lesio-

nes y la posibilidad de determinar factores de riesgo de ‘progresidn.

Pacientes, Materiales y Métodos

A) Estudio Retrospectivo

Se examinaron las piezas de conizacidn de 51 pacientes

(37 embarazadas y 14 no embarazadas) con diagnbstico de dis-
plasia severa o carcinoma "in situ". Las conizaciones fueron
efectuadas en el tercer mes del puerperio en las embarazadas
Yy en las no embarazadas, entre 4 y 6 meses después del diag-
néstico, por lo cual 1los tiempos de seguimiento son compa-
rables. Las biopsias previas a la conizacidn fueron re-evalua
das de acuerdo con los criterios morfoldégicos relacionados
con la infeccidn con VP y se aplicd la técnica inmunoperoxi-

dasa para detectar antigenos de VP (Anexo, pag.152).

B) Estudio Prospectivo

Se realizd un seguimiento de 95 pacientes con diagnéstico
previo de lesidn benigna: 15 casos; condiloma, 11 casos; dis-
plasia leve, 6 casos; displasia moderada, 20 casos; displasia

severa, 23 casos; carcinoma "in situ", 20 casos. Las edades
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del grupo oscilaron entre 16 y 55 afios, con un promedio de
27.8 anos, siendo el 90% de las pacientes con displasia se-
vera y carcinoma "in situ" menores de 35 afios.

Las pacientes fueron sometidas a un cuidadoso control
cada 6 meses en el caso de lesiones benignas y cada 3 meses
en el resto, durante un lapso de 18-36 meses. Se les efectud
colposcopia, citologia y biopsia dirigida la que fue rea-
lizada también con fines terapéuticos. Se examinaron seccio-
nes histoldégicas con el objeto de detectar signos de infec-
cidén por VP (EC-VP), antigenos de VP y VHS2 y en algunos
casos, ADN de VP, mediante hibridacidn "in situ", cuando fue
posible disponer de .material suficiente para todos los estu-
dios (Anexo, pag.l175).

Evolucidn de las Lesiones

Las regresiones se evaluaron por la remisidn completa de
la lesidn o la disminucidn de la severidad de la misma en por
los menos dos grados (ej. de carcinoma "in situ" a displasia
moderada) . Con el mismo criterio se considerd progresidn el
aumento de la severidad de la lesidén en por lo menos dos gra-

dos (ej. de una lesidn no displasica a displasia moderada).

RESULTADOS

A) .Estudio Retrospectivo

Estudio de los Especimenes Quirlirgicos (Conos)

La Tabla 1 muestra la concordancia o discrepancia de
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en los diagndsticos observados al evaluar 51 conos cervica-
les y compararlos con los de las biopsias previas. El diagnds-
tico fue confirmado en 20 pacientes (39%); en el resto, se
observd regresidn en 28 casos (55%) y progresién en 3 casos
(6%) . No se observd progresién a carcinoma invasor. Las re-
gresiones fueron significativamente mds frecuentes (P = 0,01)
en el grupo de embarazadas. El1 79% de los casos de regresidn
presentaron antigenos virales en la biopsia previa a la coni-

zacién (Tabla 2).

B) Estudio Prospectivo

Evolucidn de las Lesiones

Durante el:seguimiento, se observaron regresiones en el
42% de los casos, persistencia en el 39% y progresidn en el

19% (Tabla 3).

Deteccidn de Antigenos Virales

Se observd una fluctuacidén en la expresidén de antigenos
virales; en particular los antigenos VHS2 aparecieron y desa-
parecieron ciclicamente, indicando posiblemente reactivacio-
nes o reinfecciones.

.En la Tabla 4, se detallan las frecuencias de deteccidn
de antigenos virales, computdndose una vez por paciente, inde-
pendientemente del nGmero de biopsias que en el mismo resul-
taron positivas. El1 88% de los casos demostrd antigenos vi-

rales, al menos una vez durante el seguimiento.
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Regresiones

Se registraron 40 casos (42%) de regresidn de lesiones, co-
rrespondiendo 21 (53%) a embarazadas y 19 (47%) a no embara-
zadas, no resultando en este caso significativa la diferencia

entre ambos grupos.

Las regresiones estuvieron asociadas mis frecuentemente
(60%) con la negativizacién de los antigenos virales duran-
te el seguimiento (Tabla 5).

Persistencia

Durante el seguimiento, permanecieron sin cambios 38 pa-
cientes (39%), de las cuales 10 (53%) eran embarazadas y 18
(47%) no embarazadas. La persistencia estuvo asociada con
la deteccidén de antigenos virales (47%) aunque también fue
notable el porcentaje de casos negativos durante todo el se-
guimiento (39%) (Tabla 6.).

Progresiones

Se observaron 18 casos (19%) de progresidn de lesiones, co-
rrespondiendce 7 (40%) a embarazadas y 11 (60%9 a no embaracadas.
En 10 pacientes, la progresidén coincididé con la aparicién
de infecciones virales (positividad de la inmunoperoxidasa)
(Tabla 7), aunque en 7 casos, las siguientes biopsias no demos-
traron positividad, pero persistid el agravamiento de las

lesiones.

Deteccidn .cde: Proteinas Tempranas de VHS2 (ICP 11/12) en

Relacidn con Evolucidnr de las Pacientes

El estudio se efectud sobre 50 pacientes (una parte del
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grupo de 95), observandose que en el 75% de los casos se de-

tectaron proteinas virales tempranas (Tabla 8).

Deteccidn de AND de VP

La relacidn entre la evolucidn de la lesidn y el tipo de
VP infectante no ha sido incluida en este estudio, pero es
interesante mencionar algunos resultados preliminares. En 7
casos de regresidn, se detectaron los VP 6 (en condiciones
estrictas de hibridacidn) o los relacionados con los VP 6/
11 (en condiciones no estrictas de hibridacidén). También en
8 casos de persistencia sin cambios se detectaron esos tipos
virales. Por otro lado, en dos casos de progresidn se detectd

VP 18.

DISCUSION

Estudios sobre el comportamiento biolégico de las dis-
plasias y carcinomas han reconocido que entre el 45 y 70%
de los casos de carcinoma "in situ" pueden transformarse en
carcinomas invasores, aunque también mencionan la observacidn
de regresiones (184) (185). Por otro lado, las displasias pue-
den agravarse progresando hacia .lesiones de mayor severidad
(28-40%) o hacia el carcinoma "in situ" (4-28%), persistir sin
cambios aparentes (22%) o desaparecer por completo (6-40%)
(186) .

La regresidn de los procesos displésicos puede estar
relacionada con la remocidn de la lesidn por la toma de la

biopsia, la cicatrizacidn subsiguiente al trauma provocado
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por la biopsia o a los procesos traumdticos durante el
parto (182) (187).

El objeto de este estudio fue establecer si la evolucidn
de las lesiones podria estar relacionada con la presencia
de infecciones virales.

En el estudio retrospectivo, se observd regresidn de la
displasia y carcinoma "in situ" en 55% de los conos examina-
dos; la persistencia y progresidn estuvo en el orden de lo
esperado (39 y 6%, respectivamente), de acuerdo con informacio-
nes previas (186), pero no se observd progresidn hacia el
carcinoma invasor. El1 79% de los casos de regresidn presen-
taron antigenos de VHS2 y/o VP en las biopsias anteriores a
la conizacidn; los resultados parecen confirmar las presuncio-
nes previas: los cambios epiteliales causados por las infec-
ciones virales podrian dificultar la observacidén histopatold-
gica y conducir a un diagndstico mas severo, lo cual podria
explicar algunas de las regresiones espontédneas.

Sin embargo, la presencia de antigenos virales en lesio-
nes que persisten o alin en las ¢gue progresan justificd 1la
elaboracidn de un plan de control ginecoldgico que incluyera
la deteccidn de tales infecciones y observar cdémo se modifica-
ban esos pardmetros en relacidén con la evolucidn. El seguimien-
to se efectud en un grupo relativamente pequefio (95 pacientes),
debido a las dificultades que se.presentan €n un centro hospita-

lario para establecer un contacto permanente con las pacien-

tes.
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El grupo estaba constituido por mujeres j&venes y son un
subgrupo del estudiado en el Capitulo 3, con la incorporacién
de nuevos casos con similares caracteres epidemiolégicos, mos-
trando el 88% deteccidn positiva de antigenos Vp y/o VHS2 al
menos una vez durante el seguimiento.

En el estudio prospectivo, la frecuencia de regresidn fue
similar en el grupo de embarazadas y no embarazadas, contra-
riamente a lo observado en el estudio de las piezas quirir-
gicas (conos), en el cual las regresiones fueron mas§ frecuen-
tes en las embarazadas. Esta discrepancia puede deberse sim-
plemente a problemas de muestreo, no pudiéndos emitir conclu-
siones definitorias relacionadas con el embarazo en si.

Por otro lado, las regresiones estuvieron acompafiadas
por una negativizacidén de la deteccidn de antigenos virales
(60% de los casos). Aqui, es posible aplicar las consideracio-
nes anteriores referidas a las dificultades en el diagndsti-
co en presencia de infecciones virales. Sin embargo, las
regresiones podrian ser el resultado de un proceso inflamato-
rio local, inducido por las infecciones virales. Asi por ej-
en . las verrugas cutdneas dque regresan es caracteristica
la presencia de un infiltrado celular inflamatorio (188) (189)
en el cual, a nivel del cérvix, se ha demostrado que esta consti-
tuido por -células T, B y polimorfonucleares (190). Los meca-
nismos inmunes asociados con infecciones virales y la regre-

sidn de las lesiones premalignas podrian ser concomitantes.
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Ademds, la presencia de antigenos virales en epitelios cer-
vicales con apariencia normal (25% de los casos) indicaria que
la infeccidn persiste en forma latente y luego de un periodo
variable, podria ser reactivada por factores desconocidos;
esta probabilidad sefiala la necesidad de continuar con el
control periddico de estas pacientes.

La progresién de lesiones estuvo asociada en el 55% de
los casos con la deteccién de antigenos virales durante el
seguimiento; posteriormente, por lo general se observd una
negativizacién persistente con permanencia del agravamiento.

En el estudio prospectivo, sdlo en las progresiones se
observd una diferencaa significativa entre embarazadas y no
embarazadas pero nuevamente, no parecidé dicho status el cau-
sante de las diferencias sino la presencia de antigenos vira-
les (resultado no mostrado en las tablas). En ese sentido,
hubo una consistente relacidén entre progresibén y presencia de
proteinas tempranas de VHS2 (ICP 11/12). Teniendo en cuenta
que las progresiones se observaron sobre un lapso relativa-
mente corto (hasta 3 afios), resulta de particular interés el
seguimiento’de las pacientes que presentan dicha positividad.
Estos resultados son coincidentes con investigaciones recien-
tes (191) que sefialan un desenlace fatal mas rd&pido de mujeres
con carcinoma de cérvix con titulo alto.de anticuerpos de ICP.

