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INTRODUCCION

En 1a etiología del cáncer genital, se consideran dos

áreas: l) El cuello uterino con 1a vagina y vulva comoderiva­

dos del seno urogenital, donde los factores carcinogénicos

parecerïan ser exógenosy del tipo irritativo; 2) el cuerpo

del útero junto con trompas y ovarios, donde los factores pa­

recerían ser endógenos y de carácter hormonal (1).

E1 útero es un órgano en el cual se pueden desarrollar

una gran variedad de tumores malignos con origen y comporta­

miento biológico diferente. Si bien existen variaciones geográ­
ficas en la incidencia de algunos de ellos, el siguiente or­

den de frecuencia puede aplicarse en general a 1a mayoría de

los países: 1.- Carcinomaepidermoide de cuello uterino; 2.­

Adenocarcinomaendometrial; 3.-Adenocarcinoma de cuello ute­

rino; 4.- Corioepitelioma; 5.- Leiomiosarcoma; 6.- Tumormix­

to mesodérmico; 7.- Mesonefroma; 8.- Sarcoma endometrial; 9.­

SarcomaBotrioides; 10.- Otros sarcomas de tejidos blandos.

Los cuatro primeros son más frecuentes y los demás muyraros.

En la zona de transición entre el epitelio estratificado
exocervical y cilíndrico endocervical (zona escamocolumnar)

ocurren las alteraciones de 1a reproducción y diferenciación

epiteliales, incluyendo displasias, metaplasias y carcinomas
"in situ" e invasivos o epidermoides.

E1 adenocarcinoma cervical se origina en el epitelio muco­

so del endocérvix; debido a esta localización, se lo detecta

frecuentemente cuando la invasión tisular es considerable.

En los paises donde la frecuencia del carcinoma epider­



moide es alta, 1a del adenocarcinoma es baja y viceversa; sin

embargo la frecuencia relativa parece depender más de 1a inci­

dencia del epidermoide que del adenocarcinoma. Diversas obser­

vaciones sugieren que_los factores etiológicos relacionados
con estos dos tumores son distintos (2).

El presente estudio enfoca-el carcinoma epidermoide y las

etapas tempranas de 1a neoplasia de cuello uterino, analizando

algunos aspectos probablemente etiopatológicos relacionados

con las infecciones por los virus Papiloma (VP) y los virus

Herpes simplex tipo 2 (VHSZ).

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

Epitelio Pavimentoso Normal

En el epitelio normal de 1a portio de la mujer sexualmente

madura, se puedenreconocer tres capas con ordenación preci­

sa: l) Estrato Basal: es 1a capa más profunda; se compone

de una sola hilera de células bien delimitadas, de forma cü!

bica y cilíndrica, con núcleos alargadosyrperpendiculares a

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

terior, formandovarias capas de células poligonales bien de­

limitadas y más voluminosas cue las basales , con núcleos cla­

ros y con un solo nucleolo reconocible. En relación con 1a al­

tura total del epitelio, este estrato es muydelgado. Los es­

tratos basales y espinoso constituyen el estrato germinativo,

aunque la renovación celular afectaría primariamente a las ce­

lulas parabasales, mientras que a las basales les corresponde­

ría una función 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 glucó­

geno. Si bien se observa cierto refuerzo en las capas altas,

1a queratinización no_forma parte del cuadro normal. En 1a

base del epitelio, se presentan regularmente papilas estro­
males bajas que llegan hasta el estrato espinoso. La delimita­

ción entre las células basales y 1a altura de las papilas es­
tromales constituyen una medida de la estructura normal del

epitelio.
Epitelio Cilïndrico Normal

Está formado por células altas prismáticas y delgadas, con

núcleos entre ovalados y en forma de clavija, situados en la

base epitelial; por encima de los núcleos, está la porción se­
cretora de las células, existiendo entre el polo inferior del

núcleo y 1a membranabasal un ribete citoplasmático más denso.

El límite entre el epitelio pavimentoso de 1a portio y el

cilíndrico del conducto cervical presenta una amplia gamade

variaciones, tanto en lo que se refiere a su localización

comoen su disposición. El caso ideal es cuando ambos tipos

de epitelios se encuentran en 1a región del orificio externo

del útero. Este orificio puede desplazarse tanto hacia el con­
ducto cervical comoen el sentido contrario, en cuyo caso se

llama erosión o seudo-erosión. E1 avance o desplazamiento de

la mucosa endocervical (ectopia) es un proceso ligado a la ma­

durez sexual, ocurriendo una retracción en la menopausia.

Ectopia Glandular: cuando en 1a retracción el epitelio

cilíndrico superficialyralgunas glándulas son sustituidas por



epitelio pavimentoso; no hay alteración topográfica de la mu­

cosa, sino modificación de su recubrimiento externo. La última

glándula cervical marcarïa 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: l) Sin potencial para progresar a neoplasma, hi­

perplasia basal o células de reserva; metaplasias maduraso

inmaduras; condilomas. 2) Con potencialidades de progresar a

neoplasmas invasivos; displasias y carcinomas "in situ".

Lesiones Benignas

Epitelio Atrófico: es delgado y las células basales ocupan

una gran proporción del mismo. Los núcleos y nucleolos son pro­

minentes; las figuras mitóticas sólo se observan en la capa ba­
sal y son normales.

Inflamaciones: las capas basales pueden presentar falta

de maduración, 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 cilíndrico de 1a superficie y de las glándu­
las queda sustituido por epitelio pavimentoso, debido al cre­

cimiento de otro tipo celular, o sea, sin transformación di­
recta de las células cilíndricas diferenciadas. Es una neofor­

mación por aparición y diferenciación de elementos celulares

subcilïndricos o de reserva, los cuales sólc>puedenidentificar—

se en el momentoen que aparece la metaplasia. La diferencia­

ción de las células podría deberse a una irritación crónica

y estar asociada con procesos de curación de una ectopia.



Metaplasia Escamosa Inmadura: no se observa pleomorfismo

ni figuras mitóticas anormales; 1a imagen cromatïnica es nor­

mal y la relación núcleo/citoplasma es baja; los rasgos ante­

riores y la presencia de células columnaressecretoras consti­
tuyen las bases para un diagnóstico diferencial con las dis­

plasias, aunque 1a presencia de caracteres asociados con estas
últimas indican una concomitancia de ambos.

Metaplasia Atïpicaï se observa aumento en el número de nü­

cleos, polimorfia nuclear, multiplicación de nucleolos, poli­
cromasia e hipercromasia.

Hiperplasia Basal: ocurre una proliferación de células li­

mitadas a las capas basales hasta la mitad del epitelio pavi­

mentoso; cuando 1a prolifereción afecta toda 1a altura del epi­

telio y en los estratos inferiores hay un máximode densidad,

se habla de displasia, por lo cual existe la posibilidad QKEIa

hiperplasia basal pueda ser una fase del desarrollo de atipïas
epiteliales neoplásicas.

Condilomas o Verrugas Genitales: es una lesión ampliamente

difundida desde la época«;mco-romana, minuciosamente descripta
en la antigua medicina. A través de los siglos, se lasrelacio­

nó con enfermedades venéreas comosífilis o gonorrea, atribui­

bles a relaciones homosexuales; recién en 1954, quedó confir­

mada 1a transmisión sexual de las mismas (8).

La naturaleza viral de los condilomas se comprobó en 1949

(9). Durante mucho tiempo, se pensó que las verrugas comunes,

las planas, plantares, larïngeas y genitales eran causadas

por un único virus, el Papiloma, y que las diferentes manifes­



taciones morfológicas estaban condicionadas por el tipo de

tejido que infectaban. De acuerdo con esta teoría 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 humedady calor reinantes en

el área. Este concepto fue revisado en años recientes debido

al descubrimiento de varios tipos y subtipos de virus Papiloma,

cada uno con localizaciones distintas (pág.4l).

Debido al hallazgo de dos entidades histológicas en el

cuello uterino, hubo una reevaluación de los conceptos relacio­

nados con las verrugas genitales. Hasta el año 1976, el con­

diloma papilomatoso o acuminado era considerado la única ma­

nifestación morfológica de la infección por virus Papiloma;

en ese año, dos grupos de investigadores (10) (11) trabajando

independientemente descubrieron a los condilomas planos y los

endofíticos, cuya etiología viral fue demostrada por la presen­

cia de partículas virales observadas bajo microscopio elec­

trónico (12) (13), La detección de antígenos virales por inmu­

nohistoquímica (14) (15) y 1a comprobación de 1a presencia de

información genética viral mediante estudios de hibridación

(16) (17).

Condiloma Acuminado: el condiloma acuminado clínicamente

detectable es raro en el cérvix y 1a infección está limitada

a la vulva, ano y parte baja de la vagina. Colposcópicamente,

se observa una proliferación blanquecina de forma redondeada

o alargada, con contornos netos y superficie irregular papilo­

matosa o arborescente y escasa vascularización. Pueden ser

únicos o múltiples y se ubican en la superficie del ectocérvix,



fondos del saco vaginal y región vulvoperianal. En ocasiones,

la leucoplasia (manchablanquecina) presenta una superficie

áspera con un fino granulado blanco o bien con aspecto de

proyecciones redondeadas muypequeñas, apenas sobreelevadas,

cada una con un capilar central, constituyendo el condiloma

acuminadoen su etapa inicial. Con el Test Shiller, la super­

ficie celular presenta una positividad débil atigrada o puntua­

ción oscura, con bordes menosdefinidos; la negatividad a di­

cha prueba es menos frecuente.

La infección por virus Papiloma de 1a mucosa o epidermis

produce una proliferación con rasgos histológicos que asemeja

una exageración de la arquitectura normal del epitelio; todas

las capas están representadas pero distorsionadas por un cre­

cimiento de las papilas epiteliales (papilomatosis) por 1a

proliferación de las capas germinativas (hiperplasia de las

células basales, acantosis) y un engrosamiento variable de

las capas superficiales (hiper y paraqueratosis) o queratini­
zación celular individual (disqueratosis) (18) (19).

La expresión histológica de la acción del virus (efecto

citopático) en las capas superficiales tiene comoresultado 1a

degeneración de la cromatina, manifestada comoun colapso irre­

gular del núcleo y una vacuolización citoplasmática en las

áreas circundantes (coilocitosis), formándoseun halo perinu­
clear. Las células coilocitóticas tienen frecuentemente cuer­

pos de inclusión basófilos los cuales, comopudo demostrarse

al microscopio electrónico, constituyen ordenanúentos.cristali­

nos de partículas virales. En las capas basales o parabasales

no se observa un pleomorfismo nuclear marcado ni mitosis anor­



males.

Condiloma Plano: es 1a forma más frecuente en el cérvix,

pero a menudosubclïnico. Histológicamente, se observa como

un foco acantótico, con elongación 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 1a disqueratosis intraepitelial
(queratinización intracitoplasmática) con o sin presencia de

núcleos pignóticos y la bi o multinucleación, aunque las figu­

ras mitóticas siempre son normales.

CondilomaInvertido Endofïtico: comparte las caracterís­

ticas anteriores, presentando un aspecto de seudo-invasión en

el estroma o glándulas, con lo cual tiene una apariencia de
carcinoma.

Actualmente,a kalesión no papilomatosa, es decir, micros­

cópicamente invisible, prefiere denominársela infección por

virus Papiloma subclïnica, aún cuando se haga referencia a las

lesiones similares de vulva, vagina y pene. Colposcópica cito­

lógica e histológicamente, la infección subclïnica se parece
a las lesiones premalignas y usualmente, pueden coexistir ad­

yacentes o yuxtapuestas, siendo sus rasgos histológicos indis­

tinguibles en este caso y definiéndoselos comocondiloma atí­

pico, displasia condilomatosa, condilomas con atipïas, condilo­

mas con displasias (10) (21).

Metaplasia Escamosa Inmadura con Atipïas (22): se trata

de tejidos con células metaplásicas monomórficas, inmaduras

o semimaduras, de polaridad conservada, con hipercromatismo



1,2.2.

.displasia no puede pasar a1 estado invasor

y pleomorfismo leve, con o sin coilositosis focal. Las figuras
mitóticas son anormales y es frecuente la observación de cro­

mocentros prominentes.

Se localiza en la zona de transformación o glandular.
Esta entidad es la más recientemente relacionada con la infec­

ción con virus Papiloma, sobre la base de que comparten con

los condilomascaracterísticas morfológicas biológicas y epi­
demiológicas. Histológicamente, la lesión se presenta similar

a las capas basales o parabasales de los condilomas, lo cual

explica la ausencia de la coilocitosis y la pobre detección de

antígenos virales, cuya expresión parece depender del grado de

maduraciónepitelial.
Lesiones Premalignas y Malignas (4)(7)(23-28)

Displasia: todos los trastornos de diferenciación en la

capa epitelial escamosa, de las glándulas o del revestimiento

superficial se clasifican comodisplasia; se tiene en cuenta
la demarcaciónde los límites celulares y presencia de atipías

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 más de dos tercios, se diagnostica displasia severa.