11/12 en comparacidn con pacientes seronegativas.

Debe destacarse que las proteinas ICP 11/12 se detecta-
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con mayor frecuencia en tejidas con EC-VP (Capitulo 5)

por lo cual la infeccidn con VP resulta un factor impor-

tante. Los resultados preliminares indican una relacidn de

los Vp 6 y 11 (o los relacionados con ellos) con regresidn

Yy persistencia de las lesiones y al VP 18 con progresidn.
Estos resultados apoyan nuevamente una relacidn de am-

bos virus -con el carcinoma de cuello uterino.



TABLA 1: CONCORDANCIA O DISCREPANCIA ENTRE EL DIAGNOSTICO

EFECTUADO EN EL CONO Y EN LA BIOPSIA PREVIA EN EL

GRUPO DE PACIENTES

EVALUACION HISTOLOGICA EMBARAZADAS NO EMBARAZADAS TOTAL

Regresidn 24 (65%) 4 (29%) 28 (55%)
Sin cambios 12 (32%) 8 (57%) 20 (39%)
Progresidn 1 ( 3%) 2 (14%) 3 ( 6%)

Total 37 (100%) 14 (100%) 51 (100%)
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TABLA 3: EVOLUCION DE LAS LESIONES
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EVOLUCION Non Cond. DL DM DS

Regresidn - - .5 (71) 12 (60) 16 (70) 7 (35) 40 (42)
Persistencia 8 (56) 6 (55) 1 (14) 5 (25) 6 (26) 12 (60) 38 (40)
Progresidn 7 (46) 5 (45) - 3 (15) 1 (4 1 (5) 17 (18)
Total 15 (100) 11 (100). 7 (100) 20 (100) 3 (100) 20 (100) 95 (100)

Non = Lesidén no neoplésica (metaplasia, cervicitis crdnica, etc)

COnd.
DL
DM

= Condilomas

displasia leve

U

displasia moderada
DS = displasia severa
CIS = carcinoma "in situ"
( ) = porcentaje



TABLA 4: DETECCION DE ANTIGENOS DE VIRUS PAPILOMA (VP) ¥
Y HERPES SIMPLEX TIPO 2 (VHS2) (INMUNOPEROXIDASA)
DURANTE EL SEGUIMIENTO DE PACIENTES
NoN. Cond. DL DM DS CIS .TOTAL
VHS2 10 7 3 6 14 6 46 |
VP 7 5 5 11 14 . 8 50 | ( 88%)
VP+VHS2 2 2 1 3 6 2 17
NEGATIVOS 2 2 - 2 3 10 21 ( 22%)
TOTAL 15 11 6 20 23 20 95 (100%)
No N lesidn no neoplédsica (cervicitis crdnica, metapla-
sias, etc.)
Cond. = Condilomas
DL Displasia leve
DM Displasia moderada
DS Displasia severa

CIS

Carcinoma "in situ"
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TABLA 5: EVOLUCION DE LAS PACIENTES - REGRESIONES

ANTIGENOS

TOTAL
VIRALES NoN Cond. DL DM DS CIS
Embarazadas - - - 7 10 5 22 (55%)
No embarazadas - - 5 5 6 2 18 (45%)
Total - 5 12 16 7 40 (100%)
VP + - - - 5 1 1 7 (17.5%)
VHS2 + 2 1 3 ( 7.5%)
Negativos - - - 1 2 1 6 (15%)
Negativizacidn* - - 5 6 11 3 24 (60%)
vp Virus Papiloma
VHS2 Virus Herpes simplex Tipo 2
NoN no neoplasica (cervicitis crdnica, metaplasias, etc:.)
Cond. = Condiloma
DL Displasia leve
DM Displasia moderada
DS Displasia severa
CIS Carcinoma "in situ”

* Durante el seguimiento, se observd negativizacidn:.desapa-
ricién de la positividad de la inmunoperoxidasa para
VHS2 y VP.



TABLA 6: EVOLUCION DE LAS LESIONES - PERSISTENCIA

ANTIGENOS NoN Cond. DL DM DS CIS TOTAL
VIRALES

Embarazadas 3 1 - 3 4 9 20 (53%)
No embarazadas 5 5 1 2 2 3 18 (47%)
Total 8 6 1 5 6 12 38 (100%)

VP + 4 1 1 - - 1 7

VHS2 + 2 2 - 2 2 8

VHS2 + VP - - 1 3 4 | (47%)

Negativos 1 1 - 3 3 3 14 (39%)

Negativizacidn* 1 2 - 2 - - 5

VP Virus Papiloma

VHS?2 Virus Herpes simplex tipo 2

NoN No neoplasica

Cond. Condiloma

DL Displasia leve

DM Displasia moderada

DS Displasia severa

CIS Carcinoma "in situ"

* Negativizacién: desaparicidn de la positividad de la inmuno-

peroxidasa para VHS2 y/o VP.



TABLA 7: EVOLUCION DE LAS LESIONES - PROGRESION

ANTIGENOS

VIRALES NoN Cond. DL DM DS CIS TOTAL
Embarazadas 3 1 - 2 - 1 7 (40%)
No embarazadas 5 4 1 1 - 11  (60%)
Total 8 5 - 3 1 1 18 (100%)
VP + 2 - - - - 2"

VHS2 3 2 1 - - 6 | 10 (55%)
VHS2 + VP 2 - 1 1 2 |
Negativos 1 1 - 1 5 (28%)
Negativizacidén* 2 - - 1 3 (17%)
VP Virus Papiloma

VHS2 = Virus Herpes simplex

Non = No neoplasica

Cond. = Condiloma

DL = Displasia leve

DM = Displasia moderada
DS = Displasia severa
CIs = Carcinoma "in situ"

* Negativizacidn: desaparicidén de la positividad de la inmuno-

peroxidasa para VHS2 y/ VP.
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TABLA 8: PROTEINAS TEMPRANAS DE VIRUS HERPES SIMPLEX TIPO 2

(ICP_11/12) Y EVOLUCION DE LAS LESIONES

EVOLUCION TOTAL ICP 11/12
REGRESION 22 (100%) 2 (9%)

PERSISTENCIA 20 (100%) 5 (25%)
PROGRESION 16 (100%) 12  (75%)

TOTAL 58 (100%) 19 (33%)
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CONCLUSION Y DISCUSION

La posibilidad de una interaccibén entre los VHS2 y VP
en relacidn con la patogénesis del cancer de cuello del dte-
ro ha motivado el presente estudio; se tratd de establecer
si existe alguna relacidn entre infecciones virales y evolu-
cidén de las lesiones, enfocando las infecciones concomitan-
tes VHS2-VP.

Los antigenos de VP.fueron hallados en las lesiones tipica-
mente inducidas por el virus (condilomas) en el 57% de los ca-
sos y ademds, en un espectro de lesiones desde premalignas
asociadas con condilomatosis (56%) hasta carcinomas invasores
sin evidencias histolégicas de infeccidén por VP (9%).

En el 38% de las pacientes fueron detectados antigenos de
VHS2; sin embargo, no se observaron signos histoldgicos de in=
feccidn por este virus, lo que podria indicar infecciones sub-
clinicas y quizds un modo de persistencia viral en el epitelio
cervical, a semejanza del descripto en el canal uretral (41).

No hay antecedentes de estudios en los cuales se haya encaradd
do la deteccidn de ambos antigenos virales en el cérvix , por
lo que resultd detacable la demostracidén de ambas infeccio-
nes en la misma biopsia en el 14% de las pacientes, aunque
las infecciones canecomitantes ascendieron al 30% cuando la de-
teccién de antigenos de VHS2 se realizd en tejidos que mostra-
ban efectos citopdticos caracteristicos de infeccidn por VP

(EC-VP) .



La comparacién del grupo de pacientes embarazadas Y no
embarazadas en cuanto a frecuencias de antigenos virales en el
cérvix nos mostrd diferencias significativas. Sin embargo,
deben tenerse en cuenta los valores encontrados en embarazadas
ya que la papilomatosis laringea y de vias respiratorias, si
bien poco frecuentes (194) podrian ser causadas por una infec-
cidn del nifio en el canal del parto. Por otro lado, aunque
no se han observado dentro del grupo de estudio infecciones
perinatales, la posibilidad de la infeccidn herpética del re-
cién nacido enfatiza la necesidad de un seguimiento inmuno-
viroldgico de las embarazadas & fin de disminuir tal riesgo.

En los tejidos con infeccidn concomitante, la inmunofluo-
rescencia doble rodamina/fluoresceina permitid observar en.un
mismo preparado histoldgico la distribucidn de los antigenos
de VP y VHS2. Las distintas imagenes observadas son compati-
bles con distintas etapas de yuxtaposicidn de ambas infeccio-
nes; las mas relevante fue la localizacidn exclusivamente nu-=
clear de las positividades para VP.y VHS2 (39% de los casos)
observadas preferentemente en las lesiones mas severas. En el
caso de VHS2, dicha localizacidn podria significar un bloqueo
de la expresidn de las etapas tardias del ciclo de replica-
cidn, tal vez debido a las alteracioens celulares inducidas
por VP.

Para evaluar dicha posibilidad, se determind la presencia

de la proteina temprana de VHS2, ICP 11/12 (tipo beta) en teji-

dos que mostraban o no EC-VP.
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La localizacidén de la proteina ICP 11/12 fue nuclear
(15%), citoplasmatica (37%) y nuclear-citoplasmatica (48%);
las primeras han sido descriptas (77)(170); en .cuanto a
la nuclear -~citoplasmatica, podria ser el resultado de una
interaccidn virus-célula, modificada por la infeccidn simultéa-
nea con VP. La frecuencia de proteinas tempranas podria estar
relacionada con la concomitancia de ambas infecciones, ya que
en el 69% de las biopsias positivas para proteinas ICP 11/

12, se hallaron en tejidos con EC-VP. Esta interaccidn daria
como resultado un espectro de respuestas cuya expresidn cito-
l6gica podrian estar demostrada por las distintas localizacio-
nes observadas y explicarian ademds, la baja deteccidén de
antigenos estructurales de VP en relacidn con el EC-VP

en los subgrupos estudiados (lesiones benignas (LB) vy lesio-
nes premalignas (LPM)).

Informaciones previas han sefalado que fragmentos subgend-
micos de VHS2 que codifican VHS2 para ICP 11/12 tienen carac-
ter transformante (192). La deteccidn en displasias y car-
cinomas. de secuencias de VHS2 que pueden inducir transforma-
cidn celular y'ampIificacion génica "in vitro" podria sugerir
que dichos fragmentos podrian actuar como mutdgenos insercio-
nales o como activadores de la expresidn celular (193), lo que
apoyaria un rol iniciador de estos virus.