Si la totalidad del grosor del epitelio está afectada, se ha­
bla de carcinoma "in situ". Se acepta que la displasia puede

progresar al carcinoma "in situ", pero a menudose supone que

dicha progresión involucrarïa un cambio básico de una condición

benigna a otra forma potencialmente maligna, lo cual presupone

la concepción de dos etapas en la enfermedad, por lo cual una
sin pasar por el

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



lógica y de la historia natural de las displasias han des­

tacado una anormalidad celular básicagrhan enfatizado el he­

cho comprobadocnaqueun carcinoma invasivo puede desarrollar­

se directamente de una displasia leve o moderada, sin la tran­

sición previa de un carcinoma "in situ", Por lo cual parece

razonable descartar la evolución en dos etapas y aceptar que

todos los grados de displasia son una forma de neoplasia in­

traepitelial e introducir el términoneoplasia 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 comodisplasia le­
ve y termina en el carcinoma invasor.

Rasgos Histológicos de 1a Neoplasia Intraepitelial Cervical ­

(NIC) .

NICl (Displasia Leve): si bien todas las células del epitelio

tienen anormalidades nucleares, las de las capas medias y su­

periores presentan diferenciación citoplasmática. Todas las
células tienen núcleos con nucleolos prominentes de trazado

irregular, generalmente alargados e hipercromáticos con cro­
matina filamentosa o granular. En las capas inferiores, la es­

tratificación es más desordenada, no observándose claramente

los límites celulares; tienen una relación núcleo/citoplasma

(N/C) elevada y núcleos apiñados.

Las capas medias y superiores tienen una estratificación
variable con evidencias de maduración citoplasmática y una

relación N/C menor. Las figuras mitóticas, generalmente confi­

nadas a las capas inferiores, son normales.



Algunas veces, se observa queratinización.

NICII (Displasia Moderada): con rasgos histológicos simila­

res a1 anterior, excepto en que las células no diferenciadas

con núcleos pleomórficos y alta relación N/Cy la falta de es­

tratificación se extiende hasta la última capa, sin afectarla,
por lo cual 1a mismaconserva 1a diferenciación citoplasmáti­

ca y la estratificación, aunque las figuras mitóticas anorma­

les son observables en los dos tercios inferiores del epitelio.
NIC III (Displasia Severa - Carcinoma "in situ"): se acentúan

las características anteriores -indiferenciación, falta de es­
tratificación, pleomorfismo, apiñamiento de células basales,

figuras mitóticas frecuentemente anormales aún en las capas

superiores del epitelio. Por otro lado, en ciertos casos 1e­

ves, se observa cierto grado de diferenciación, por lo cual
se toman en consideración la limitación de la lesión a la su­

perficie, con compromisode todas sus capas, la ausencia de

estratificación y diferenciación ordenada, 1a observación de
los límites celulares, la pérdida de polaridad, 1a ausencia de

glucógeno salvo en las células más superficiales, las cua­

les pueden contener una pequeña cantidad, el aumento de la re­

lación núcleo/citoplasma y el hipercromatismo nuclear.

Carcinoma "in situ" muy Indiferenciado: presenta una e51

tructura uniforme; un tipo celular ocupa toda 1a altura del

epitelio: son células pequeñas e iguales, semejantes a las cé­
lulas basales, con núcleo hipercromático central, de forma

variable, entre ovalados o redondos a delgados o fusiformes.

El citoplasma es escaso.y cianofïlico; los bordes celulares

se observan poco definidos, sin los llamados "puentes interce­



lulares". Las itosis son frecuentes y el glucógeno estás
ausente. Es el tipo de lesión clásica que ofrece menosdis­

crepancia diagnóstica.
Carcinoma "in situ" con Cierto Grado de Diferenciacíón:

presenta célulasgrandes,claras, con bordes nítidos y cito­
plasma eosinófilo y núcleo pleomórfico vesicular. Estas célu­

las corresponden a la morfología de las células intermedias

o parabasales del epitelio escamoso normal. Es posible recono­

cer puentes intercelulares y a veces, focos de paraqueratosis.

Presenta un cambio abrupto de la morfología por la maduración

de otras dos capas de células aplanadas, en las cuales no es

infrecuente la presencia de pequeñas cantidades de glucógeno.

Algunos autores sostienen que la lámina basal, cuya exis­

tencia fue probada al microscopio electrónico, debe estar in­

tacta para sostener el diagnóstico de carcinoma "in situ"; sin

embargo, cabe destacar que los procesos inflamatorios locales

suelen destruírla o en ocasiones formar largas lenguas de in­

vasión con la membranabasal intacta, lo cual probablemente

indique un proceso invasor menos activo.

El carcinoma no infiltrante puede comprometeral epitelio

glandular, por lo cual es importante establecer la continuidad
del carcinoma "in situ" del epitelio escamosoy glandular,

pues cuando los cortes de biopsias no muestran continuidad,

se observan focos estromales que pueden llevar a la confusión

con un carcionoma invasor.

El comportamiento del carcinoma "in situ" es tema de dis­

cusión. Numerososestudios ultraestructurales, autorradiográ­

ficos y microespectrofotométricos hacen hincapié en la exis­



tencia de una unidad básica 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 mismogrado de aberración

cromosómicaen términos de aneuploidïa. Por otro lado, el car­

cinoma "in situ" exfolia células con caracteres de malignidad

y en muchoscasos, son idénticas a las del carcinoma invasivo.

Esta identidad ha sido ratificada por estudios histoquímicos

fotométricos y por cultivos de tejidos, por lo cual el carcino­

ma "in situ" es considerado una lesión potencialmente invasora.

Carcinoma Invasor: pueden reconocerse los siguientes es­
tadïos:

I.a.l. Invasión Inicial del Estroma:_pequeñoscordones
que comienzana infiltrar el estroma, pero sin llegar a formar

una masa carcinomatosa medible. Con frecuencia, hay focos de

maduraciónparadojal en el estrato basal, justo en el punto en

que va a comenzar la invasión. El estroma muestra una infiltra­

ción inflamatoria crónica y aumentode la vascularización.

I.a.2. Microinvasor: se observan pequeñas masas carcinoma­

tosas que infiltran menos de 2-5 mmde profundidad y que miden

menos de 7 mmde diámetro (según definición de la Federación

Internacional de Ginecología y Obstetricia), sin embolización

sanguínea ni linfática.
I.b. Macroinvasor: carcinoma invasor mayor que el ante­

rior, pero dentro de los límites del cuello.
Formas más avanzadas son estadios II, III y IV, que in­

volucran lesiones fuera de los límites del cuello, hasta me­

tástasis¡aqganglios linfáticos.



Adenocarcinoma "in situ" y Microinvasor del Cuello Uterino:

El crecimiento intraepitelial de los carcinomas de glándulas

fue conocido antes que el carcinoma "in situ" del epitelio pa­

vimentoso del cuello uterino. Los períodos preinvasores en ge­

neral suelen escapar al diagnóstico clínico y colposcópico.
E1 diagnóstico se basa en 1a demostración de atipías, tanto en

el campodel epitelio cilíndrico superficial comoen el glan­

dular.Se observa un epitelio que sobrepasa en altura a1 nor­

mal vecino, con núcleos alargados u ovalados, con ausencia

de nucleolos; por encima de 1a capa que contiene los núcleos,

se observa un ribete citoplasmático.El adenocarcinoma micro­

invasor produce la formación de glándulas con alteraciones es­
tromales.

Epidemiología del Cáncer de Cuello Uterino

La etiología del cáncer cervical ha sido estudiada exten­

samente desde hace más de 140 años, cuando Rigoni-Stern (18),

analizando los registros de fallecimiento por diversas causas

en la ciudad de Verona, destacó que la frecuencia del cáncer
de cuello uterino estaba en relación inversa al cáncer de mama

y que en las mujeres solteras o enclaustradas el riesgo de
desarrollar cáncer cervical era mínimo(29). Estas observacio­

nes fueron confirmadas en otros países (30(31) y en estudios

que señalaron a la promiscuidad sexual y aün a las prácticas

sexuales extramatrimoniales comoelementosde alto riesgo (2)(33).

El factor masculino en 1a transmisión o desarrollo de 1a

enfermedadha sido enfatizado en estudios que registran múlti­

ples casos de asociación de carcinoma de cuello uterinoty de



pene entre matrimonios (34) (5).

Ha sido documentadauna interrelación bastante consis­

tente entre la edad temprana del primer coito, número de pa­

rejas y del cáncer cervical y de pene (la mayoría de los estu­

dios no incluyen el vulvar, pero etiológicamente, podría per­

tener a1 mismo grupo) (34) (36).

Las primeras estadísticas mostraron una mayor frecuencia

en los estratos sociales más pobres (37), aunque recientes in­

vestigaciones restan importancia a1 nivel socioeconómico 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 circunscisión o en las que se realizan

prácticas higiénicas relacionadas con ritos religiosos (30)
(14). Sin embargo, estudios referidos a1 riesgo del cáncer

cervical en Israel señalan que 1a conducta sexual más permisi­

va es el principal factor en la epidemiología de la enferme­

dad. Si bien 1a incidencia es todavía baja en relación con

otras regiones, hay un aumento en 1a prevalencia de displasias

y carcinomas "in situ", cuyos valores son comparables con los

obtenidos en Inglaterra o Estados Unidos de Norteamérica (40).

La adicción al cigarrillo fue señalada comoun factor de

riesgo independiente de eventos infecciosos o sexuales (31).

La relación de agentes virales con esta patología está

sustentada por numerosas investigaciones, aunque no pueden

destacarse comocofactores potenciales las infecciones bacte­

rianas, gonorrea, sífilis, tricomonas (40). En las dos últi­
mas décadas, dos grupos virales han sido estudiados en rela­
ción con el carcinoma del cérvix uterino: los virus Herpes



simplex y los Papilomas. En las Secciones siguientes, se ex­

pone sintéticamente 1a información disponible.

1.4. Evidencia de una Relación entre los Virus Herpes y.e1 Cáncer
de Cuello Uterino

1.4.1. Caracteres y Clasificación (41)(42)(43)(44)

La familia Herpesviridae está constituía por virus ADN

de alto PMy con envoltura. Todos contienen un núcleo consti­

tuído por ADNde doble cadena, rodeado por una cápside protei­

ca de 95-100 nm de diámetro, compuesta por 162 capsómeros or­

denadoseaiuna simetría icosahédrica 5:3:2. Envolviendo la cáp­

side, se encuentra la envoltura compuesta por lipoproteínas

virales y celulares que se forma luego de la brotación de los

viriones, a partir de 1a membranasnuclear y citoplasmática.

E1 diámetro del virión completo varía entre 120-250 nm, de­

pendiendo sus dimensiones del tamaño de la envoltura.

Constituyen un grupo de virus genéticamente complejo,

pues poseen información genética para alrededor de 100 proteí­

nas de tamaño promedio; aunque sólo se conocen entre 30 y 50,

es probable que parte del genomacodifique para enzimas necesa­

rias para la duplicación de ADNy síntesis de proteínas virales.

La familia es heterogénea, observándose muypoca homolor

gía en la secuencia nucleotídica, con excepción de los virus

Herpes simplex tipo l y 2. Unaclasificación provisional basa­

da en sus propiedades biológicas y físicas divide a esta fa­
milia entres subfamilias: a) Alfa Herpesviridae, de replica?“

ción rápida y muycitopáticos, 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 hombrey otros herpes que infec*

tan distintas especies animales; b) Los Beta Herpesvirinae

se caracterizan por un ciclo productivo largo, efecto citopáti­
co progresivo lento y un rango<k2huéspedes muyestrecho. La
latencia ocurre en el sistema linfo-reticular. Esta subfamilia

incluye al virus Citomégalo, algo más grande (diámetro total:

180-250 nm y núcleo de 60 nm); el Los GammaHerpesvirinae: re­

plican en forma lenta o rápida en las células linfoides; la

latencia ocurre en el mismotipo celular. En este grupo, se

incluyen los virus Epstein Barr, virus de Marek (agente etio­

lógico del linfoma de aves) y virus Herpes de momos.

A pesar de las diferencias entre los miembrosde esta

familia, hay propiedades muy importanüxsque comparten, que son

la latencia y la reactivación. A partir de la infección 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 período variable de pocos días o varios

años, puede ocurrir una reactivación de la infección por es­

tímulos internos o externos, pudiéndose recuperar del pacien­
te virus infectivos.

Transmisión

El modode transmisión es: 1) por contacto directo: secrecio­

nes orales (virus Herpes simplex tipo l) o genitales (virus

Herpes simplex tipo 2 y Citomégalo); por via sanguínea (vi­

rus Citomégalo y Epstein Barr) aún-en infecciones subclïnicas.

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; Epidemiología_

Entre 70-90%de las infecciones son causadas por el tipo 2

(VHSZ), aunque se ha encontrado el tipo l (VHSl). La zonas

afectado en la mujer son vulva, perineo, vagina y cérvix; en

el hombre, glande y pene; eventualmente, pueden infectar ureó

tra, próstata y epididimo.
La incidencia de las infecciones por VHSZestá inversamen­

te relacionada con 1a madurez sexual; la seroconversión puede

comenzar cerca de los 14 años, con un pico de incidencia alre­

dedor de los 20 años.

La infección por VHSl no protege contra el VHSZ,a pesar

de haber reacciones cruzadas de anticuerpos neutralizantes.

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

Se pueden distinguir dos estados en una Célula infectada: el

productivo y el no productivo; el primero da lugar a 1a proge­

nie viral. Los VHSpueden también perpetuarse en la célula

infectada, sin producción de progenie infecciosa o no infec­

ciosa; este tipo de infección es diferente de las abortivas

o restringidas en las cuales se pueden producir pequeñas can­

tidades de progenie viral o componentesestructurales del vi­
rus (49).



En la infección productiva o lïtica, el virus penetra

en la células y en el citoplasma pierde parte de sus cubiere

tas; luego, la nucleoproteïna viral penetra en el núcleo celu­

lar, se disocia el ADNy se transcribe en ARNespecífico vi­

ral, que es transportado al citoplasma; allí, en contacto con

polirribosomas libres o unidos a membranas,dirije la síntesis

de proteínas no estructurales (no forman parte de la estruc­

tura del virión) y estructurales (integran la estructura de

la partícula viral libre). Nose conoce la totalidad y funcio­

nes de la mayoría de las proteínas no estructurales, aunque

han sido identificadas algunas relaciones con el metabolismo

de nucleótidos y la síntesis de ADNviral (ver pág. 21).

Las proteínas estructurales entran en el núcleo y forman

agregados con el ADNviral, formándose la nucleocápside; el

ensamblado no es al azar y parece estar asociado con estructu­
ras cercanas a la membrananuclear.

La formación de la envoltura es tema de discusión; en ge­

neral, se acepta que la misma puede formarse en la membrana

nuclear, a nivel del aparato del Golgi en el retículo endo­

plasmático y en la membranacitoplasmática, de la cual emerge

el Virus, produciendo lisis celular.
a) Interacción Virus-Célula (50)

Comoresultado de 1a infección, se produce: l) Inhibición de

la síntesis de ADNy proteínas celulares. La mismacomienza al

entrar el virus en la célula y se completa entre las tres y

cinco horas post-infección; 2) Cambiosestructurales, funciona­

les e inmunológicos en todas las membranasinternas y externas



celulares, coincidiendo con la aparición de nuevas glucoproteï­
nas virus-específicas.
b) Expresión y Regulación de GenomaViral (51)

La expresión del genomaviral está controlada de modoque la

mismaocurre en forma secuencial y en cascada. Los polipépti+

dos virales forman tres grupos: los alfa o muyprecoces, los

beta o precoces y los gammao tardïos.

Funciones de los Polipéptidos Alfa

La expresión de las funciones virales comienza cuando el geno­

ma viral llega al núcleo y es máximaa las dos horas post­

infección, transcribiéndose 5 genes que dan lugar a 1a sínte­

sis de 5 polipéptidos alfa en las células infectadas. En el

VHSl se han descripto las siguientes: ICP4, ICPO, ICP22, ICP47.

(ICP r del inglés "infected cell polypeptide"= polipéptido de

células infectadas. El númeroindica el orden de migración

electroforética de los polipéptidos).
Cada gen es transcripto a partir de un promotor independ

diente, por la RNApolimerasa II celular, la cual es responsa­

ble de la transcripción de todos los genes virales. De las fun­

ciones de los polipéptidos alfa, la más estudiada es la ICP4,

cuyo rol es el de activar la expresión de genes de las clases

cinéticas posteriores. En cuanto a los demás, son poco.conoci­
dos, pero investigaciones recientes parecen indicar un rol si­

milar de transactivador de genes ulteriores.

En el VHSZ,se conocen 8 polipéptidos con cinética alfa:

ICPS, ICEIO, ICP11,.ICP18 e ICP32.

Funciones de los Polipéptidos Beta

La transición a la sintesis de los polipéptidos beta requiere



la transcripción de novo de otras secuencias del genomaviral

y la presencia de a1 menos uno de los polipéptidos alfa.

En relación con la función de los polipéptidos beta, la

mayor parte están implicados en el metabolismo de nucleótidos

o en la síntesis de ADNviral. Entre los primeros con activida­

des enzimáticas, se puedencitarribonucleótido reductasa, desc

oxiuridina trifosfato nucleótido hidrolasa; entre los segundos,

ADNpolimerasa, ADNsaalcalina, una topoisomerasa y polipépti­

dos con propiedades de ligarse a1 ADNviral como el ICP8 o los

ICP 12, 13, 15, 22, 34, y 35 del VHSZ.

Aunque1a mayoría de las funciones beta están relaciona­

das con la síntesis de ADN,también pertenecen a este grupo

las glucoproteínas Dy E estructurales regulatorias, relacio­
nadas con 1a inhibición de las funciones celulares.

Funciones de los Polipéptidos Gamma

La expresión de los genes que codifican a los polipéptidos gam­

marequiera la presencia de algunos polipéptidos alfa y beta.

Los polipéptidos son en realidad dos familias: los gamma1,

que son relativamente independientes de la síntesis de ADN

viral y los gamma2, que requieren de modo absoluto dicha

síntesis. Este grupo incluye 1a mayorparte de los polipéptidos
estructurales.

Proteínas del Virión

Se han identificado 30 proteínas estructurales:

Nucleocápside: contiene al menos 4 polipéptidos: VPS
(estraïdo de viriones purificados, es equivalente al ICPS
obtenido de células infectadas); el VP19 (ICP32); VP23y el

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



des que ya han incorporado el ADNviral.

Membrana:

Son glucoproteinas virales; se han descripto 6: gB, gC, gD,

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 proteínas que pueden ser extraídas de

la membranay la nucleocápside (tegumento); una de ellas,

la VP16,podría activar la transcripción de los genes alfa.
Propiedades Transformantes (49)

Experimentos "in vitro" han demostrado que, si se daña el ADN

viral infectante (por ej. con luz ultravioleta) la mayoríade

las células infectadas continúan su desarrollo normal; algunas

son transformadas y son capaces de formar tumores a1 ser injer­

tadas en huéspedes susceptibles. En este caso, la transforma­

ción ocurre por integración de pequeños fragmentos de ADNvi­

ral al ADNcelular, aunque no se sabe si se integran cromoso­

mas completos de virus, como provirus en el ADNcelular.
III. Infección "in vivo"

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

En el huésped infectado, los VHSreplican en células pa­

rabasales e intermedias del epitelio, produciendolisis celu­
lar y una respuesta inflamatoria local. La acción viral produ­

ce modificaciones metabólicas y morfológicas denominadas efec­

to citopático viral (BCV),observándosehipertrofia citoplas­

mática y nuclear, aparición frecuente de un halo perinuclear

comoconsecuencia del agrandamiento del núcleo. El nucleolo

también se agranda y vacuoliza. El contenido citoplasmático

se hace denso y opaco. En una fase posterior, 1a.de&finrkfión

del nucleohacoincidecon 1a aparición de cuerpos de inclusión



intranucleares características, que marginan la cromatina.

Se forman células multinucleadas, ya sea por fusión celular

o comoconsecuencia de una elevada actividad mitótica que no

permite la separación de los núcleos recién divididos. Otros

cambios degenerativos'incluyen la vacuolización de las membra­

nas nuclear y citoplasmática. Las células infectadas se sepa­

ran de las normales que las rodean y rápidamente se descaman.

b) Manifestaciones Clínicas (41)

Luego de un período de 2-7 días de incubación, aparecen

lesiones vesiculares y ulceraciones en vagina, vulva y perineo;

en el cérvix, tanto las infecciones primarias comolas recu­

rrencias pueden ser asintomáticas. La infección dura 2-3 sema­

nas, pero durante el embarazotienden a persistir por largos

períodos, particularmente las infecciones primarias.

c) Patología Asociada (46)

La encefalitis herpética del recién nacido, mortal en el

50%de los casos, es la manifestación neurológica más dramáti­

ca de infección primaria por virus Herpes simplex. La infección

ocurre por contaminación del niño en el canal del parto. Otras

manifestaciones incluyen meningitis, radiculitis y mielitis.
Ciertas malformaciones congénitas podrían deberse a infeccio­

nes transplacentales por los VHStipos l y 2.

d) Latencia y Reactivación

Luegode 1a infección primaria, elvirus persiste indefini­
damenteen forma latente en los ganglios sacrociáticos, trigé­

mino o vagal y puede ser reactivado dentro de un período va­

riable ( de pocos días a varios años) por estímulos externos
o internos.



Los mecanismosde 1a latencia y reactivación viral no

han sido hasta el presente elucidados, aunque se ha postulado
que pueden ser el resultado de una alteración de las célula

nerviosa, en la cual se halla el virus latente, que pasa de

un estadozunpermisivo a otro permisivo. Ademásde esta altera­

ción, otros mecanismosde inmunidad parecen estar involucrados.

e) Respuesta Inmune a 1a Infección (51)

La inmunidad está dirigida a la célula infectada, más que

a 1a partícula viral. La respuesta está determinada por el
modo de diseminación del virus: de célula a célula. Dicho

rasgo le permite al virus evadir los anticuerpos neutralizan­
tes del fluïdo 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 células cito­

tóxicas en presencia de anticuerpos.

La inmunidad celular específica es la defensa más impor­

tente contra la infección. Si bien la inmunosupresión favorece

la reactivación viral, esta también ocurre en presencia de sis­

tema inmune funcional. No es claro el papel del sistema inmu­

ne en el mecanismolatencia-recurrencia, pero sï es fundamen­
tal en el control de 1a diseminación de 1a infección.

IV. Virus Herpex simplex y Cáncer del Cérvix Uterino

La hipótesis de una asociación de los virus Herpes sim­

lex tipo 2 (VHSZ)con el desarrollo del carcinoma escamoso del

cérvix está basada en estudios epidemiológicos, serológicos,

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



células transformadas "in vivo" por el virus así comoen

el potencial oncogénico de dicho virus, demostrado en siste­

mas experimentales.

a) Seroepidemiología (45)(53)(54)

Másde 18 años han transcurrido desde los primeros hallaz­

gos seroepidemiológicos que sugirieron una relación entre 1a

infección herpética genital y el cáncer cervical. Esos estu­
dios iniciales (45)(53) demostraron que las mujeres con car­

cinoma de cuello uterino tienen un mayor nivel de anticuerpos

específicos contra el VHSZen comparación con controles norma­

les. En la mayoría de estas investigaciones, se han realiza­

do pruebas de neutralización determinando el índice de anti­

cuerpos neutralizantes para los VHSlu VHSZo absorciones pre­

vias de sueros de pacientes, con VHSl, llegando a conclusiones

similares.-En 1a Tabla 1 se resumen algunos de los resultados

publicados.

TABLA l: ESTUDIOS SEROEPIDEMIOLOGICOS

Porcentaje de Positividad de
Lugar Referencia anticuerpos contra VHSZ

Controles CÉÏÜÏÏSI

EE,uu.(Gerogia) Nahmias et a1,1970 (S3) 35 83

Checoslovaquia Janda et al, 1973 (55) 21 50

EE.UU.(Mary1and) Royston et al, 1974 (56) 67 100

Yugoeslavia Kessler et a1, 1974 (57) 25 40
Sudáfrica Freedman et a1,l974 (58) 64 87

Colombia Muñoz et al, 1976 (59) 68- 87

EE.UU.(Char1eston) RaWISet al, 1976 (60) 17 45
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Salvo algunos casos, se observa en 1a mayoría títulos

superiores en las pacientes con cáncer cervical que en los
controles normales. Las diferencias entre los valores medios

podría reflejar diferencias raciales o variaciones socioeconór­
micas.