Los resultados del presente estudio demuestran que la his-
toria natural de las lesiones benignas por infeccidn con VP

(condilomas) y las lesiones de neoplasia intraepitelial son

compatibles, ya que se detectd EC-VP entre el 74 y 95% de las
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las displasias y. carcinomas examinados (el primer porcentaje
corresponde al estudio de deteccidn de infecciones virales

-30 pacientes- y el segundo al.grupo incluido en el segui-
miento retrospectivo -95 pacientes-). No obstante las dife-
rencias bioldégicas entre las lesiones con riesgo de progre-
sién y las que regresan, los estudios indican que las infeccio-
nes benignas por VP y el carcinoma cervical estan relacio-
nados por un espectro morfoldgico. La existencia de una con-
tinuidad biolégica no prueba que la progresién pueda ocurrir
secuencialmente de un extremo del espectro al otro, ya que se
observd progresidén de lesicnes benignas hacia displasias se-
veras o carcinomas (confirmando el potencial de progresidn ds
la lesidn condilomatosa) en un corto lapso, sin haberse detec-
tado el paso por lesiones intermedias.

El porcentaje de lesiones que regresan (en nuestra caso
42%) podria reflejar por un ladc una sobre-estimacidn :en el
diagndstico del grado de severidad, probablemente atribuible
a las alteraciones celulares inducidas por infecciones virales
o bacterianas (aquili se han evaluado las primeras) y también
podrian estar relacionadas con las respuesta inmune local fren-
te a las infecciones virales, ya que ha sido demostrada una
respuesta inflamatoria en verrugas cutdneas que regresan (138)
{189) . En nuestro caso existe la posibilidad de un atagque a
células cervicales con expresién de antigenos virales (VP),
lo cual produciria eliminacidn de las mismas del tejido cer-

vical; tales conceptos podrian extenderse a las infecciones



herpéticas subclinicas. La observacidén durante el seguimien-
to de tejido metaplasico en las areas donde hubo una lesién
premaligna apoya estos ~oncentos.

La persistencia y progresidn durante el seguimiento estu-
vieron relacionados con la expresidn de antigenos virales
en el 32 y 44%, respectivamente. Asimismc, se observaron in-
fecciones herpéticas recurrentes el 66% de las pacientes,
lo que pondrie significar que esta infeccidn seria un factor
de riesgo de proyresidn de una lesidn condilomatosa asociada
o no a la lesidn premaligna. Por otros lado, el seguimiento
de las pacientes con infecciones concomitantes VHS2 y VP por
inmunofluorescencia dolile, demostrd progresidn de lesiones
en todos los casos en los que se observd yuxtapcsicidn de in-
fecciones con localizacibén exclusivamente nuclear de ambos an-
tigenos virales.

Durante el seguimiento prospectivo (95 casos), se determi-
nd la expresidn de proteinas tempranas de VHS2 en el cérvix
de un grupo de 50 pacientes, observdndose positividad en el
(12/16) 75% de las progresiones y en el (5/20) 25% de las le-
siones persistentes, por lo que la presencia de ICP 11/12 po-
dria ser considerada un factor de riesgo de induccidn o progre-
sién del estado neopidsico.

La infeccidn por VHS2 ha sido relacionada con el desarro-
llo del cincer cervical por numerosos Gatos epidemioldgicos
y viroldégices, incluidos los aportados por este estudio, los

que sugieren que dicho virus puede producir alteraciones del
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ADN de la células huésped, por ejercer funciones semejantes

a los carcindgenos en las etapas de iniciacidn de la carcino-
génesis, Ya que otros factores (oomo el cigarrilloe) pueden
tener igual o mayor rol en la iniciacidn y constituir impor-
tantes factores de riesgo en el desarrollo tumoral.

La evidencia de una relacidn entre la infeccién por VP y
evolucidén hacia la malignidad estan apoyadas por estudos ex-
perimentales y por la observacidén de ciertos canceres natura-
les en los cuales el virus interacciona con los iniciadores
de transformacidén, como los carcindgenos quimicos en el carci-
noma de conejo y fibropapiloma bovino. Considerando que las in-
fecciones por VP ejercen un importante rol en el cancer cer-
vical y, dado que los tumores malignos inducidos por VP pare-
cen requerir la interaccién con iniciadores, se podria consi-
derar que el VHS2 ejerce un efecto sinérgico como cofactor en
el desarrollo del cancer de cuello uterino, por lo menos en un
subgrupo de pacientes con patologia cervical.

Teniendo en cuenta referencias previas de la asociacidn
de ciertos tipos de virus con distintas lesiones del cérvix,
se tratd de examinar la frecuencia de los cuatro tipos mas re-
lacionados con patologia genital (VP 6, 11, 16 y 18), desarro-
llando una tecnologia que permitiera una rapida tipificacidn
sobre muestras de volumen pequefio. Los resultados confirman
la presencia mas frecuente de los VP 6 y 11 en lesiones menos

severas y de los VP 16 y 18 en las mas graves.
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virales pueden hallarse en la poblacién estudiada,ya que,

en condiciunes no estrictas.de hibridacidn, usando las sondas
mixtas VP 6-11, se detectaron 13% de positivos y utilizando
las scuda VP 16-18, se halld 11% de positividad. El segui-
miento de un limitado nimero de pacientes mostrd que las re-
cresiones v la rersistencia estuvieron asociadas con la pre-
sencia de los VP 6 y 11 (o los con ellos relacionados) y en
los casos de progresidn se detectd VP 18.

Es importante destacar que la presencia de ADN o antigenos
de VP en tejidos normales podria indicar infecciones subclini-
cas, resultando de interés el seguimiento de estas pacientes.

Las evidencias epidemiolbégicas sefalan una asociacidn del
cancer cervical con algin tipo de agente infeccioso; si se to-
maran en cuenta todos los estudios realizados hasta el presen-
te pareceria que el riesgo de céancer cervical aumenta 100
veces si.se detectan los VP 16 y/o 18 (195). La experiencia
epidemioldgica indica que una magnitud de ése orden proba-
blemente refleje causa y efecto, pero también debe ser consi=
derada la posibilidad de que los tejidos malignos podrian favo-
recer la integracidn del ADN viral y todavia debe demostrarse
due ‘la presencia de un tipo determinado predice el desarrollo
del cancer.

Para establecer la patogénesis de la neoplasia cervical
no puede considerarse un solo factor en la induccidn y

el mantenimiento del estado neoplasico ni alin se puede afir-
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mar que un mismo factor tenga semejanté capacidad operativa
en las distintas poblaciones estudiadas. Muchos factores estan
involucrados en la génesis de la neoplasia intraepitelial y
el carcinoma invasor: algunos pueden ser importantes en la ini-
ciacidén del estado neoplasico; otros pueden serlo en la pro-
gresidén del cancer invasor.

Los resultados del presente estudio aportan nuevas eviden-
cias de una probable interaccidn de los VP con iniciadores;
en nuestro grupo de pacientes, las infecciones herpéticas recu-
rrentes y la expresidén de proteinas tempranas de VHS2 podrian
estar involucradas en eventos iniciadores, actuando sinérgica-

mente con los VP en el desarrollo tumoral.

______,__/
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TECNICAS APLICADAS

1. PREPARACION DE ESPECIMENES PARA ESTUDIO

Biopsias: se obtienen bajo control colposcdpico y se orientan
sobre papel de filtro.
- Fijacidn: se realiza en fijaciones diferenciales segiin la
metodologia a emplear posteriormente.
.Técnica de inmunoperoxidasa e inmunofluorescencia: fijacidn
con formaldehide 10% durante 1 hora.
.Técnica de hibridacidn "in situ”: fijacidén con una mezcla
de etanol cloroformo 2:1 durante 3 hs; alternativamente, con

formaldehido al 4% (en tampdn pH 7 ) durante 30 min-1 h. (1)

Deshidratacidn: mediante pasaje por alcoholes de graduacidn

creciente: 70°, 800, 900, 1000, 3 hs cada pasaje, con una

renovacidn intermedia.

Clarificacidén con benceno: dos banos de 2 hs cada vez.
- Impregnacidn en parafina: dos bafios de parafina liquida

a 55°C durante 3 hs cada vez.
- Inclusidn definitiva: colocacidn de las piezas en moldes y
cobertura con parafina fundida y calentada a 60°C. soli-
dificacidén rdpida de la parafina mediante inmersidn de

los moldes en agua fria.

Secciones: de cada biopsia, se efectlan cortes seriados de
Slpm; el nimero de cortes por portaobjeto es superior a 6.

Se secan en estufa a 60°C.
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Extendidos Citoldgicos: c&lulas de hisopado cervical. Se

obtienen en el mismo momento que las biopsias.

Fijacidn:

- Test de inmunofluorescencia: fijacidéncon acetona fria

durante 20 min. a -20°C
Estudios citobdgicos: fijacidén en Bouin 20. min. a tempera-

tura ambiente.

TINCION CON HEMATOXILINA EOSINA £196)

Biopsias:

Desparafinacidn: los portaobjetos se colocan en vasos de
Koplin y se efect@ian 3 pasajes por xilol y dos con alcohol
absoluto

Hidratacidén: mediante pasaje por etanol 960, 80° y varios
cambios en agua destilada.

Tincidn con hematoxilina de Harris (Biopur); dejar 30 seq.
y virar al azul con gotas de agua coerriente. Lavado con agua desti--
da.

Eosina: (solucidn alcohdlica al 1%); dejar las muestras

1 min. en alcohol 96° y luego efectuar un pasaje rapido
por eosina alcohdlica; lavar con alcohol 960, dejando sumer-

gida durante 1 min; luego pasar a alcohol 100° durante 1

min.

-Montaje: con Balsamo de Canadd o medio de montaje sintético

y cubreobjeto.
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3. TECNICA PAS (PEROYODIC ACID SCHIFF) (197)

Desparafinacidn: tres pasajes por xilol y dos por etanol

absoluto.

- Hidratacidn: por pasaje por alcoholes de graduacidn decre-
ciente: 900, 800, 60° y varios lavados con agua destilada.

- Sumergir los portavbjetos en acido peryddico al 0,5% duran-
te 5 min..

- Lavar con agqua destilada y tratar con el reactivo de Schiff;
inmediatamente, tratar tres veces consecutivas con agua sul-
furosa recién preparada, durante 2 min. cada vez.

- Lavar con agua corriente tres veces.

- Se puede efectuar una coloracidn de contraste para nicleos
(con hematoxilina).

- Deshidratacidn: por pasaje por alcoholes de graduacidn

o

creciente: GOO; 800, 96" y 1000, efectuando dos pasajes

por xilol.

- .Montage: con Bdlsamo de Canadd o medio sintético de mon-
taje

Reactivos:

Acido Peryodico: solucidn acuosa al 0,5%.

Reactivo de Schiff: 1 g. de fucsina basica

200 ml de agua destilada
Disolver en caliente, enfriar y filtrar.
Agregar:1 g. de bisulfito de sodio ( o bien,
3 ml de una solucidn acuosa al 33%)

Al cabo de una hora, agregar 20 ml de acido
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clorhidrico 1N. Puede emplearse a las 24 hs
cuando haya tomado una coloracidén amarillenta
(cuando envejece, toma un color rojizo).

Agua Sulfurosa: 10 ml de solucidn de bisulfito de sodio al 10%.

200 ml de agua corriente

10 ml de &cido clorhidrico 1 N

METODO PAPANICOLAU

Se hidratan las células fijadas por pasajes por alcoholes 800,
70°, 50° y agua destilada.

Tefiir con hematoxilina de Harris por 5 min.

Lavar con agua destilada

Lavar 4 veces con solucidn acuosa de acido clorhidrico al 0,5%.
Lavar con agua corriente durante 10 min.

Dejar unos minutos en una solucidn débil de carbonato de litio.
Lavar con agua corriente.

Deshidratar mediante pasajes por alcoholes 500, 80° Y 95°.
Colorear con solucibén OG 6 2 min.

Lavar 10 veces en alcohol 96° para quitar el exceso de colo-
rante.

Tefiir con EA 36 durante 2.min.

Lavar con alcohol 96° (solucién nueva)

Pasaje por alcohol 100° y xilol

Montaje con Balsamo de Canadd o medio de montaje sintético.

Reactivos
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Solucidn débil de carbonato de litio: 10 gotas de dilucidn

saturada en 100 ml de agua destilada.
OG 6: Orange C solucidn al 0.5% en alcohol etilico 96°:
100 ml;
Acido FosfotfGngstico:
0,015 g.
EA 36: Verde luz solucidn al 0,5% en alcohol etilico 96°:
45 ml.
Pardo Vismar, solucién al medio en alcohol etilico 96°:
10 ml
Eosina alcohdlica al 0,5% en alcohol etilico:
45 ml
Acido fosfotiingstico:
0,2 g
Carbonato de litio:

1 gota.

S. PURIFICACION DEL VIRUS PAPILOMA BOVINO (120)

- Los fibropapilomas bovinos se lavan con glicerina al 50% en
solucidn de cloruro de Na 0,15 M durante 2 semanas, efectuan-
dose varios cambios.

- Se separa la parte epitelial del tumor (Que contiene al virus)
y se desmenuza.

- Aproximadamente 40 g de fragmentos se homogenizan a O°c en una
Sorvall Omni Mixer con 80 ml de tampdn de extraccidn (fosfa-

to de Na 0.02 M,ClNa 1 M, pH 8). Aplica durante 60 seg, 10 Kc/



seg.; se repite 3 o 4 veces.

Se centrifuga a 7000 rpm durante 30 min, y el precipitado se
resuspende en 20 ml de tampdn de extraccidn y se centrifuga
nuevamente; el sobrenadante se guarda.

Se mezclan los fluidos sobrenadantes y se incuban con trip-
sina (Difco) y Sarkosil NL 97 (Geigy) en concentraciones de
0,25 y 0,01%, respectivamente, durante 60 min, a 37°C y 60

min. en bafio de hielo.

Las particulas virales se sedimentan por centrifugacidn a
100.000 g (Rotor 30: 27.000 rpm, durante 90 min) y se resuspen-
den en 5 ml de colgenasa (2 mg/ml) diluida en tampon de ex-
traccidn. Se incuba 1 hora a 37°C.

Se centrifuga a 100.000 g durante 90 min. El sedimento se
resuspende en 1 ml de tampdén ClNa 0,05 M, EDTA 0,01 M, fosfa-
to de sodio 0,05 M, pH 7,4.

Se distribuyen alicuotas de la suspensidn viral sobre tubos
con cloruro de Cesio (1,3 g/ml en el mismo tampdn); se centri-
fugan a 34.000 rpm (Rotor SW 34) durante 24 hs a 4°c. se obser-
van generalmente dos bandas correspondientes a particulas va-
cias y las completas, Las bandas homdlogas de cada tubo se
mezclan y se dializan frente al mismo tampdn.

A la suspensidn dializada, se le agrega cloruro de Cesio, has-
ta llegar a la concentracidn de 1,3 g/ml y se centrifuga co-
mo en el paso anterior.

Las bandas virales se colectan, dializan y concentran al
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al vacio hasta un volumen de 0,3 ml; el mismo se distribuye
sobre un gradiente de sacarosa del 21 al 61% (volumen de 4,5
ml) y se centrifuga a 25.000 rpm durante 3 hs (Rotor Spinco SW
39). Las particulas virales se colectan y dializan frente a
tampdén de fosfato 0,05 M, M EDTA 0,001 M, ClNa 0,1 M, pH 7,4.
Se determina el contenido de proteinas por Lowry usando como
estandard albimina bovina.

Las particulas virales pueden observarse al microscopio elec-

trénico por coloracidén negativa.

TINCION NEGATIVA PARA MICROSCOPIO ELECTRONICO

Se coloca el material en grillas de cobre para microscopio
electrdnico; se deja secar al aire.

Se vierte una pequefa gota de acido fosfotlngstico al 2% en

agua destilada. Se quita el exceso con papel secante y se

deja secar al aire.

TITULACION DEL VIRUS PAPILOMA POR HEMAGLUTINACION (120)

Solamente los gldbulos de ratdn son aglutinados por el virus

Papiloma bovino, no existiendo diferencias entre cepas de ra-

tones.

Se colecta la sangre por puncidn cardiaca en solucidn. del Al-
sever o0 con jeringa heparinizada.
Se prepara una suspensidn de gldbulos rojos al 0.7% en tampdn

de fosfato de sodio 0,05 M ClNa 0,15 M, pH 7,2 (la aglutina-
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cidn ocurre entre los pH 6,8 y 8,4).

Se hacen diluciones al medio (a partir de 1/10) del virus.

Se mezclan 0,2 ml de dilucidn de virus con 0,2 ml de suspen-
cidn de gldbulos rojos de ratdn. Se agita y se deja reposar

3 a4 hs ad (la aglutinacidn ocurre entre 4 y 12°C, no ob-
servandose entre 22 y 37°C).

Ee lee agitando los tubos y observando la aglutinacidén en el
fondo del tubo. Tanto las particulas enteras como las vacias
son capaces de aglutinarse. El virus producido estimado por su
actividad hemaglutinante es variable (entre 5 x 10 a 104 uni-
dades hemaglutinantes por gramo de material inicial); dicha
variabilidad también se observa en las concentraciones protei-

cas obtenidas (entre O,Sealoolpg/g de material de partida).

PREPARACION DEL INMUNOSUERO ANTI VIRUS PAPILOMA (ANTI VP) (16)

a) Obtencidn de la Proteina Comin del Gé&nero Papiloma

Se mezclan 0,3 ml de suspensidn viral (10.240 unidades he-
maglutinantes/ml), 30}p1 de dodecil sulfato de sodio al 10%
y 5 }ﬂ.de 2 mercaptoetanol. Se calienta a 68°C durante 2 min.
La mezcla se lleva a 1,2 ml con solucidn salina tamponada
(0,15 M ClNa; 0,05 M fosfato de sodio, pH 7,2).

b) Suero Control Negativo o Preinmune

Previo a la imunizacién con la proteina viral, se procedid
a sangrar a los conejos.

c) Suero Anti VP

Se incculan 3 conejos, por via subcutdnea, con la proteina



d)

e)

£)

viral, la cual se emulciona con adyuvante de Freund com-
pleto. El plan de imunizacién es el siguiente: dia 1, 500

Pgi dia 28, 120}pg; dia 38, sangria por puncién cardiaca.

Absorcidén de los Inmunosueros

Los sueros obtenidos en conejos se absorben a fin de elimi-
nar posibles inespecifidades provenientes de los restos
proteiccs que podrian ser arrastrados durante las etapas

de purificacién. Para ello, se mezclan partes iguales de
suero con homogenato de piel bovina y humana. La absorcidn
se efectda a 37°C durante 24 hs, con agitacidn constante.
Leugo, los sueros centrifugados a 8000 rpm y los sobrena-

dantes se fraccionan y guardan a -20°C.

Ensayos de Reactividad

La especifidad de los inmunosueros puede demostrarse por
la técnica inmunoperoxidasa aplicada sobre cortes seriados
de verruga plantar humana (rica en contenido viral); como
ccntroles negativos, se pueden utilizar epitelio cervical
humano normal, piel humana normal u otras lesiones de piel

no veruugcsas.

Titulacidn del Inmunosuero

Se puede efectuar por la técnica inmunoperoxidasa. Se
prueban diluciones seriadas sobre cortes de verruga plan-

tar.



9. PROPAGACION DEL VIRUS HERPES SIMPLEX TIPO 2 (VHS2)

a)

b)

Células

El VHS2 infecta productivamente diversos sistemas celu-
lares, tales como las linea VERO (rifién de mono verde), RK
13 (rindn de conejo), Hep 2 (carcinoma de laringe humana),
etc. Sin embargo, para los fines del presente estudio, se
prefirid para la propagacidn yirg} ;lgllinea RK 13, por ser
el conejo la.especie en que se pé;pérélel suero anti VHS2.
Para ensayos de titulacidn, se emplearon células Hep 2.

Las c@lulas RK 13 se cultivan en medio MEM Earle con
5% de suero fetal bovino, 5% de suero de ternera y 0,075%
de bicarbonato de sodio. Las célulaé"ﬁep 2 se cultivan con

-

medio MEM Hanks adicionado con 10% aé‘suero de ternera, 1%

ara ame

de glutamina (al 3% p/v)-.

Virus Herpes simplex Tipo 2

La cepa es originaria del Instituto Pasteur (Paris); se

propaga sobre c&lulas RK 13, a baja multiplicidad de infec-

cién (0,1 unidades formadoras de placa pqr-célula):

- Extraccidn de los medios de cultivo de los frascos con
células a inocular.

— Inoculacidn del virus (0,5 ml para frascos de 60 mm3) e
incubacidn con agitacidn rotatoria durante 1 h a 37°%.

— Retiro del indéculo y lavado de la monocapa con medio

de cultivo fresco; agregado de medio de mantenimiento



(MEM Earle 2% de suero de ternera,ll% de antibidéti-
co) e incubacidn por 24 hs a 37%.

- Se retira el sobrenadante si las cé&lulas no se han
desprendido y se libera el virus intracelular me-
diante de tres ciclos de congelacidn y descongela-
cidén de la monocapa.