Sin embargo, los casos negativos en estos estudios no han

sido explicados a 1a luz de la hipótesis planteada. A pesar

de ello, numerosos datos apoyan la interpretación de que la

seropositividad al VHSrepresenta un factor de riesgo de car­
cinoma de cuello.

La transmisión sexual de la infección y el factor masculi­

no en el desarrollo de dicha patología ha sido destacado por

numerosos estudios; la infección en el hombre es a menudoasin­

tomática , aunque la frecuencia de aislamiento de VHSZen pene

se sitúa entre el 2-3% (1).

Tambiénha sido descripta la presencia de anticuerpos

no neutralizantes (fijadores de complemento)dirigidos contra

proteínas de VHSZque aparecen tempranamente durante la repli­
cación viral. Los resultados son coherentes con los obtenidos

en estudios de anticuerpos neutralizantes (Tabla 2).

TABLA 2: PRBVALENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA PROTEINAS TEMPRANAS DE VHS2

ENImCIHWÏB GJJCNKERCÏRVHHEJY HHCONHKXEBMï%@1ES

Porcentaje de Positividad
Lugar Referencia

Cáncer 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
Japón Kawana et al, 1976 (63) 75 14
Japón Kawana et al, 1976 (64) 52 17
Australia Arsenakis et a1,1980 (65) 75 15

Argentina Teyssié et al, 1980 (66) 75 0



b) Presencia de Proteínas Específicas Virales en Lesiones

Premalignas y Malignas del Cérvix

Se han detectado proteínas virales en lesiones precan­

cerosas y cancerosas del cérvix. Empleandoinmunosueros contra
antígenos virales totales, se observó 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 cánceres invasi­

vos, en tanto que en los controles 1a frecuencia osciló entre

el 0 y 9% (68)(69) (Tabla 3).

En los primeros estudios sobre proteínas virales tempra­

nas, se emplearon inmunosueros contra antígenos constituidos

por proteínas extraídas de células infectadas en las etapas

previas a la conclusión del ciclo viral. Aurelian, emplean­

do un antisuero denominado Age, demostró positividad en el

73%de los carcinomas y en el 63%de las displasias, resultan­

do los controles negativos (69). Posteriormente, se mostró

que el Age estaba constituido por las proteínas ICSP 12 y 14

(pág. 20). Los estudios aplicando los inmunosueros preparados

frente a esas subunidades proteicas lograron resultados simi­
lares (73)(75).

Unade las proteínas virales alfa más ampliamente estudia­

das es la ICSPlO (PM160.000), antigénicamente relacionada con

1a A94, un antígeno asociado a1 tumor, caracterizado por

Strand (78), hallándosela 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 proteína no estructural denominada VP143 (PM143.000)

fue identificada en células de rata transformadas por VH82y

en células de carcinoma cultivadas "in vitro" (76)(77).

E1 modelo de transformación por virus de simio 40 (SV40),

en el que se demostró que los antígenos tumorales(T) ax1pnflnï­

nas tempranas con propiedades de ligarse al ADN,alentó estu­

dios de aislamiento y caracterización de polipéptidos vira­

les de VHS,empleando metodologías basadas en estas propieda­

des. Algunospolipéptidos no estructurales, identificados co­
mo ICPll (alfa), ICP12 (betaLIICP34/3S, han sido demostrados

en células transformadas por el VHS2inactivado con luz ultra­

violeta. Las dos primeras están codificadas por secuencias nu­

cleotïdicas ubicadas en el mapa genético en la zona que en

el VHSltiene caráter transformante (82).

Los polipéptidos ICP 11-12 y VP 143 presentan similitudes

antigiénicas (77), por lo cual se consideran parte de la misma

proteína purificada por distintos métodos. Se las halló, a1

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 VHSZ EN CELULAS DISPLASICAS

Y CANCEROSAS DEL CERVIX

Porcentaje de Casos Positivos
Referencia Antisuero contra Normal Displasia Cáncer

Aurelian (68) VHSZ 0 71 91.6

Aurelian (69) Age 0 61.5 72.7
Pacsa (70) VHSZ 9,4 61 94

Adelusi (71 VHSZ 0 * 100

Minhui (72) VHSZ 9 * 100

Smith (73) Age 0 72.6 91.4
Smith (73( ICP 12 O 61.5 100

Smith (73) ICP 14 0 58.3 75

Athanasiu (67) VHSZ 0 * 33.3

Dressman (74) ICP 11/12 0 10.6 40

Gupta (75 VHSZ, 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) Detección del ADNViral
La presencia de ADNviral en lesiones cancerosas ha sido

muydifícil, debido principalmente a limitaciones en las meto­
dologías empleadas, la cantidad de masa tumoral disponible pa­
ra estudiar y el númerode células tumorales en relación con
el estroma subyacente. Frenkel (80) informó la detección de
3.5 copias de ADNpor células, que correspondía a1 40%del ge­
nomatotal en una biopsia de carcinoma cervical de 70 g. de pe­
so, con aproximadamente el 50%de células neoplásicas; el tu:
mor también contenía mARNcomplementario del 5% del genoma
viral.



Otros estudios fracasaron en probar la presencia de ADN

viral, aún con metodologías que permitían detectar 0.1 genoma
por célula tumoral (81).

Sin embargo, máa recientemente Galloway et a1. (82)(83)

lograron identificar fragmentos de ADNviral en tres carcino­

mas sobre un total de nueve. En uno se demostró la presencia

del fragmento Bgl II N (obtenido por clivaje del ADNviral

con enzimas de restricción; está ubicado en el mapafísico

viral en la posición 0,58-O,63)en.el otro fragmento, Bgl II J

(0,32-0,40) y en el tercero, ambos fragmentos. También se

incluyeron en el estudio tres adenocarcinomas; en uno de ellos,

se halló el fragmento Bgl II N. Este resultado fue sorprenden­

te, si se tiene en cuenta la epidemiología distinta respecto
del carcinoma escamoso de cérvix.

Las dificultades en la detección de ADNviral no invalida

la hipótesis planteada, por cuanto ha sido demostrado en expe­

rimentos de transformación efectuados con fragmentos o secuen­

cias de VHS2que las mismasruanecesariamente persisten en la

célula transformada (82).

d) Detección del ARNViral

Otros intentos de identificación de marcadores virales no

involucraron la detección de mARNviral en biopsias cervica­

les, empleandohibridización "in situ", obteniéndose positivi­

dades del 32 a1 72% (Tabla 4). Cuendo los mARNexpresados en

las células tumorales fueron mapeadospor hibridación con se­

cuencias de ADNviral, se demostró que la transcripción estaba



limitada a los fragmentos que correspondían 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 especímenes estudiados
(82)(84)(86)(87).

TABLA 4: PRESENCIA DE mARN VIRAL: NUMERO Y PROCBNTAJE DE

BIOPSIAS POSITIVA POR HIBRIDACION "IN SITU"

Carcinomas Adeno­
Referencias Células Normales Displasias escamosos carcinomas

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 a1. (87) 6/13 (43%) 18/30(60%) 8/11 (72%) ­

Mc Dougal et al. (82) 6/50 (12%) l9/50(38%) 8/25 (32%) —

Ocasionalmente, los experimentos de hibridación mostra­

ron marcaciones inespecïficas, por lo cual algunos resultados

podrían no ser totalmente válidos (82). Otra objeción que po­

dría plantearse se refiere a que ninguno de los fragmentos

citados se observó en el 100%de los casos, sugiriendo una pér­

dida de dichas secuencias o una etiología 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 VHSZ,pacialmente inacti­

vados por luz ultravioleta sobre células de roedor y hámster
(2)(93)­

Los genes responsables de la transformación en los VHSZ

están localizados en dos regiones que corresponden al fragmen­

to denominado Bgl II N (0,5-8-O,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 hamster, pero ambos son necesarios para obtener el

fenotipo transformado. Estas secuencias no son homólogas ni

están ubicadas en 1a mismaposición que el fragmento transfor­

mante en el VHSl (82)(83).

En las células transformadas, han sido identificadas varias

proteínas virus específicas, aunque ninguna se halló 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 hipótesis para explicar los me­
canismos de transformación; una de ellas considera la activa­

ción de oncogenes celulares; otra, 1a activación mutagénica

por integración o ruptura del ADNcelular (83). La primera de­

be probarse; en cuanto a la segunda, hay evidencias de 1a mu­

tagenicidad de los VHSparcialmente inactivados por la luz

ultravioleta (93). Por otro lado, los virus de la familia

Herpes inducen alteraciones cromosómicas, incluyendo rupturas,

roerdenamientos y modificación de los patrones de condensación

cromatínica (94i(95). Tales alteraciones parecen depender de
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la expresión de funciones virales tempranas, a las que sigue

una intensa reparación del ADNcelular (96). Además, ha si­

do descripta en un cultivo de células de hamster chino trans­

formadas<xn1el SV40 e infectadas con VHS, una amplificación

génica selectiva de las secuencias del virus transformante;

1a amplificación ocurre en ausencia de la replicación de ADN

celular y sin expresión de las proteínas estructurales del
SV40 (97).

La inducción de alteraciones cromosómicas, 1a reparación

del ADNcelular y 1a actividad mutagénica son caracteres que

comparten los VHScon los carginógenos físicos y químicos (ini­

ciadores) y apoyan el concepto de un rol iniciador de estos

virus en el cáncer cervical (98).

Virus Citomégalo (44)(99)

I. Transmisión - Patología Asociada

El modo de infección y transmisión más común es por 1a vïa

orofarïngea; sin embargo, dado que 1a vagina, el cérvix, las

vías urinarias, heces y semenpueden contener y eliminar vi­

rus infectivo en alto título, no puede descartarse una trans­
misión venérea de 1a infección.

La patología asociada a 1a infección primaria por virus
1a conta­Citomégalo (VCM)es 1a enfermedad del recién nacido;

minación puede ocurrir por: a) vía transplacentaria, afectan­

do principalmente el sistema nervioso central, los pulmones,

el hígado y otros órganos fetales, induciendo lesiones nuclea­



res típicas que le han dado el nombreal agente etiológico;

b) vía canal del parto: es muyrara la diseminación visceral

o al sistema nervioso central; en general, las manifestaciones
clínicas son semejantes a una mononucleosis o resultan asin­

tomáticas, pudiendo presentar comosecuelas la pérdida va­
riable de la audición.

II. Virus Citomégalo y Cáncer

El virus estimula la síntesis de ADN,ARNy proteínas en 1a

célula infectada (61) y es capaz de transformar'ïn vitro" célu­

las de hámster 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 asociación con el cáncer de próstata (103)(104). Asimis­

mo, ha sido detectado en pacientes con sarcoma de Kaposi (105)

(101) aunque estos pacientes, generalmente inmunosuprimidos,

pueden ser huéspedes oportunistas. También se ha informado su

aislamiento en tumores de colon (104).

Estudios serológicos han señalado alguna relación entre el

virus CMy el carcinoma cervical (105), pero las evidencias no

son del todo convincentes, pues otras investigaciones aportan

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

Virus Papiloma

Clasificación y Estructura (108)(109)

La familia Papovaviridae está constituida por pequeños



virus ADNque replican en el núcleo celular de vertebrados

superiores, con caracteres físico-químicos estructurales comu­

nes. El término PAPOVAfue propuesto por Joseph Melnick y

está 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) comoagente infeccioso filtrable de verrugas de

conejos salvajes. GRoss (lll) demostró en 1953 1a producción

de tumores en ratones C3Hpor virus Polioma. Por último, el

virus Vacuolating 40 de simios (SV40) fue aislado por Sweet

y Hilleman en 1960 (112).

En 1a familia se distinguen dos géneros: Papiloma y Po­

lioma (que incluye a los Polioma, SV40, BKy JC).

En la Tabla siguiente, se muestran algunas diferencias

entre ambos grupos:

Género Papiloma Género Polioma

Cápside: 55 nm 45 nm

Genoma: 8000 pares de bases 5200 pares de bases

Potencial oncg En estudio Sí, en determinadas
génico: condiciones.

Estructura de los Virus Papiloma

Presentan un cápside icosahédrica proteica de 72 capsómeros,

que encierra una molécula de ADNde doble cadena circular,



cerrada y superenrollada, asociada con proteínas celulares

(histonas) modificadas o no por el virus.

Se han identificado S proteínas en viriones VPextraídos

de verrugas humanas, bovinas y de conejo. La proteína princi­

pal del capsómero constituye el 75%del contenido proteico;

las cuatro restantes son derivadas de histonas del huésped.

Especificidad (ll3)(ll4)
Los VP infectan un amplio rango de especies que incluyen

humanos,caballos, perros, bovinos, conejos, elefantes, pinzo­

nes, etc. Son altamente específicos de especie, aunque no se

descarta la posibilidad de infecciones cruzadas, ya que se

ha demostrado que un tipo de VPbovino 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 morfología y localización específica dependientes del ti­
po viral infectante.

Caracteres de 1a Infección por VP

Los VPpueden infectar células epiteliales o más raramente,

fibroblastos. Comoresultado de 1a infección, se produce una

proliferación epitelial o fibroblásticoeuila pie1_o mucosa.
Los virus epiteliotrópicos producen una hiperplasia de las

células de 1a capa espinosa (acantosis), hiperqueratosis y

papihmatmfls (ver pág. 7 ). Algunas células muestran vacuoliza­

ción -1a misma es menos pronunciada en las capas superiores­



-37­
y alteraciones nucleares en 1a capa granular. Las partícu­

las virales se observan tantt>en las células en degeneración
comoen las queratinizadas (109).

Los fibropapilomas inducen un papiloma cutáneo con un fis

bromahacia las capas internas del tejidos conectivo, pero los
efectos son muyvariables; por ej., en ciervos, los VPindu­

cen una estimulación a nivel fibroblástico<xn1poco compromiso

de las capas epiteliales superiores, en las cuales seobserva

hiperplasia y leve acantosis, mientras que en un VPbovino,

la proliferación epitelial es más acentuada con signos de acan­

tosis e hiperqueratosis (115).
Los mecanismos precisos por los cuales los VP inducen la

formación de verrugas, el control de 1a expresión génica vi­

ral y 1a replicación en queratinocitos no son totalmente cono­

cidos. Uno de los modelos más ampliamente estudiado es el de

los VP de conejo, en elque se observó un incremento de la sín­

tesis de ADNviral en las capas poco queratinizadas, en tanto

que la síntesis proteica viral ocurre en las capas superiores
del estrato granuloso (116); luego, dicha síntesis depende de

la ocurrencia de cierto grado de diferenciación de las células

que infecta.

Las verrugas tienen un crecimiento limitado y regresan

bajo 1a influencia del sistema inmune (117). Los VP inducen

una inmunidad mediada por células y humoral; estudios efectua­

dos usando tests cutáneos sugieren-que la susceptibilidad a
1a infección está relacionada con defectos en 1a imunidad

mediada por células (118).
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Por otro lado, estos virus pueden ocasionalmente inducir

la transformación maligna de los tejidos que infectan (119);

un analisis más detallado de este aspecto se presenta en 1a
Sección 1.6.

Bases Taxonómicas Moleculares

Unapeculiaridad de este grupo de virus es su heterogenei­
dad ampliamentedistribuïda; no se observa reactividad seroló­

gica entre virus que infectan distintas especies o en 1a misma

especie, aunque existen determinantes antigiénicos comunesa

todos los VP, que pueden ponerse en evidencia a1 disociar par­

tículas virales con detergentes y calor (120). Existe por otro
lado, una variación antigiénica entre tipos virales que in­
fectan una mismaespecie animal. Estas variaciones intra e inter­

especïficas son el resultado de una gran heterogeneidad gené­
tica.

La replicación de los VP es, como se mencionó previamente,

dependiente de 1a diferenciación de queratinocitos, por lo

cual no es posible propagar el virus "in vitro" (108). Las

verrugas son 1a fuente natural de partículas virales, pero
la eficiencia en la producción de viriones por parte del teji­

do infectado parece ser propiedad del tipo viral presente;

en muchoscasos, es imposible aislar una cantidad suficiente

para los analisis proteicos, de ADNy para estudios seroló­

gicos. En relación a1 ADNviral, el problema se ha resuelto

por el uso de técnicas<kaclonado molecular de material gené­

tico viral en plásmidos bacterianos, los cuales, por carac­



terísticas autoreplicativas puedenamplificar el material
de estudio, permitiendo establecer el grado de homologïa
entre los ADN'sde distintos VP.

La clasificación se basa en el rango de huésped y el gra­

do de homología del ADN.Cada virus se llama primero por su

huésped natural (el cual es inequívoco, pues el rango de hués­

ped es estricto). Los virus que infectan una mismaespecie

se clasifican en tipos y subtipos. Los tipos independientes

son aquéllos que comparten menos del 50%de homologïa y los

subtipos, los que exceden-dicho porcentaje. Cuandodos virus

aislados sólo difieren en algunos sitiosdecflivaje por endonu­
cleasas se denominancepas. La extensión de la hibridación

cruzada está determinada por 1a reasociación de ADNheterólogo

en fase líquida. Las cadenas solas se remueven por digestión

enzimática y se expresa la reacción cruzada comoporcentaje

de hibridación estandarizado a1 100%para ADNhomólogo. Dichos

valores no representan a homologïas puntuales a nivel nucleotï­

dico, pues las secuencias de homologïa entre ADN's de VP son

difusas (108) (121).

Sobre la base de 50%de hibridación cruzada, pueden di­

ferenciarse 6 tipos bovinos, 1 tipo de conejo, 42 tipos de VP

humanos (122), aunque en estos,los 3ültimos tipos no han sido

caracterizados totalmente.
En condiciones normales o estrictas, no se obtiene hibrida­

ción cruzada entre ADN'sde distintos tipos de VP pero, en

condiciones más relajadas (en las cuales se reducen 1a concen­



tración salina o de formamida, a través de fórmulas matemá­

ticas que tienen en cuenta el porcentaje de citocina y guanina

en el ADNViral), se observan regiones de homologïa parcial

(cerca del 75%).

Bajo condiciones no estrictas de hibridación, los VP

humanos l, 4, 18 y 30 no muestran homologías con otros tipos.

Los restante forman cuatro grupos cuyos miembros presentan

reacciones de hibridación cruzada(121)(Tab1a 1).

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

I IIa IIb III IVa IVb IVC V VI VII VIII

1 2 6 4 5 9 24 7 16 33 18 3o

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 VPde los grupos IIa y IIb
** Se hallan relacionados con los VP de los grupos Iva y IVb

No cabe 1a menor duda que 1a homología del ADNes el me­

jor indicador de la relación evolutiva y no sorprende que los

tipos virales que presentan cierto grado de hibridación.cruza­

da exhiban propiedades patogénicas similares.(l22). Así, los
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que infectan mucosas pueden formar un subgénero, por ej“:

los tipos 16 y 18 están significativamente más 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

Localización de la Lesión Tipo Viral Detectado en Humanos

giga
Verrugas cutáneas comunes l, 2, 3, 4, 7, 10, 31, 32
Keratosis cutánea 36

Epidermodisplasia verruciforme 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, ll, 30
Genital 6. 11, 16*, 18*, 30, 31, 33*, 35

* Asociados con tumores malignos
VP.1-3l, 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 mundotienen mapas de

clivaje por endonucleasas muysimilares (129).

Organización y Expresión del GenomaViral (108)(130)(131)

El genoma consiste en una doble cadena de ADNcon una



longitud de 8000 pares de bases; el rasgo más saliente es

que toda la información genética se halla en una sola cadena,

vale decir que únicamente se transcribe una sola de ellas (108),

En la mayoría de los virus ADN,es posible clasificar los

genes en tempranos, los cuales se expresan antes del comienzo

de la replicación del ADNviral y los tardïos, que se expresan

luego de dicha replicación. Comolos VP no pueden ser cultiva­

dos "in vitro", no es posible hace una división funcional

del genoma, pero por analogía con otros Papovaviridae, se su­

pone que "temprano" es sinónimo de genes que están expresados

en células transformadas por el virus; así, se observa en ex­

perimentos de transformación de células de ratón con VP bo­

vino tipo l que un fragmento del genomaviral que abarca el

69%del genoma es responsable de la transformación, por lo

cual se lo denomina E (del inglés "early = temprano), y al

resto L (del inglés "late" = tardío).
Los VP, comootros virus de 1a familia Papovaviridae, tie­

nen una organización genómica muy compacta, con pocos nucleóti­

dos sin función codificante (aproximadamente del 10%del to­

tal del genoma).

La organización genómica de los VP humanos l, 6, llyrl6,

de los bovinos 1 y 2 y de los de conejo y zorro es muy similar,

con estructuras comparables en tamaño y posición, como lo re­

velan estudios de la secuencia nucleotïdica.

En el VP tipo 1, se reconocen 8 subregiones en la región
E; las El, 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 ratón, pero

se requiere la totalidad de la región E6 y E7 para inducir la
transformación.

En la región L, se distinguen dos subregiones: L1 y L2,

que codifican para proteínas de cápside. La primera está muy

conservada (aproximadamente 50%de conservación); la segunda

es más variable. En la L1 está codificada la proteína común

del género Papiloma; las regiones divergentes podrían tener

un rol en la especificidad de huésped y tejido.

Estudios de transformación de células de ratón por trans­

fección de ADNde VP bovino tipo 1 o-en la lïnea derivada de

carcinoma de conejo VP, inducido por VP en esa especie, demues­

tran que el genoma Viral se mantiene en forma episómica y sólo

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 lïtico,

son copiadas ambas cadenas. Sin embargo, 1a persistencia del

material genético viral en la forma episómica no es la única,

ya que en 1a línea celular HELA(derivadas del carcinoma de

cuello uterino) presentan los tipos 16 y 18 en forma.inEegrada

y amplificada de 1 a 5 veces; a pesar de los múltiples pasajes,

muypocas delecciones se observan en esas unidades repetiti­

vas (130).

En lesiones genitales, 1a forma episómica se presenta en

las displasias, en tanto que en las lesiones malignas y líneas

derivadas, el genOmase encuentra en forma integrada. Se ob­

servan dos formas de integración: comocopias únicas o múlti­



ples en tandem; a veces, la copia única está amplificada

junto con las secuencias celulares adyacentes. La zona de

unión a1 ADNsiempre ocurre por la región El y E2, dando

por resultado la ruptura de dichas regiones, lo que podría

ser un paso importante en 1a transformación maligna.

Potencial Oncogénico de los VP en Distintas Especies

Los VP son normalmente específicos 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 heterólogos (109)(113)(ll4). Además, los

VPde ante y bovino l y 2 transforman fibroblastos de ratón

"in vitro", lo que sugiere que la transformación podria estar

relacionada con 1a proliferación fibroblástica "in vivo", aun­

que recientemente se pudo lograr transformación con el VP

tipo 4, que es epiteliotropo.
Transformación "in vivo"

Los VP bovinos tipo 1 y 2 son capaces de inducir sarcomas (en

forma heteróloga) en caballos; en estos tumores, no se detec­

tan partïculas virales, aunquesi proteínas relacionadas con
el estado transformado. La mayoría de los ADNvirales se en­

cuentran en la forma monomérica no integrada, salvo en algunas

células derivadas de tumores inducidos por el VPbovino tipo

l, en las que se observa integración, pero se ha demostrado

que 1a misma no es necesaria para 1a transformación (133).
Transformación "in vitro"
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La habilidad de los viriones y ADNviral (VP humanos tipos l,

5,11 y 16 el bovino tipo 1)(132(133)(l34)(135) de inducirtzans­

formaciónen cultivos celulares resulta particularmente ütil,
especialmente en ausencia de un sistema productivo "in vitro".

Diversos estudios muestran que las células transformadas no

poseen inhibición por contacto, crecen independientes del

medio y son tumorïgenas en ratones atïmicos, lo que las dife­

rencia de las derivadas de fibromas inducidos por el virus(136).

Se desconocen los mecanismos de tranformación, pero se

sabe que el mantenimiento del fenotipo transformado depende de

la presencia del genomaviral, aunque en ningún caso se ha ob­

servado la producción de partículas virales (136).

Virus Papiloma de Conejo o de Shope

Es uno de los primeros virus identificados comoinductores

de tumores en mamíferos (110). Aunqueel conejo "cotton tail"

es el huésped natural, 1a mayoría de los estudios se efectua­

ron con conejos ¿mémjcos, en los que la infección es semejan­

te pero produce virus. En el conejo cotton tail, la progresión
hacia el tumor es una secuencia ordenada y predecible de even­

tos, donde varias lesiones papilomatosas progresan independien­

temente (con producción de partículas virales). Entre 10-40%

de esas lesiones desaparecen espontáneamente; el resto puede

permanecer como tumores benignos o transformarse en carcinomas

escamosas en los queya:nose detectan partículas virales pero sí

en copias múltiples del genomaviral (109).

Cuando se infectan conejos doméstiCo, la frecuencia del

desarrollo de carcinomas escamosos es tres veces más alta que



en el huésped natural. Por otro lado, 1a presencia viral dis­

minuye el umbral de la concentración de carcinógenos químicos

requerida para inducir tumores en estos conejos; reduce el

período de latencia, lo cual demuestra la acción sinérgica

con otros agentes en la inducción de tumores malignos (113)
(119).