- S resuspende en 5 ml de medio de mantenimiento y la
suspensidén viral se clarifica por centrifugacidn a
9000 rpm con el objeto de eliminar restos celulares.
El sobrenadante se recupera y .fraccionado, se con-

gela a -7OOC.

10. TITULACION DEL VIRUS

- Se siembra una suspensidn de células Hep 2 (300.000 cél/ml)
en microplacas de 96 fcsas y se deja hasta el dia siguien-
te a 37°C.

- Se inoculan por triplicado diluciones logaritmicas del vi-
rus (Solﬂl/fosa)(las diluciones se efectlian con medio de
mantenimiento); se deja absorber 1 h a 37°C, al cabo de la
cual se lava la monocapa y s. agregan 100 fﬂ de medio de
mantenimiento a cada fosa. Se incuba a 37°C por 24 hs. Se
determina la dilucidn viral que produce la destruccidn del

50% de la monocapa (DI5O0).

11. PREPARACION DEL INMUNO SUERO ANTI VHS2




a) Inoculacidn de Conejos y Cobayos (166)

b)

c)

Se inoculan los animales con suspensidén viral clarificada
(103 DICT 50/ml) "3 ml(cobayo: 0.5 ml) por via intraperitoneal
y 3 ml por via intramuscular. Al cabo de 7 dias, se repite
la inyeccidn y a los 21 dias se sangra. Para mantener un
titulo de anticuerpos adecuado, el animal se puede re-es
timular con suspensidén viral, cada 3-4 meses.

Absorcidn del Inmunosuero

Cada ml de suero se abscrbe con 30 millones de células RK-
13 lisadas, igual naGmero de células Hep 2 lisadas, 1 mg

de polvo de rifidn de conejo. La absorcidn se realiza a 37°%
y en agitacidén constante durante 24 hs, luego de lo cual

el suero se centrifugaa 9000 rpm y el sobrenadante se

fracciona y guarda a -20%.

Ensayos de Reactividad

Células HEp 2 o RK 13 infectadas con VHS2 durante 4 y 24

hs se recogen luego de un breve tripsinado y se lavan re-
petidas veces con tampdn de fosfato 0,05 M, ClNa 0,15 M,

pH 7,4.

Se ajusta la concentracidén a 0,5-1 X 106 cél/ml y se distri-
buyen en portacbjetos para inmunofluorescencia y se dejan
secar al aire,

Las células se fijan con acetona a -20°C durante 20 min.:

luego de lo cual se pueden almacenar. a -20°. Al mismo



tiempo, se preparan de la misma forma portaobjetos con
células no infectadas como control negativo.

- La éspecifidad del suero se demuestra por inmunoperoxi-
dasa frente a cé&lulas infectadas y fijadas; como control
negativo se colorean células no infectadas y epitelio

cervical normal.

12. TECNICA INMUNOPEROXIDASA

Metodologia

- Las biopsias incluidas en parafina se cortan en secciones
de 4-5‘Pm y se fijan en pcrtaobjetos tratados con gelati-
nas o albﬁminﬁ se secan en estufa entre 40-50°C.

- Colocar los portaobjetos en vasos Koplin y desparafinar
efectuando varios cambios con xilol; colocar en alcohol
100°.. Tratar los cortes durante 30 min con solucién de
agua oxigenada-etanol, a fin de eliminar la actividad peroxi-
dasa enddgena (presente en leucocitos, gldbulos rojos y
otras células).

~ Efectuar pasajes por etanol 960,80o y varios cambios con
agua destilada.

- Dejar durante 10 min. en tris salino suero (se puede cubrir
con suero solo). Esta incubacidn previene la unidn inespeci-
fica de proteinas a algunos tejidos, especialmente colégeno.

- Secar cuidadosamente los portaobjetos alrededor de las sec-

cione vy vertir varias gotas de la dilucidn del primer
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antisuero (anti virus). Se incuba en cadmara hidmeda a 4°C
durante 30 min-24 hs. Hay que determinar el tiempo &ptimo,
el cual puede acelerarse efectuando la incubacidn a 37°C
durante 1 h, cuidando que no se sequen los cortes para evi-
tar la aparicidén de fondo inespecifico.

Colocar los preparados nuevamente en el Koplin y lavar con
tris salino suero, cambiando el buffer varias veces; luego,
dejar 2 hs en la misma solucidn.

Secar los portaobjetos alrededor de los cortes y vertir el
segundo antisuero (anti gammaglobulina de conejo). Incubar
en camara hiimeda a temperatura ambiente durante 30 min.
Eliminar el tercer antisuero lavando con tris salino so-
lucidén y dejando los preparados sumergidos durante 10 min.
en tris stock, efectuwando un cambio.

Revelar con DAB vertiendo el reactivo sobre los cortes. Se
puede controlar bajo microscopio la aparicién de color ma-
rron, la cual sobreviene por lo general rapidamente, entre
2-10 min (tiempos mayores pueden determinar la aparicidn

de fondo inespecifico).

Interrumpir el revelado, sumergiendo los portaobjetos en
agua destilada. Efectuar varios cambios y luego tratar cada
portaobjeto con algunas gotas de tetrdxido de osmio al 0,1%
durante 2 seg., lavando inmediatamente con agua destilada.
Aunque no es obligatorio, este tratamiento acentuard la co-

loracién y evitard la difusidén del color, proceso que ocu-



rre durante los siguientes dias o semanas.

- Coloracidn de contraste: con hematoxilina de Harris; dejar
30 seg. y vertir agua de la canilla para que vire al azul.
Lavar con agua destilada.

- Deshidratar los cortes mediante pasajes de 1 min. por alco-

© 100° (dos cambios c/u) y por xilol (dos

holes de 80°, 90
cambios). Montar con medio de montaje sintético.
Paralelamente, efectuar la coloracidén de un preparado con-

trol, donde se reemplaza el primer inmunosuero por suero

normal de conejo.

Dilucidn de los Antisueros: es variable y depende del titulo

inicial del antisuero. Primer antisuero: probar entre 1/50
y 1/500. Segundo antisuero: 1/80. Tercer antisuero: 1/250.

Todas las diluciones se efectilan con tris salino suero.

Conservacidn de los Inmunosueros: tanto los puros como los

. o -
diluidos se conservan a -20 C o temperaturas aGn menores. Es
aconsejable hacer una dilucidén 1/10, fraccionar y congelar,

para evitar maniobras de congelamiento y descongelamiento.

Solucibén Reveladora: 30 mg de diaminobencidina disuelta en

100 ml de tris salino, preparada cada vez que se va a usar
y en los instantes previos a su empleo, se agrega agua oOXi-

genada de 30 voldmenes (0,03-0,3%).
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Solucidn de Tetrdxido de Osmio: se prepara al 1% en agua

destilada y se conserva congelada y en la oscuridad. Se

usa 0.1% en tris salino.

Solucidén Teis Stock: (pH 7,6 0,5, M) 60,57 g de tris (hi-

droximetilamino metano) en 500 ml de agua destilada. Se agrega
acido clorhidrico 1 N (aproximadamente 376 ml)hasta alcanzar
el pH 7,6 y se completa el volumen con agua destilada hasta

1000 ml. Ajustar el pH nuevamente.

Tris Salino: una parte de tris stock y 9 partes de solucidn

fisioldgica (pH 7,6 0,05 M)

Tris Salino Suero: tris salino mas 1% de suero normal de cerdo

(especie en la cual se obtuvo el antisuero secundario). Ajus-

tar el pH a 7,6.

Solucidén de Gelatina: 15 ml de solucidn de gelatina al 5%

en un litro de agua tibia, se utiliza para levantar los cortes
luego de seccionarlos. Los portaobjetos se dejan 24 hs en

estufa a 40-50°C.

Solucidbn para Eliminar la Peroxidasa Enddgena: agua oxigenada

de 30 volimenes (comercial) diluida al 10% en metanol o etanol.

TECNICA INMUNOFLUORESCENCIA DOBLE RODAMINA-FLUORESCEINA

a) Marcacidn de la Globulinas Anti Cobayo (preparada en cabra)

(Sigma)
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= Diluir las globulinas con solucidn salina (0,85% de ClNa)
hasta obtener una concentracidén final de 3%

- Ajustar el pH de las globulinas a 9,0-9,5 con una mezcla de
partes iguales de solucidn 0,5 M de carbonato:y bicarbona-
to de sodio.

- Poner las globulinas en un vaso de precipitado sobre un
agitador magnético en la heladera y agregar el isotiociana-
to de rodamina (Sigma) poco a poco, en un periodo de 3 a
4 hs. Se agrega 0,016 mg de rodamina por mg de globulina.
Dejar agitar lentamente 24 hs.

- Poner las globulinas conjugadas en una membrana de didlisis
y dializar con agitacidén contra solucidn salina tamponada
(fosfato de potasio 0,01 M, ClNa 0,85%, pH 0,7) durante 3
dias, agregando Dowex 2-X4 para acelerar la dialisis.

b) Evaluacidn del Conjugado

Se evallia por inmunofluorescencia sobre células HEp 2 infecta-
das y fijadas, incubando:-primero con una dilucidén 1/100 del
antisuero anti virus Herpes simplex tipo 2, durante 30 min.

a 37% y lavando durante 30 min con tampdn de inmunofluorescen-

cia (IF) (fosfato de sodio 0,5 M, ClNa 0,15 M, pH 0,6).

- Se incuban diluciones seriadas del conjugado efectuadas eon
el tampdn de IF durante 30 min a 37°%¢ y se lavan por 30 min
con el mismo tampdn.

- Se lava con agua destilada por 5 min y se colorea con azul
de Evans (1%) durante 5 min y luego se enjuaga con agua

destilada.
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Se montan con glicerina tamponada (partes iguales de glis .-

cerina y tampdn de IF).

Inmunofluorescencia

Desparafinacidn: dos pasajes por xilol, 10 min cada vez.
Hidratacidn: pasaje por alcoholes de graduacidn decrecien-
te y varios lavados con agua destilada.

Dejar 10 min en tampdén de IF adicionado con 1% de suero de
cabra.

Escurrir el portaobjetos y evitando el secado, cubrir las
secciones con una mezcla de partes iguales de sueros anti
virus Papiloma (preparado en conejos) y anti virus Herpes
simplex tipo 2 (preparado en cobayos), cada uno diluido
1/60 (dilucidn final 1/30); incubar en camara hameda toda
la noche a 40 °c .

Lavar dos veces con tampdn de IF, 15 min. cada vez.