Papiloma de Tracto Alimentario de Bovinos

Las verrugas en el tracto alimentario constituyen una enfer­

medad muy común en el ganado bovino, pero la conversión malig­

na de tales proliferaciones parece depender del tipo viral

infectante (Vpbovino tipo 4) y la ingestión en la alimenta­

ción del ganado de cierto tipo de helecho, en el que se ha de­

mostrado la presencia de carcinógenos (l36)(ll9).

Epidermodisplasia Verruciforme de Humanos

Es una enfermedad rara, en la que parecen existir componentes

inmunológicos y genéticos de carácter autosómico 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 años desde el inicio de la enfermedad. La conversión

maligna ocurre preferencialmente en las lesiones expuestas a
la luz.

En las lesiones benignas, pueden encontrarse partículas vi­

rales pero no así en las carcinomatosas. Numerosostipos vi­

rales han sido identificados en las lesiones benignas; por el

contrario, en las malignas sólo se detectan los ADNde VP ti­



po 5 (o los relacionados con este tipo) y más 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, inmunológicos y ambientales

podrían influir en 1a susceptibilidad de los pacientes con epi­
dermodisplasia verruciforme a ciertos VPque estarían relacio­

nados con 1a evolución hacia la malignidad.

Papiloma Larïngeo (138)(139)

Los papilomas escamosos de laringe son los tumores benignos más

comunes en niños, aunque también se los halla en adultos. Son

un serio problema clínico por su resistencia a1 tratamiento y

por las recurrencias. Si bien hay poca información de desarro­

llo de carcinomas a partir de papilomas juveniles, hubo ca­

sos con antecedentes de tratamientos radioterapéuticos que po­

drían haber inducido 1a transformación maligna.

En adultos, el papiloma laríngeo representa una lesión pre­

cancerosa con una frecuencia de conversión maligna del 20%,

generalmente asociada con hábitos fumadores.

El tipo viral asociado con la lesión benigna es el VP ll,

aunque no pudo encontrarse en los carcinomas estudiados hasta

el presente.
Infecciones Genitales

La infección con VP ha surgido como la enfermedad de trans­

misión sexual prevalente, con un incremento de la incidencia

en las dos últimas décadas que, según algunas estadísticas,

llega al 700% (140). Por otro lado, hubo un cambio en 1a



en 1a consideración de la infección, la cual era observada

como inductora de lesiones verrugosas en piel y mucosas de

vagina y vulva. Posteriormente, se demostró 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 morfoló­

gica e histológicamente y presentaban más atipïas celulares.

por lo que eran clasificadas comolesiones de neoplasia intra­

epitelial (NIC). El rasgo más destacado de las infecciones

por VP, el coilocito, fue descripto por primara vez por Koss

(141), aunque su etiología viral recién fue reconocida en el

año 1976 cuando se lo relacionó con el condiloma (10)(142). La

presenciadelvirus fue demostradaal microscopio electrónico

y mediante la detección de antígenos por la técnica inmunope­

roxidasa (l43)(l44). Ferency (145) detectó partículas virales

al microscopio electrónico en el 25%de los coilocitos y an­

tígenos virales en el 48%;el fracaso en demostrar la expresión

génica tardía (producción de proteínas de cápside y ensambla­

do de viriones) fue relacionada con la replicación semipermi­

siva, hipótesis apoyada por numerosos estudios que demostraron

ADNviral en coilocitos antígeno-negativos.
En los últimos años, la clasificación 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 observación es importante, no sólo porque asocia a los VP
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con NIC, sino porque hay diferencias que los distinguen. La

más destacable es que mientras que los condilomas son poli­

ploides y regresan frecuentemente, las NIC son generalmente

poliploides o aneuploides y a menudoprogresan (147). La re­

lación entre ambas lesiones es destacada en numerosas investi­

gaciones que muestran una asociación de los condilomas planos

con las NIC de mayor severidad en el 25%de los casos examina­

dos (149L Walker demostró antígenos virales en el 39%de las

NIC 1 o 2 y en el 17% de las NIC 3 (150).

La demostración de secuencias de ADNviral en un espectro

de lesiones, incluyendo condilomas, precancerosas y carcino­

mas, sugiere que los VPpodrían estar relacionados con el desa­

rrollo del cáncer cervical (119).

Los VP tipo 6 y ll fueron encontrados más 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 áreas geográficas han demostrado variaciones
en la prevalencia de ambostipos virales (129). Otros tipos,

como el 6, 11, 10, 31, 33, 35 y 42, fueron destacados en menor

proporción (151)(152).

Aunque la infección con VP tiene 1a misma frecuencia en

ambos sexos, 1a incidencia del cáncer de pene es mucho menor;

una razón podría estar relacionada con el estado físico del
ADNviral en la células infectadas mientras que los VP tipos

6 y 11 de condilomas y el 16 de 1a papilosis bowenoide (consi­

derada la contrapartida masculina del carcinoma "in situ"



femenino)(153) se hallan en forma episómica, en los carcino­

masde cuello uterino y líneas celulares derivadas de ellos,

los tipos 16 y 18 se los halla frecuentemente integrados al

genomacelular. La integración ocurre en múltiples sitios,
los cuales podrían incluir regiones de control; la excisión

del ADNviral podría remover las zonas de control adyacentes

(131).

Se ha especulado que la presencia de los VP tipos 16 y 18

en lesiones precancerosas posría constituir un riesgo en la

progresión hacia lesiones de mayor severidad (152). Sin em­

bargo, la presencia de los mencionados tipos virales en célu­

las descamadasdel cérvix, sin anormalidade&.indicativo de

una infección subclínica podría señalar la presencia de otros

factores predisponentes que pudieran actuar sinérgicamente

en la evolución hacia la malignidad (131).

Modelo de Oncogénesis Viral

El estudio de una probable etiología viral del cáncer pre­
senta dificultades inherentes al concepto de causalidad, facto­

res generados en el huésped, la ausencia de modelos animales

válidos, contradicciones introducidas por la entidad infeccio­

sa y la naturaleza crónica de la enfermedad (79). Algunos de

los problemas que se presentan para establecer una posible

relación son: l) un largo período de incubación entre la expo­

sición al agente infeccioso y el desarrollo del cáncer; 2)
una incidencia relativamente baja del cáncer en relación 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, inmunológicos,

etc.; 5) 1a dificultad de reproducir 1a enfermedad en modelos

animales adecuados; 6) 1a imposibilidad por obvias razones

éticas de experimentar con seres humanos.

Cuando 1a asociación de virus con tumor ha sido estable­

cida, queda aún por probar la oncogenicidad. Algunas eviden­

cias podrïan indicar que un virus es oncogénico (154), aunque

no lo prueban en un sentido estricto, son: 1) asociación del

virus con el tumor por la presencia del mismoo marcadores

virales tales como proteínas, ADNo ARNy respuesta inmunoló­

gica antiviral (anticuerpos, etc.); 2) inducción de tumores

en animales de experimentación; 3) transformación de cultivos
celulares "in vitro".

En relación con el cáncer de cuello uterino, los VHSZy

los VP parecen cumplimentar los requisitos mencionados en for­

ma independiente; 1a mayoría de los estudios y líneas de evi­

dencia se basan en las propiedades iniciadoras y/o promotoras
de ambos virus.

En el mecanismo de inducción tumoral por virus, se han de­

finidos los siguientes roles (155):
Efector: cuando implantan genes funcionales, cuya expresión

es requerida para iniciar o mantener el estado transformado.
Iniciador: cuando tienen efectos mutagenizantes.

Promotor: cuando son inductores de 1a proliferación celular.
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No son carcinogénicos cuando actúan en ausencia de iniciadores.

pero aplicados concomitantemente o subsecuentemente con ini­

ciadores, reducen el umbral de carcinogenicidad y el período

de latencia antesdela aparición del tumor.

En el cuadro siguiente, se señalan algunas funciones adju­

dicadas a los VHSZy VP, apoyadas por evidencias experimenta­

les (79)(155)­

F U N C I O N E S

Efectoras Iniciadoras Promotoras

VHSZ Sï* Sï No

VP Sï* en estudio Sï

* Demostrado por 1a presencia de genes transformadores.

En condiciones naturales o experimentales, los VP inducen

lesiones verrugosas con cierta tendencia a convertirse en

carcinomas escamosos; en 1a mayoría de los casos, dicha con­

versión parece requerir 1a presencia de carcinógenos (119) y

de ciertos tipos virales, p. ej.: en la epidermo-displasia
verruciforme, hay una mayor frecuencia de transformación ma­

ligna en las zonas expuestas a la luz solar e infectadas con

los VP tipos 5 y/u 8 (137). En los papilomas larïngeos, 1a

conversión maligna está relacionada con radioterapia, siendo

destacable que el tipo viral más frecuente es el VPtipo 11,

presente también en los condilomas atïpicos de cérvix (156).
Por último, el cáncer de tracto alimentario de bovinos pa­

rece ser el resultado de la interacción del VPbovino tipo 4
y de la ingestión por el ganado de cierto tipo de helecho (119).



Teniendo en cuenta estas interacciones, los VP se asemejarïan

a los promotores, induciendo la proliferación celular la

cual, en presencia de mutágenos, conducirïan a una rápida

conversión maligna (155). La presencia de determinados tipos

virales en carcinomaspodría sugerir diferencias en el'poten­
cial oncogénico" de los mismos.Factores genéticos, hormonales

e inmunológicos del huésped limitarïan o podrían prevenir

el desarrollo tumoral (157).

Sin embargo, en la hipótesis VP-cáncer cervical, es ne­

cesario destacar todas las evidencias que se acumularon en

relación con la asociación de los VHSZcon patología tumoral

cervical (79) (serológicas, epidemiológicas, bioquímicas y vi­

rológicas -propiedades transformantes y mutagénicas) (155).

Conciliando ambas líneas de investigación, podría plantearse

una interacción de VP y VHSZen la patogénesis del cáncer de

cuello uterino. La acción sinérgica entre eventos iniciadores

(mutagénicos) y la infección con algunos tipos de VP podrían

inducir la transformación maligna de los tejidos infectados

(157). Los eventos mutagénicos podrían tener lugar en las in­

fecciones herpéticas recurrentes, aumentandoel riesgo de 1a

conversión maligna. El modelo planteado no implicaría a los

VHSZcomo la condición necesaria y suficiente para el desa­

rrollo de cáncer cervical, pues otros iniciadores podrían es­
tar actuando (157), tales comocigarrillo, infecciones bacte­
rianas u otros virus. Los casos de serología negativa y 1a

falta de marcadores de VHSZen carcinomas de cuello, asï como

las dificultades en demostrar VPen la totalidad de las lesio­



nes precancerosas y cancerosas del cérvix señalan la nece­

sidad de ampliar el estudio de algunOSaspectos 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 interacción de los VHSZ

y VPen relación con el desarrollo del cáncer de cuello del

útero, se propuso estudiar a un grupo de pacientes que mos­

traba una alta incidencia de patologías cervicales de distin­

to grado de severidad, incluyendo lesiones no displásicas, con­

dilomatosas, displásicas y carcinomatosas. La colposcopía efec­

tuada en algunas pacientes mostraba las imágenes de condilo­

matosis asociadas con las sospechosas de malignidad. Por

otro lado, el estudio histopatológico de las piezas de coni­
zación efectuado en puérperas demostró con cierta frecuencia

la regresión de lesiones displásicas y carcinomatosas, por lo

cual se incluyeron en el estudio pacientes embarazadas, a fin

de detectar la presencia de agentes infecciosos asociados con las lesiones

del epitelio cervical, probablementefavorecidas por modifica­

ciones inmunológicas (relacionadas con el embarazo) tratando
de establecer si existe una correlación entre infección vi­

ral y evolución de las lesiones del cérvix y enfocando la posi­

ble infección concomitante de VHSZy VP.

Los objetivos de estudio fueron EVALUAR:

l. La Incidencia de las Infecciones papilomatosos y herpéticas



mediante:

a) Diagnóstico colposcópico de las lesiones condilomato­
ysas asociadas o no con imágenes sospechosas de malignidad.

b) La evaluación histo patológica de biopsias del cérvix,

considerando los rasgos morfológicos atribuidos a la infec­
ción viral.

c) La detección de antígenos realcionados con VP y VHS2

en biopsias y extendidos citológicos del cérvix uterino.