Cubrir las secciones con una mezcla de partes iguales de
suero anti inmunoglobulina de conejo marcado con isotio-
cianato de fluoresceina (cabra) (Instituto Pasteur) (dilucidn
1/50) y suero anti gammaglobulina de cobayo marcado con
isotiocianato de rodamina (dilucién 1/50). Incubar a 37°%
durante 30 min.

Lavar dos veces con tampdn de IF, 15 min cada vez.

Lavar una vez con agua destilada durante 5 min.

Coloracidn de contraste: se colorea con azul de Evans du-

rante 5 min y se enjuaga con agua destilada.
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- Se montan con glicerina tamponada.

Observacidn: Microscopio Zeiss provisto de filtro KP 490

S 525.

14. PREPARACION DEL INMUNOSUERO ANTI PROTEINAS TEMPRANAS

a)

Purificacidén de las proteinas no estructurales ICP 11/12

(167)

Purificacidén del ADN utilizado en la columna cromatogra-

fica: se emplean timos de ternera; se les extrae la grasa
y el tejido conectivo, se cortan y pesan. Por cada 50 g
de tejido, se agregan 250 ml de solucidn A (sacarosa 0,5M,
cloruro de calcio 60033 M y 22,5 ml de tripsina 2%). Se
incuba a 37°C con agitacidén durante 2 hs.

Se filtra 4 veces por gasa doble. El filtrado se centri-
fuga a 1000 rpm durante 10 min. Se repiten los lavados
hasta obtener un sobrenadante claro. Los nlcleos aislados
se resuspenden en solucibén B (sacarosa 0,25 M, cloruro
del calcio 0,03) y se repite el filtrado por gasa. El
filtrado se centrifuga a 1000 rpm durante 7 min., repitién-
dose los lavados hasta la obtencidn de un sobrenadante
claro.

Los nficleos aislados se suspenden en 100 ml de solucidn
B y se purifican sobre Ficoll (20 ml de solucidn Ficoll
100 g/ml, mezclados con 55 ml de solucidén A). Los nicleos
se colectan en el fondo del tubo.

Los nicleos purificados se lavan con solucidn C (saca-



- 161 -

rosa 0,32 M; cloruro de magnesio 2 mM; fosfato de po-
tasio 1 mM, pH 7,3) centrifugando a 600 g durante 10

min. El1 sedimento se resuspende en solucidn hipot &nica
(ClNa 10 mM, cloruro de magnesio 2 mM, fosfato de pota-
sio 1 mM, pH 7,3) ajustandose la concentracidn a 10 mi-
llones de nicleos/ml. Se incuba 20 min a OOC, se homoge-
niza y se centrifuga 1000 rpm por 10 min. El sedimento
se resuspende en 35 ml de hidrdxido de sodio 0,2 M, dode-
cilsulfato de sodio 1%, incubandose durante 2 hs a 370C,
con agitacidn constante. Al cabo de dicho lapso, se agre-
gan 27 ml de acetato de sodio 3 M (pH 4,7) y se incuba a
0°c por 30 min. Se centrifuga 5 min a 8000 rpm y se recu-
pera el sobrenadante.

Al sobrenadante se le efect@ian 10 extracciones con fenol-
cloroformo (1:1), centrifugando cada vez y descartando la
fase inferior. Luego se lava 3 veces con un volumen de
éter frio, descartando la fase superior cada vez. Al fi-
nal del Gltimo lavado se agregan 4 ml de cloruro de so-
dio 5 M y 2 volimenes de etanol frio, dejandose toda la
noche a -20°C. La precipitacidn de &acidos nucleicos se
acelera mediante centrifugacidn a 10.000 rpm. El1 sedimen-
to se seca al vacio y luego se resuspende en agua destila-
da estéril y se mide la densidad optica a 260 nm y 280 nm
determinandose la relacidén 260/180, la preparacibén se con-

sidera pura, si dicha relacidén es superior a 1,8, el ADN
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obtenido se precipita con etanol y se guarda a -20%%

hasta su uso.

Preparacidén del extracto celular (165)

Frascos con 8 x 106 células se infectan con 1,6 x 108
UFP (unidades formadoras de placas)de VHS2 . Después de
la absorcidén (1 h a 37°C) se lava la monocapa y se adicio-
na medio frasco conteniendo una mezcla de aminoacidos
marcados con Cl4 (2)pci/m1). Luego las células se colec-
tan a las 18 hs post-infeccidn; se lavan 3 veces con tam-
pon de fosfatos 0,05 M, pH 7,4, ClNa 0,15 M; se centrifu-
ga y congela el sediménto a -70%.

El sedimento se resuspende en tris ClH 20 mM, pH 0,5,
ditiotreitol 0,5 M, ajustandose la concentracidn celular

a 1-3 x 107 cé&l/ml.

Las células se sonican (20 min a 9 Kc) y se agrega un vo-
lumen igual del mismo tampdn para obtener una concentra-
cidén final de CINa 1,7 M y EDTA 5 mM, dejando 40 min a
0°c.

Centrifugacién a 30.000 g a 4% por 20 min, El extracto
soluble se dializa toda la noche a 4°C frente al tampdn
DE (tris ClH 50 mM, pH 7,5; ditiotreitol 0,5 M, 0,2% de
Nonidet P-40; 20% glicerol). Luego se centrifuga a 15,000
rpm durante 20 min; el sobrenadante se emplea para la

purificacidén de las proteinas ICP 11/12.



c) Cromatografia en DEAE-Celulosa: _

- Se prepara una columna de 2 X 20 cu de DEAE celulosa
(DE52 Whatman) y se aplica a la muestra (sobrenadante ob-
tenido en el paso anterior) con 2 volimenes de tampdn
DE y la proteina se eluye con 150 ml de un gradiente de
CL 0,3M. Se mide laradioactividad y se recoge el 2do
pico, el cual se dializa frente a tampdn DE. El eluido
dializado se aplica a una columna de fosfocelulosa (pll
celulosa Whatman) (previamente lavada con alblmina bovina
SOOlpg/ml en DE). La columna se eluye con 2 vollmenes de
tampdn DE y las proteinas ICP 11/12 se eluyen con un gra-
diente CIK (0,1-0,4 M) en DE; de cada fraccidn se toma
la radiocactividad (por precipitacidn con TCA). Se juntan
todas las fracciones del pico que contiene las proteinas
ICP 11/12 y se ajusta la concentracidn a SOO,Pg con alba-
mina bovina y se dializa frente a CIK 50 mM.

d) Cromatografia ADN-Celulosa:

- Preparacidn de la columna de celulosa: la celulosa se
lava varias veces con etanol caliente y luego sucesiva-
mente con OHNa 0,1 M, EDTA 1 M, ClH 10 mM, hasta neutra-
lizar. Se liofiliza y guarda hasta su uso.

- Una solucidn de ADN de timo de ternera (1-3 mg/ml en tam-
pén tris C1lH 10 mM, pH 7,4, 1 mM EDTA); se le agrega la
celulosa purificada y seca (1 g de celulosa/3 ml de so-:
lucidén de ADN) hasta formar una pasta. Se deja secar en

caja de Petri a temperatura ambiente, cubierta con una



gasa; luego se muele con una varilla de vidrio y se
liofiliza. El polvo seco se resuspende en 20 voldmenes
del tampdén mencionado y se deja un dia a 4°c. se lava
brevemente para remover el ADN libre y la mezcla ADN/
celulosa se guarda a -20° diluida con tris Cl1H 10 mM,
EDTA 1 mM, ClNa 0,15 M.

- Se arma la columna y se lava con tampdn DE. Se aplica la
muestra y se eluye secuencialmente con CIK 0,05 M, 0,1 M,
0,2 M, 0,4 My 1 M; este Gltimo eluido contiene las protei-
nas tempranas, Las fracciones se unen y dializan frente
CIK 50 mM y se liofilizan.

e) Obtencidn del Inmunosuero

- La proteina se homogeniza con adyuvante de Freund comple-
tp; se inyectan conejos con lolpg de proteina pura (en
patas delanteras ); a las dos semanas, los animales re-
ciben una nueva inyeccidn (en patas traseras). Los anima-

les fueron sangrados a los 10 dias.

f) Especifidad del suero

Luego de ser absorbido como se indica en la pag. 153, su
especificidad se demostrd (por IP) frente a células HEp 2

infectadas con VHS2 durante 4 hs y fijadas en acetona fria.

15. PROPAGACION DE VIRUS PAPILOMA (VP) CLONADOS EN EL PLASMIDO

PBR 322 (1)

A) Transformacidn Bacteriana




Resistencia a Antibidéticos

El plasmido PBR 322 otorga a la bacteria Escherichia coli
(HB 101) resistencia a la ampicilina y a la tetraciclina,
pero en los procesos de clonado que implican el corte del
ADN del plasmido frecuentemente se destruyen los sitios

que codifican en el mismo la resistencia a antibidticos.

Plasmido PBR 322 ADN VP 6b; PBR 322-ADV VP 11; PBR 322-

ADN VP 16. Son ampicilina resistentes y tetraciclina sensi-
bles.

Plasmido PBR 322-VP 18: En el clonado, se empled para cor-

tar el ADN gdel plasmido, la enzima EcoRl que no inactiva
los sitios de resistencia a la ampicilina y a la tetraci-
clina, por lo cual la bacteria transformada crece en presen-
cia de ambos antibidticos.

Bacteria Escherichia coli (HB 10l1l): es resistente a la es-

treptomicina por lo que el agregado de este antibidtico

al medio previene la proliferacidén de otras bacterias. Es

sensible al cloranfenicol, por lo que el agregado de este

antibibtico al medio amplifica la produccidn del plasmido

(s6lo se produce sintesis de ADN).

1) Sembrar 0,5 ml de un cultivo de 24 hs de E. coli HB 101
en 50 ml de caldo LB.

2) Incubar a 37°C con agitacidn constante hasta que la ab-
sorbancia a 600 nm sea igual a 0,2.

3) Incubar 10 min en bafio de hielo con el objeto de dete-

ner el cultivo.



4)

35)

Centrifugar 15 min a 3000 rpm a 4°c. Descartar el so-
brenadante.
Resuspender el pellet en 10 ml de cloruro de calcio

50 mM estéril frio.

6) Tncubar 20-25 min a 0°C con agitacidén periodica.

7) Centrifugar 15 min a 3000 rpm a 4°C,

8) Resuspender en 0,5 de cloruro de calcio estéril frio.

9) Fraccionar en tubo Eppendorf, 0,2 ml por tubo

10) Incubar 24 hs entre o y 4°c.

Tranformacidn

1) Agregar a 0,2 ml de bacterias E. coli IO‘PI de plasmido
diluido. Trabajar en paralelo con otro tubo, sin agregar
plasmido que servira de control.

2) Incubar ambos tubos a 0°C durante 10 min.

3) Incubar ambos tubos durante 2 min exactamente a 420C
En este punto, se puede dejar hasta una hora a tempera-
rura ambiente.

4) Agregar a cada tubo 1 ml de caldo LB precalentado a 37%

5) Incubar 1 h a 37°C

6)

Sembrar IOO/leor placa, segln el siguiente esquema:
- Bacterias control: a) agar LB; b) ampicilina + tetra-
ciclina, medio 63 Bl.
- Bacterias transformadas con el plasmido PBR 322 con-

-

teniendo .los tipos 6b 8 11, & 16: a) agar LB; b) am-

cilina medio 63 Bl; c) tetraciclina en medio 63 Bl.
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Incubar las placas invertidas durante 36 hs a 37°C,

Resultado esperado

- Bacterias no transformadas (control): a) crecen; b)
no crecen.

- Bacterias transformadas: a) crecen; b) sélo crecen las
bacterias que portan el pldasmido; c) no crecen
pues en el cldnado, el plasmido fue cortado
con la enzima Bam Hl que rompe el ADN en el
drea del gen que codifica para la resistencia
a ése antibidtico.

Una vez efectuado el plaqueo, las colonias resultantes

se inoculan en caldo o directamente se utilizan los cul-

tivos liquidos en los cuales se efectud el plaqueo.

B) Conservacidn de Cepas Bacterianas Transformadas

Se siembra en medio liquido LB 2 ml de cultivo por cada 100
de caldo.
Se incuba 4 hs. a 37°C con agitacién
Se agregan 0,5 de estreptomicina (34 mg/ml en etanol/agua,
1:1).
Se centrifuga el cultivo a 10.000 rpm y se resuspende en
partes iguales de caldo LB y glicerina (aproximadamente 10
ml); se fracciona y congela a -70°.
Reactivos
1) Caldo LB: triptona 10 g

Extracto de levadura 5 g

Cloruro de sodio 10 g

Agua destilada csp 1000 ml



Ajustar a pH 7,4 (con OHNa 1 M) y autoclavar.
2) Agar LB: agregar al caldo LB 1,5% de agar.
3) Soluciones de antibidticos
Tetraciclina (Tc): solucidén madre: 15 mg/ml (en etanol/
agua destilada 1:1)
Ampicilina (AP): solucidén madre: 10 mg/ml (en agua desti-
lada) .
Estreptomicina (St): 20 mg/ml (en agua destilada}
agregar l‘PI/ml de medio
Medios con antibidticos: se prepara el medio LB y se
autoclava. La solucion ue antibid-
tico se agrega al medio cuando la
temperatura llega a 56°C. Plaquear
luego de 10 min.
4) Solucidn de cloruro de calcio: 100 mM en tris ClH 10 mM
pH 8; autoclavar y conservar en la heladera.

5) Medio 63 BL: medio minimo: solucibén de sales:

Llevar a pH 7,2 y autoclavar.

Preparacidén y extraccidn de Plasmidos Bacterianos

1) Se toma una colonia de E.coli HB 101 transformada
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crecida sobre un cultivo s6lido al cual se le agregd
ampilicina. Se siembra en 20 ml de caldo LB adicionado
con ampicilina (IOOAPg/ml) en Erlenmeyer de 100 ml.

2) Incubar toda al noche con agitacidn constante y a
37%.

3) Se siembran 2 ml del cultivo anterior en 100 ml de caldo
LB + ampicilina (100 Pg/ml).

4) Se incuba 8 hs a 37°C con agitacién.

5) Se agregan 0,5 ml de estreptomicina y cloranfenicol
(34 mg/ml de etanol/agua 1l:1) (estreptomicina 20 mg/ml).

6) Incubar toda la noche a 37°C con agitacion.
Extraccidén (todos los pasos se realizan en banho de hielo).

7) Centrifugar el cultivo 10 min a 4000 rpm a 4°C; descar-

tar el sobrenadante.

8) Resuspender en 10 ml de buffer T10 El.

9) Centrifugar 10 min. a 4000 rpm a 4°C. Descartar el sobre-
nadante.

10) Resuspender en 4,5 ml de solucidn de lisis (se preparan
5 ml en el momento).

11) Agregar 0,5 ml de solucidn de lisozima fresca (se pre-
para 1 ml).

12) Incubar 30 min. a 0.

13) Agregar 10 ml de solucidn alcalina fresca, mezclar
por inversidn.

. o
14) Incubar exactamente 5 min. a 0°C.
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Agregar 7,5 ml de acetato de Na 3 M, pH 5 e incubar

30 min. a 0°c.

16) Centrifugar 10 min. a 10,000 .rpm a 4°C,

17) Separar cuidadosamente el sobrenadante sin contaminar
el pellet.

18) Distribuir en tubos con capacidad de 30 ml (cénicos
de plastico). Agregar 3 volimenes de etanol frio; mez-’
clar por inversidn.

19) Incubar 30 min. a -70°C o toda la noche a -20°c.

20) Centrifugar 15 min. a 3000 rpm a 4°C. Descartar el sobre-
nadante.

21) Secar el pellet al vacio.

Purificacién

22) Resuspender en buffer E-SDS 0,2%.

23) Centrifugar 15 min. a 3000 rpm a 4°c. Separar el sobre-
nadante sin contaminar con el pellet.

24) Pasar el sobrenadante a un tubo de centrifuga de plas-
tico y agregar igual volumen de fenol/cloroformo.

25) Adgitar 4 min. por inversidn y contrifugar 2 min. a 3000
rpm a 4°c.

26) Separar la fase acuosa y agregar igual volumen de cloro-
formo.

27) Agitar 4 min. por inversidn.

28) Centrifugar 2 min. a 3000 rpm a 4°c.



29)

30)

31)
32)
33)
34)
35)
36)
37)

387
39)

Separar la fase acuosa y agregar 3 volimenes de etanol
frio.

Incubar 30 min. a -20°C y centrifugar 15 min. a 3000
rpm  (4°C) .

Descartar el sobrenadante y secar el pellet al vacio.
Resuspender el pellet en buffer T10 El, pH 8 estéril.
Agregar 0,1 volGmenes de sdlucibén de ribonucleasa.
Incubar 30 min. a 37°cC.

Agregar 3 volamenes de etanol frio.

Incubar 30 min. a -20°cC.

Centrifugar 15 min. a 9000 rpm a 4°c y descartar el
sobrenadante.

Secar el pellet al vacio.

Resuspender en buffer T10 El, pH 8 estéril.

A fin de controlar las plasmidos que contienen secuencias

de virus Papiloma, se efectlian andlisis con enzimas de

restriccidn.

Digestidn Enzimdtica de los ADN Plasmido-virus Papiloma

ADN 16 /.11
Enzima X 2 /ul
Buffer M10x 2 /ul

Incubar 1 h a 37°; incubar 5 min a 70°C.

Agregar tris pH 7,5 2/11

Enzima Z 2 /ul



Incubar una hora a 37°C. Incubar 5 min. a 70°cC.
Se puede emplear una sola enzima y verificar los patrones

de restriccién.

Verificacidn en Geles de Agarosa

a) Preparacidn del Gel

En un Erlenmeyer de 125 ml, pesar 0,5 g de agarosa y
agregar buffer de electroforesis. Colocar a bafomaria

a lOOOC, agitando periddicamente hasta la disolucidn
completa. Dejar enfriar hasta los 50°C. Vertir en la
cuba (directamente o se puede preparar en placas de vi-
drio limpio y secadas con alcohol). Colocar el peine y
dejar solidificar durante una hora aproximadamente. Se
retiran luego el peine y los sopottes.

Se coloca el buffer de corrida a los costados de la
cuba.

b) Siembra y Migracidn

A 10}11 de muestra se agregan 3,P1 de solucidn BBP-E
y se siembran. Se hace migrar del cdtodo al &nodo a
150 V hasta que azul de bromofenol migre 7 cm (aproxi-

madamente 1 h).
¢) Coloracidn

Colorear por inmersidn durante 15 min. en solucidn

de bromuro de etidio.



- 173 =

Decolorar 1 h en sulfato de magnesio 1 mM.

Observar el gel bajo lampara ultravioleta.

Enzima _6b
Ava I
Ava LL
Bam HI 1
Bgl II
Eco R1 1
Hae III 13
Hind III 1
Hpa II 3
Pst I 3
Sma I

Reactivos

Solucidn Madre de Tris ClH 1 M, pH 8

11

16 18

6

1 2

2 1
3

7

‘PBR 322

22

26

12,1 g de tris se disuelve en cantidad minima de agua:;

llevar '@ pH8 con ClH. Enrasar a 100 ml.

Solucidn Madre de EDTA 200 mM _

7,45 g de EDTA se disuelven en cantidad minima de agua.

Llevar al pH 8 con OHNa 1 N. Enrasar a 100 ml.

Solucidn de Acetato de Na 3 M, pH 5

40,8 g de acetato de Na se disuelven en cantidad mini-
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ma de agua. Llevar a pH 5 con acido acético y enrasar

a 1000 ml.

Solucidn Madre de OHNa 4 M

1,6 g de OHNa. Llevar a 10 ml.

Solucidén Madre de SDS 20%

20 g de SDS (dodecil sulfato de sodio) se disuelven con

agua, en caliente a bafiomaria. Llevar a 100 ml.

Solucidén de lisis

0,9 g de glucdésa + 5 ml de solucidn madre de EDTA
200 mM + 2,5 ml de tris ClH 1 M, pH 8 + agua destilada

hasta llegar a 100 ml.

Solucidn Alacalina

6,25 ml de solucidén madre de SDS 20% + 6,25 ml de so-
lucidon madre de OHNa 4 N + agua destilada en cantidad

suficiente para 100 ml.

Solucidén de Lisozima

30 mg de lisozima/ml de solucidn de lisis. Preparar

o
en el momento y mantener a 0°C.

Buffer T10 El1 (tris 10 mM, EDTA 1 mM)
1 ml de solucidn madre de tris Cl1H 1 M, pH 8 + 0,5

ml de solucidn madre de EDTA 200 mM, pH 8 + agua desti-

lada hasta 100 ml.



Buffer E-SDS 0,2%

4 ml de tris ClH 1 M, pH 8 + 1 ml de EDTA 200 mM,

pPH 8 + 0,27 g de acetato de Na + 1 ml de solucidn

madre de SDS 20% + agua destilada csp 100 ml.

Solucidn Madre de Ribonucleasa

1 mg de ribonucleasa en 1 ml de tris ClH 5

Buffer M10x, pH 7,5: ClNa 50
Tris ClH,pH 7,5 10
Cly Mg 10
Ditiotreitol 1
Buffer de Electroforesis: Tris 89

Acido Boérico 89

EDTA 2

Solucidn de BBO-E: Azul de bromofenol 0,2%

glicerol y 50 mM EDTA.