2. La infecciones concomitantes o asociadas, examinandoí

a) La localización de las respectivas proteínas virales
en los tejidos simultáneamente afectados por ambosvirus.

b) La expresión de proteínas no estructurales (tempranas)

de VHSZen tejidos cervicales, con o sin evidencias histopa­

tológicas de infección con VP.

3. La presencia de secuencias de ADNespecíficas de los tipos
de VP asociados más frecuentemente con lesiones del cérvix.

4. Estudiar retrospectivamente y prospectivamente 1a evolución
de las lesiones del cérvix en relación con las infecciones

Virales precitadas, a través de:

a) Seguimiento ginecológico completo (citología, colposco

pía, histopatologïa).

b Exámenhistológico de las piezas de conización.
V

Seguimiento inmuno-virológico.
V

C



INCIDENCIA DE LAS INFECCIONES HERPETICAS Y PAPILOMATOSAS

ASOCIADAS CON LESIONES DEL CERVIX UTERINO.

Pacientes, Materiales x Métodos

I. Grupo de Pacientes

Se estudiaron 301 pacientes (172 embarazadas y 129 no em­

barazadas, provenientes del Servicio de Ginecología y Obste­

tricia, Sección Patología Cervical del Hospital Nacional "Ale­

jandro Posadas", Pcia de Buenos Aires), con diagnóstico de:

Displasia leve; 20; displasia moderada: 33; displasia seve­
ra: 31; carcinoma "in situ" 35; carcinoma invasorzll; condi­

loma: 21; lesiones no displásicas (cervicitis crónica, meta­

plasias madurae inmaduras,acantoqueratosis) 105; control

(pacientes colposcópica e histológicamente sanas): 45.

Las edades de las pacientesembarazadas oscilaron entre 15

y 35 años, mientras que las de las no embarazadas entre 19 y

55 años (Tabla 1). El grupo exhibió un nivel cultural y econó­

mico de medio a bajo.

Las pacientes fueron sometidas a un exámen ginecológico

completo que incluyó citologïa¿ colposcopía, histopatología

y estudio inmunovirológico del cérvix.

II. citología: exámende rutina de células descamadas de cér­

vix por la técnica Papanicolau (Anexo 4, pág.l45)­

III. Colposcopía: empleando la metodología habitual: embroca­
ción del cérvix con ácido acético a1 3%para clarificar

la imágen y test de Shiller (con solución yodo-yodurada)



para detectar 1a acumulación de glucógeno, indicativa de 1a

normalidad del tejido.

Se efectuó 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 Colposcópicos (19):

Manchasblancas tipo condiloma: se observaron placas blanqueci­

nas, pequeñas, redondeadas, lisas o discretamente sobre-elevadas,
de bordes netos.

Leucoplasia, mosaico y puntillado tipo condiloma:

La leucoplasia se observa comouna imágen blanquecina, a veces

de bordes netos, de superficie levemente sobre-elevada, pre­

sentando distintas formas y medidas. Pueden ser únicas y se

ubican en 1a vecindad del límite interepitelial. El mosaico

tipo condiloma se presenta en forma irregular con losetas

blancas de distintos tamañosy espesor; las calles vascula­

res pueden tener forma irregular o de puntillado grueso.

Puntillado o base tipo condiloma; es caracterïsco el

puntillado rojo grueso que se destaca sobre un fondo claro con
bordes bien definidos. Puedenhallarse aislados o asociados

con imágenes de leucoplasia y mosaico condilomatoso.

Están constituidos por asociación de las imágenes

descriptas en el párrafo anterior; suelen ser la expresión

colposcópica de condiloma plano o endofïtico (fig. l y 2).

Condilomatosis florida: proliferación blanquecina arbores­

cente (fig. 3).



IV. Histopatologïa:

Se aplicaron técnicas corrientes en histologïa: in­
clusión en parafina, cortes seriados de las biopsias, colora­

ción con hematoxilina, eosina (figura 4) y en algunos casos,

con ácido periódico de Schiff ( para la demostración de célu­

las glucogenadas)(Anexo 3, pág.144L.

Se efectuó la revisión diagnóstica de 754 biopsias (470

provenientes del grupo de embarazadas y 287 de las no embara­

zadas), para destacar la expresión histológica de los efectos

citopáticos atribuidos a la infección con VP (EC-VP)(coiloci­

tosis, acantopapilomatosis, disqueratosis, binucleación, etc.)

(pág. 7 ).

V. Estudios Virológicos (158)(18)

Virus:

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

partir de fibropapilomasbovinos por tratamientos enzimáticos

y purificados en varias etapas por ultracentrifugación y gra­
dientesxkadensidad (120). Las partículas virales fueron obser­

vadas al microscopio electrónico por coloración negativa

(Anexo6, pág.148)(fig.6c).

Luego, fue disociado por calentamiento con 2 marcaptoeta­

nol y dodecylsulfato de sodio, que permitió liberar a los an­

tígenos comunes a1 género Papiloma (presente en todas las sub­

clases de virus Papiloma humanosy de otras especies animales)

(120).



b) Virus Herpes simplex tipo 2 (VHSZ): La cepa, proporcio­

nada por el Instituto Pasteur (París) fue propagada en células

RK13 (línea continua de riñón de conejo No. 13) y titulado

por valoración de efecto citopático viral sobre células Hep 2

(línea contínua de carcinoma de laringe humana)(Anem39y UL pagJS

Inmunosueros

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

viral obtenida (16). E1 inmunosuero se absorbió con homogena­

to de piel bovina normal durante 24 hs a 37°C, a fin de elimi­

nar reacciones inespecïficas. La reactividad del mismofue

demostrada por la técnica inmunoperoxidasa (IP), consideran­

do comoreacción positiva la presencia de un precipitado gra­

nular marrón oscuro en los núcleos de las capas intermedias y

superficiales del epitelio (59). Comocontr01.positivo, fueron

incluída secciones de biopsias de verrugas plantar y plana,

ricas en contenido viral. Comocontrol 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)4Anexo 8, pág.149).

b) Suero anti VHSZ: (Anexo11,pág.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 células RK 13 y Hep 2 infectadas con VHSZdurante 4 hs

(para evaluar una posible reactividad hacia proteínas virales

tempranas) o por 24 hs.(para la reactividad frente a antígenos
virales totales) y con células no infectadas. Todas las



células fueron fijadas en acetona fría.

c) Suero Pre-inmune: previo a 1a inmunización, se procedió

al sangrado de todos los conejos. El suero fue ensayado sobre

células Hep 2 y RK13 infectadas y no infectadas, piel humana

normal, epitelio cervical humanonormal y verrugas plantares.

Técnica Inmunoperoxidasa (IP) (Anexo12 pág.154):

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 peróxido de hidrógeno a1 3%

para remover la peroxidasa endógena. Se lavaron brevemente y

se incubaron con diluciones 1/100 de suero preinmune (control

negativo), suero anti VHSZ,suero anti VP, respectivamente,

durante 24 hs a 4OC (161). Los cortes lavados se incubaron se­

cuencialmente (intercalando lavados) con suero anti-inmunoglg
bulina de conejo (preparado en cerdo, Dakopatts), dilución

1/80 y con el complejo suero de conejo mui peroxidasa-peroxida­

sa (Dakopatts), dilución 1/200. Las incubaciones se efectuaron

durante 30 min. a temperatura ambiente.
La reacción fue revelada con 3' diamino bencidina al

0,05% y peróXido de hidrógeno al 0,01% en Tris HCl (pH 7.6).

Se efectuó una coloración de contraste con hematoxilina débil

y se montó en la forma habitual.

Fueron ensayados simultáneamente y comocontroles positi­

vos secciones de biopsias de verruga plantar y células Hep 2



infectadas con VHSZ.

Células de hisopado cervical: fueron obtenidas al mismo

tiempo que 1a biopsias; se fijaron con acetona fría 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

afectadaspmu lesiones premalignas y malignas del cérvix; el

resto presentaba otras alteraciones cervicales. En el primer

grupo, 82 pacientes (70%) tenían menos de 30 años. La edad

de iniciación sexual fue similar en ambosgrupos, salvo en

los casos de carcinoma invasor, que muestran un comienzo más

temprano (Tabla I).

Relación en Colposcopía e Histología

Sobre un total de 301 pacientes, por observación colposcópica

151 fueron diagnosticadas comolesiones condilomatosas; en el

resto, las imágenes colposcópicas se interpretaron comono

condilomatosas, pero comoblanco potencial de la infección

con VP (leucoplasia, mosaico, etc.).

En el primer grupo (151 casos) el diagnóstico de condilo­

matosis fue histológicamente confirmado en 136 casos (90%)

(Tabla II). En la mayoría, las imágenes colposcópicas de leu­

coplasia (frecuentemente con un granulado fino o rugosidad

en la superficie), aparecieron asociadas con mosaico y puntua­
ción. Los condilomas floridos, en su etapa inicial estuvieron

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

de la embrocación del cérvix con 1a solución de lugol (prue­

ba de Shiller) demostró una positividad débil atigrada o pun­

tuación oscura yodada, que podría ser interpretada erróneamen­

te comodel tipo colpitis(figJ.y D; la yodonegatividad (áreas
claras) completa fue más rara.

La asociación 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 histológi­

cas de infección con virus Papiloma.

En síntesis, de las 301 pacientes, en 169 casos fue con­

firmada histológicamente la infección VP, de los cuales, 136

(80%)habían sido previamente identificados por colposcopïa

como condiloma acuminado o plano.

Re-evaluación Histológica en las Subpoblaciones de Embarazadas

x no Embarazadas

El grupo total estudiado mostrótnuaalta incidencia de in­

fección con VP; la Tabla III muestra que los efectos citopáti­

cos clásicos (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 lesión principal o en áreas adyacentes a ella.
No se hallaron diferencias en la incidencia de EC-PVen

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

(57%)(Tabla III).



Mientras que los signos histopatológicos relacionados

con la infección por VHSZ(vesículas intraepiteliales,

áreas ulceradas, cuerpos de inclusión, etc.) no fueron observa­

dos, los efectos que pueden atribuirse tanto a una comoa la

otra infección (bi y multinucleación, hiperplasia basal, etc.)
fueron detectados corrientemente.

Se registró todo un espectro de efectos citopíticos (Tabla

IV), desde la coilocitosis hasta la observación de la totali­
dad de ellos.

Estudios Inmunovirológicos

a) Ensayos de Especificidad de los Inmunosueros:

El suero anti VPmostró especificidad hacia antígenos Virales

presentes en verrugas (fig. 6)(p1antares y planas), pero no

mostró reactividad hacia lesiones no verrugosas, piel normal

o epitelio cervical normal. Si bien mostró por IP un título

superior a 1:250, fue utilizada la dilución 1:100.
El suero anti VHSZmostró reactividad en células infecta­

das con VHSZdurante 4 y 24 hs. En las primeras, la positivir

dad fue localizada en el citoplasma y en la membranacito­

plasmática, mientras que en las segundas, la reacción fue nu­

clear y citoplasmática. La positividad desapareció cuando el
inmunosuero fue absorbido con suspensión viral. Otros ensayos

sobre piel normal, epitelio cervical normal y células no in­
fectadas confirmaron la especificidad del mismo.

El títu10(por IP) fue de 1:250, pero fue empleado co­
rrientemente en 1a dilución 1:100.



El suero preinmune mostró reactividad frente a las mismas

muestras, por lo cual fue usado comocontrol negativo (dilu­
ción 1:100).

Localización de los Antïgenos Virales

Los antígenos de VP se demostraron por IP en un número varia­

ble de núcleos del epitelio cervical; la positividad fue obser­
vada en focos cerca de la superficie epitelial, con una dis­

tribución uniforme en las capas superiores<3intermedias (fig.

5: 11: 13).

La positividad de la IP asociada con VHSZ fue nuclear

(50%)(fig.7a,8 L o bien nuclear y citoplasmática. A menudo,

la reacción positiva se observó en áreas de cromatina agrumada

o tenian la apariencia de inclusiones nucleares. En ocasio­

nes, el núcleo positivo revelaba un desplazamiento de la cro­

matina hacia la periferia, observándose una zona clara central

y un engrosamiento de la membrananuclear (fig.7b,13 ). La

reactividad citoplasmática localizada cerca de la membrana

nuclear.se presentaba comoun fino granulado de color marrón

y forma de media luna (fig.7b). Las células positivas estaban

distribuidas uniformementeo en parches en todos los estratos

del epitelio, inclusive en el basal (fig.8).
La localización de antígenos de VHSZen las capas medias

y superficiales a veces coincidió (en preparados paralelos)
en la mismaárea con 1a positividad para VP. La atipïa coiloci­

tótica, así comootros BC-VPestuvieron asociados con IP po­

sitiva para VP pero también para VHSZ.