Solucién de Bromuro de Etidio:

mM, pH 8.

mM

mM

mM
mM

mM

en 50% de

40 PJ de una solucidén 10 mg/ml en 200 ml de agua des-

tilada.

16. HIBRIDACION "IN SITU"

A) Técnica de Nick Translation: Preparacidén de Sondas Biotili-

nadas.

En tubo Eppendrof de 1,5 ml colocar:



- 5/11 de s6lucidn A (mezcla de nucledtidos)

P

X/.xl de la solucidén B (1 /ug ADN fago o 1 /ug de ADN viral).

25‘P1 de nucledtido biotilinado

- Z}Jl de solucidén E {(agua) hasta llevar a 45/11.
Mezclar brevemente.

Adiconar 5/11de solucidn C (ADN polimerasa y ADNasa)
Cerrar el tubo, mezclar brevemente, centrifugar a 15.000
g por 5 segq.

Incubar a 15°¢C por 60 min.

Adicionar 5/115e solucidén D.

Adicionar medio volumen de acetato de amonio 7,5 My 2
volGmenes de etanol; centrifugar a 15.000 g por 5 min. y
repetir la extraccidn con etanol.

Secar al vacio.

Reactivos: Kit Nick Translation Cat. 8160 SB Bethesda Research

Lab.

Biotina 11 duTP Cat.

B) Control de la Marcacidn con Nucledtido Biotinilado

1) Marcar sectores en filtros Millipore de 20}nn de poro
(los que se usan para esterilizacidn por filtracidn).
Usar lapiz de grafito.

2) Colocar en el centro de cada sector 2 ul de tipo de ADN

viral biotinilado.



- 177 -

3) Colocar cada membrana Millipore entre discos de
papel de filtro y colocar en caja de Petri.

4) Secar 15 min. a 37°C.

5) Secar 1 h a 70-80°C

6) Lavar con SSC 2x+3% BSA; dejar 15 min. a 42OC (cubier-
tos por el buffer)

7) Secar 30 min. a 70-80°C.

8) Lavar con SSC 2x+3% BSA, cubrir con el buffer y dejar
15 min. a 42%.

9) Secar a temperatura ambiente.

10) Agregar 3}11de complejo PAP streptavidina a cada
sector.

11) Incubar en caja de Petri, colocando en la tapa un
disco de papel de filtro himedo (que debe pegarse a
la misma sin tocar las membranas Millipore (camara
hGmeda) . Dejar 30 min. a 37%.

12) Lavado con SSC2 X, dos cambios; dejar 20 min. en
igual buffer.

13) Secar al aire.

14) Revelado con DAB: se corta inmediatamente que aparez-
ca el color (aprox. 1 min.) con agua destilada.

15) Se pueden guardar en camara oscura.

ADN viral: (lOPg/ml)diluir con agua destilada estéril.

Solucidn Madre de SSC 20X: 3 M ClNa, 0,3 M citrato de Na.

Solucién SSC 2X: hacer una dilucidn 1/10 con la solucidn




anterior y agua destilada.

Solucidn SSC 2X + 3% BSA: agregar por cada 100 ml de

la solucidn anterior 3 g de albGmina bovina.

Solucidn DAB: 30 mg de diaminobencidina (Sigma): se

disuelven en 100 ml de buffer tris, pH 7,5 (ver f6rmu-
la en la técnica inmunoperoxidasa).

Solucidn Reveladora: 10 ml de solucidén DAB + 0,03-0,3%

de agua oxigenada comin de 30 volimenes. Se prepara

en el momento y se tira lo que sobra.

Resultados Esperados (seglin el protocolo anterior)

En el esquema se muestra el control de tres stocks

por virus. Los controles son: ADN de timo o esperma
de salmdn (10 mg/ml, calentado previamente a bafio-

maria hirviente por 10 min.).

Sin muestra: Controla al complejo streptavidina-

peroxidasa.

Se agregan por cada /.lg de ADN a marcar 2,5 }.11 de bio-
tina 11 DUTP. Se debe efectuar una sola reaccidn por

tubo, pues sino baja la eficiencia de marcacidn.

C) Técnica de Hibridacidn "in situ" 9178)




1) Preparacidén de las Muestras de Estudio:

2)
3)

4)

5)

6)

7)
8)

~ Fijacidn: etanol/cloroformo 2:1 durante 3 hs luego
de embeber en parafina como es habitual en
histologia. Alternativamente: paraformal-
deido al 4% en PBS. 7.7 durante 30 min. Lue-
go lavar con PBS y embeber en parafina como
es habitual. Para preparados citoldgicos,
ver al final.

- Efectuar cortes de 5 Pm, por lo menos 4 por porta;

de cada biopsia, preparar 7 portaobjetos (5 se desti-

nan para hibridacién y 2 para inmunoperoxidasa).

Desparafinar con varios cambios de xilol durante 1 h.
Lavar con etanol absoluto dos veces.

Inactivacidén de la peroxidasa enddgena: incubacidn con
etanol al 10% de agua oxigenada (de 30 volamenes) du-
rante 30 min.

Lavado con etanol absoluto y luego hidratacidn por al-

°, 600) y

coholes de graduacidn decreciente (960, 80
varios cambios de agua destilada.

Tratamiento con pronasa (autodigerir la enzima previa-
mente -ver en reactivos). Colocar los portas en céamaras
himedas y cubrir los cortes con gotas de enzima. Dejar
5 min. y lavar con PBS-glicina para inhibir la pronasa.

Tratamiento con ARNasa pancréatica 15 min a 37%.

Lavado dos veces con PBS durante 5 min. cada vez (colo-



- 180 -

car los portas en Koplin cuando se efectiian los lava-
dos.

9) Post fijacidn con paraformaldehido 4% en PBS durante
5 min. (directamente en los Koplin).

10) Lavados dos evces durante 5 min. cada vez con PBS gli-
cinado.

11) Deshidratacidn con alcoholes de graduacidn decreciente
y luego dos cambios con etanol absoluto.

12) Los cortes deshidratas y secos se cubren con 10—20/41

de mezcla de hibridacidn.

Mezcla de Hibridacidn

Condiciones Estrictas:

Formamida desionizada, pH6,8-7,2 ..c.cceeecenccess SQpl
Sulfato de Dextran 50% ...cceeecececcecccecnnococcns 1%p1
SSC 20X cevececceccanns csecssccssscsacaccnsens coen 29p1
Probe (20 /ug/ml) (tipo 6 618 6 16 U 1l). .t eeeeneenenn 20/1.11
Carrier (10 mg/ml) :ADN salmdn .ceeeececacecccccens %pl

Condiciones no Estrictas:

Formamida PH 6,8-=7,2 ccceececcneccaccncacrscnnnsnns lO}Jl
Sulfato de Dextran 50% ....cceeeeceeecnnccncacccnce 10 PJ
Agua destilada estéril ....c.ccccieciiccccccacanans 30 Pl
SSC 20X ...... et eteeeeeeteeeneeeaeaaaan .. 20 pl
Probe (20 pg/ml) LiPO 6 ceeenecccecrccnecccananana 10 fl
Probe (20 ug/ml) tipo 1l...cciceevvocecnnccsscnnns 10 ?1
Carrier (10 mg/ml: ADN de salmdn ....c.ccecececcnen: 4-P1
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13) Colocar los portas en caja metdlica (de cirugia) y some-
terlos a vapor o calor himedo a 90°C por 6 min. y luego
pasarlos inmediatamente a la cdmara de incubacidén hime-

da y dejarlos secar por 18 hs a 37%.

Deteccidn de Hibridos

14) Colocar los portas en Koplin y lavar con SSC 2X-3% BSA
durante 10 min. a temperatura ambiente.

15) Lavar con SSC 2x -3% BSA a 37°C. durante 10 min.

16) Lavar con SSC 2x -3%BSA durante 10 min. a temperatura
ambiente.

17) Lavar con tris 0,05 M -3% BSA. Efectuar dos cambios rapi-
dos.

18) Escurrir bien los portas y agregar sin que se sedquen 20
Pl de complejo streptavidina-proxidasa (o la ¢ tidad su-
ficiente como para cubrir el corte). Incubar 30 min. a
37°%.

19) Lavar con SSC 2x dos veces duranté 5 min.

20) Lavar con PBS-tritdén 0,1% por 2 min.

21) Lavar dos veces con tris 0,05 M.

Revelado

22) Preparar DAB en el momento y agregarle 0,03-0,3% dé
agua oxigenada. Cubrir los cortes y dejar 5 min. o ha;ta
la aparicidén de color; detener la reaccidn por lavado

con agua destilada.

23] Fijar por pasaje por agua osmificada y luego enjuagar



repetidas veces con agua destilada.

Coloracidn de Contraste

24) Colorear con hematoxilina de Harris (débil), enjuagar
con agua destilada.
Méntaje
25) Deshidratacidn por pasajes de etanol de graduacidn creciente.
26) Deshidratacidn por pasaje por xilol (dos veces).

27) Montaje sintético y cubre.

Reactivos

Tris 0,05 M, pH 7,6 EDTA 5 mM.

Pronasa: preparar un stock de 100 mg/ml. En tris EDTA, autodi-
gerir la enzima 2 hs a 37% (inhibir las nucleasas).
Guardar a -20°C. Al momento de usar, diluir con tris
EDTA (1 mg/ml).

PBS: 0,5 M fosfato monosédicg 0,5 M de fosfato bisddicg 0,15 M
ClNa.

Glicina: 1 M

PBS glicinado: 1 ml de glicina 1 M + 24 ml PBS

ARNasa pancreética:lOOAPg/ml en tris EDTA.

Paraformaldehido: 4% en PBS.

Formamida desionizada: USAR LA Sigma que ya viene.al pH indicado.

Probe: diluir con agua destilada estéril, ZOIFg/ml
Carrier: ADN de esperma de salmdén 10 mg/ml; calentar por 10
min. a bafiomaria (lOOOC).

SSC 20X: 3 M ClMa, 0,3 M citrato de Na.



- 183 -

SSC 2x; dilucidn 1/10 con agua destilada.

SSC 2X -9% BSA: por cada 100 ml de SSC 2X agregar 3 g de albimi-

na bovina.
Tris - 3% BSA

Streptavidina-peroxidasa: hacer dilucidén 1: 300 con tris.

Agua osmificada: (ver perparacidn en técnica inmunoperoxidasa).

PBS tritdén: PBS + 0,1% tritdn.
DAB: A 5 ml de DAB 0.05% se agregan 350}11C12N; 6H,0 al 1%.

DAB + Hy0,: DAB + 0,01% H50,.

Preparados Citblégicos:_fijar con glutaralheido 0,5% en PBS

7,2 de 10 a 15 min. Luego almacenar en congeladora

a -70°C.
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