La IP realiza en células exfoliadas del cérvix aportó

resultados en general coincidentes aunque en algunos casos,

se obtuvieron falsos negativos (citología negativa y biopsia
positiva), por lo que se prefirieron las biopsias comomate­

rial de estudio que aportaba resultados más confiables.

Frecuencia de 1a Detección de Antígenos Virales en el Grupo
Estudiado

Los antígenos de VP y de VH82fueron detectados más fre­

cuentemente en pacientes con lesiones cervicales que en los

controles (34-37% frente a 4—9%)(TablaV). Además, se obser­

vó la concomitancia de antígenos de VH82y EC-VPen un to­

tal de 79 pacientes (31%del total), aunque sólo se demostró

la presencia de ambos antígenos virales en 37 (14%).

La Tabla VI muestra que no hubo diferencia en la detec­

ción de antígenos virales asociada con el embarazo.

Correlación entre el Diagnóstico Histológico yrla Presencia

de Antígenos Virales

La frecuencia de antígenos de VP y VH82en pacientes con

lesiones de distinto grado se muestra en la Tabla VII, demos­

trando la localización en la lesión principal o en áreas

adyacentes con lesiones menos severas.

La fig.lO muestra un perfil de la presencia de antígenos

virales detectados por IP en diferentes lesiones cervicales:
es evidente que la frecuencia de detección decrece desde la

displasia moderadaal carcinoma invasor.



DISCUSION

La colposcopïa resultó un método eficaz en la diferen­

ciación de las imágenes debidas a la infección con VP de

aquéllas propias de las displasias y carcinomas "in situ"; en

particular, la prueba de Shiller tradicional es una ayuda vá­

lida, comolo demuestra el alto porcentaje de confirmación

del diagnóstico colposcópico por histopatologïa.
El cérvix de las embarazadas presenta modificaciones vas­

culares (vasodilatación y edema), cambios deciduales y proce­

sos inflamatorios que dificultan, en general, el diagnóstico
colposcópico de las lesiones condilomatosas.

La infección papilomatosa se diagnosticó por 1a observa­

ción de alteraciones citológicas«ehistológicas (coilocitosis,
plegamiento<hela membrananuclear, bi y multinucleación, dis+

queratosis, acantosis, etc.). Las evidencias de este efecto
citopático 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 antígenos 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 antígenos VHSZ,se hallaron en el 37%

de las pacientes y en el 9%de los controles. La frecuencia de

detección aumentó desde los controles, hasta las displasias

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

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



se detectaron EC-VHSZ,salvo algunos signos que podrían estar

también asociados con 1a infección con VP, por lo que se

piensa que se trata de infecciones subclínicas o de infeccio­

nes donde hay una expresión incompleta del ciclo viral y los

resultados podrían englobar 1a detección de antígenos totales

y tempranos de VHSZ;es quizás oportuno destacar<mnael inmuno­

suero empleadomostró reactividad hacia células infectadas

durante las 4 y 24 horas, lo cual podría deberse a que el an­

tígeno inoculado en conejos se preparó a partir de un suspen­

sión viral clarificada, obtenida de células infectadas y lisa­
das. La absorción del suero con células no infectadas logró

eliminar 1a reactividad hacia proteínas celulares normales,
conservando las relacionadas con 1a infección viral. Sobre la

base de los resultados de los ensayos de reactividad del suero,

es posible sugerir una especificidad del mismopor proteínas

tempranas y totales de VHSZ.Estudios posteriores (Capítulo

5), relativos a proteínas tempranas de VHSZen tejidos cervica­

les permitirán clarificar este aspecto.
Esta etapa del estudio demostró en las lesiones precancero­

sas una relación inversa entre 1a frecuencia de detección de

antígenos virales y el grado de severidad de la atipía, lo

cual podría estar asociado con una disminuciónde la capacidad

del tejido para expresar tales antígenos (por ej.,para.antíge­
nos de VP! de 52% en los casos de displasia moderada a 9% en

los cánceres invasores; para antígenos de VHSZ:de 65%en los

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

aneuploidía, característica de tejidos premalignos y malignos



(148) podría afectar dicha expresión. En el caso de VP,

algunos factores inherentes a la biología del virus podrían

incidir, ya que ha sido demostrado que la expresión de pro­

teínas virales puede disminuir con el tiempo, aün con perma­

nencia de las alteraciones morfológicas inducidas por la in­

fección (162). Por otro lado, la transformación neoplásica

produce modificaciones celulares diversas que podrían impedir

el ciclo viral completo, ya que se ha establecido que las pro­

teínas de cápside sólo se sintetizan en células con cierto

grado de diferenciación. Por último, numerosos estudios de

displasias y carcinomas antígeno negativos han demostrado la

presencia de ADNde VP. Tal negatividad de antígenos podría

ser el resultado de la destrucción de proteínas virales du­

rantelas.fijaciones y el procesamientoposterior de las biop­
sias lo que, sumadoa la escasa cantidad de partículas virales,

podría hacerlas indetectables. Por lo tanto, la frecuencia o
falta de positividad de la IP podrían no reflejar realmente

la incidencia de la infección papilomatosa, aunque dicha téc­

nica constituye un arma valiosa y accesible para laboratorios
hospitalarios.

La demostración de ambas infecciones en una misma biopsia

resultó notable, aunque no inesperada; la incidencia de esta

doble detección asciende al 14%de las pacientes estudiadas.
Pero la frecuencia de las infecciones concomitantes alcanza­

ron al 30%cuando se investigó la presencia de antígenos de

VHS2en tejidos que mostraban signos histológicos caracterís­

ticos de la infección con VP (EC——VP).



El 70%de las pecientes con lesiones premalignas y ma­

lignas tenían menos de años y mostraban una alta incidencia

de infecciones virales en el cérvix, lo cual podría estar re­
lacionado con una serie de factores (inicio temprano de rela­

ciones sexuales, promiscuidad, nivel socioeconómicobajo, etc.)

que caracterizaron el grupo estudiado.

Se han señalado (en estudios previos) que las recurren­

cias o reinfecciones herpéticas son más frecuentes en poblacio­
nes con esos caracteres.(66).

Algunas investigaciones han señaladouna alta incidencia

de infecciones en las embarazadas, quizás favorecidas por un

estado inmune especial (54)(4l). Pero en la población exami­

nada en este estudio, no se observaron diferencias relaciona­

das con la gravidez; tanto 1a presencia de EC-VP como la de­

tección de antígenos virales fue similar o del mismoOrden

en los subgrupos considerados. Sin embargo, observaciones pre­

vias habían señalado una regersión de las lesiones más fre­

cuente en las embarazadas; sólo un seguimiento cuidadosso per­
mitirá establecer si la concomitancia o asociación de ambas

infecciones tiene alguna relación con la patogénesis del car­
cinoma escamoso o con la evolución de las lesiones premalig­

nas del cérvix. Este aspecto será tratado en el Capítulo 7.



TABLA1:EDADDELASPACIENTESESTUDIADAS

EMBARAZADASNOEMBA‘RAZADASTOTALE_S

PATOLOGIANO.PAC.EDADI.R.S.*N0.PAC.EDAD.I.R.S.NO.PAC.EDADI.R.S. CONTROLES2928i619:41636:819:34531i819:3 NODISPLASICAS49241618135630:9191410529:619:4

+++

CONDILOMAS922:419-31229:1021-42126-720-4

++++

DISPLASIALEVE9231517-31129-819-32026-718-3

++++

DISPLASIAMOD.2623i619:4737-719-33328-819-4

++++

DISPLASIASEV.24251518—3732-618—33126-618—3

++

CAR."INSITU"2427:518:21132-618—235281518-2

++++

CAR.INVASOR228:71611939-417-31137-717-3 TOTALES172129301 *I.R.S.=Iniciacióndelasrelacionessexuales



TABLA2:RELACIONENTRELASIMAGENESCOLPOSCOPICASDECONDILOMAYLASEVIDENCIAS

HISTOLOGICASDELEFECTOCITOPATICODELOSVIRUSPAPILOMA(EC-VP)

HISTOLOGIA

COLPOSCOPIA

I)EC-VP*II)noEC-VP*Totaldecasos

A
A
CONDILOMAS

Leucoplasia,mosaico,9111102 puntuación Manchasblancas12136**11513151 Condilomatosismixta29(90%)3(10%)32(100%) Condilomatosisflorida4

v

O

B
A
NOCONDILOMATOSO

Leucoplasia,mosaico, _ puntuación215374 ZTconOGC7331311720150 Otrasimágenesbenignas
(ectopïa,mucosaoriginaria,etc)5(22%)40(78%)45(100%)

Carcinomas011

_a.

A)+B)=Todaslasimágenes169(100%)132(100%)301(100%) *SóloseconsideraelEC-VPpueslosefectoscitopáticosdeVHSZnuncafueronhis­

tológicamenteobservados.

**Delos136condilomas,seobservaronaisladosen21pacientes(14%);estuvieron:

asociados:conimágenesbenignasen52(34%);condisplasiasmoderadasen38(25%); condisplasiasycarcinomas"insitu"en40(28%). OGC=orificiosglandularescornificados;ZT=zonadetransformación
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TABLAIII:EVALUACIONHISTOLOGICA;EXPRESIONDEEFECTOSCITOPATICOSDEVIRUSPAPILOMA

(EC-VP)ENELGRUPODEESTUDIO.

GRUPOSHISTOLOGICOSEMBARAZADAS

PACIENTES

NOEMBARAZADAS

TOTAL

I)LESIONESCONEC-VP

Controles31 Lesionesnoneoplásicas*1995 Condilomas**9(55%) Displasiasconcondilomas##24 Displasiasconcondilomasad­ yacentes##5 Displasiasconlevessig­ nosdeEC-VP##35

IILESIONESSINEC-VP

A
Controles16 Lesionesnoneoplásicas*3077 Displasias##19(45%) Cánceresinvasores2

I)+II)=Todaslaslesiones172(100%)

17
iq

25
7 9.1

129

74 (57%) 55 (43%) (100%)

50 21 36 52 40 55 26 ll
301

164 (64%) 92 (36%) (100%)

*Incluye:metaplasiasmaduraseinmaduras,cervicitiscrónica,etc.

**Condilomasfloridos:4casos;planos:17casos. ##Incluyencarcinomas"insitu".
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TABLA

IV:EFECTOSDELAINFECCIONCONVIRUS;PAPILOMA

ESTUDIOSHISTOPATOLOGICOS

(EC-VP)

Diagnóstico Histológico

Todoslossignos

Coilocitosis

Y

acantosis No.%

CoilocitosisCoilocitosis

Disqueratosis

y/o

binucleación
No.a

unicamente No.%

Total

No.

%

SIN

.ECFVP

No.

PATOLOGIA

Control Neoplásica Condiloma Disp1,1eve Disp1.mod. Displ‘sev. Car.insitu Car.

invasor

3/105

12/21

3/20
14/33 14/31 10/35

3
57 15 42 45 29

32/10530

5/2124

5/4511

4/105411/10517 4/2119­ 6/20307/2035 3/33910/3330 3/31109/3129 6/35178/3523

5/45
50/105 21/21 16/20 27/33 26/31 24/35

11 48
100

80 81 84 69

40/45 55/105

4/20 6/33 5/31
11/35 11/11

89 52 20 19 16 31
100



TABLAV:DETECCIONDEANTIGENOSVIRALESPORINMUNOPEROXIDASA(IP)

GRUPOSHISTOLOGICOS

CASOSPOSITIVOSPORIP

VP

VHS?

VP+VH82

TOTAL

DECASOS

D
ID

IESIONESCONEC-VP Controles Lesionesnoneoplá­ sicas(*) Condiloma Displasias(**)+con— dilomas

Sub-total

LESIONESSINEC-VP Controles Lesionesnoneopla­ sicas Displasias(**) Carcinomasinvasores

Sub-total

13(25%) 12(57%) 52(56%) 78(46%)

1(3%) 9(16%) 0(0%)

9%)

ll(8%)

V
I-l

25 43 79

(50%) (38%) (46%) (47%) (3%) (20%) (27%) (9%) (15%)

(12%) (19%) (27%) (21%)

0%)

(4%)V (0%)
0%)

(2%)V

50 21 93
169

40 55 26 11
132

(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)

Controles
I)+II)sinconsiderar (*) Loscasosestánagrupadoshistológicamente páticosdelainfecciónconvirusPapiloma

loscontroles

Seincluyenmetaplasiasmaduras;

2(4%)
87(345)

95
(**)

(9%) (37%)

37

(2%) (14%)

45
256

seincluyencarcinomas"in

situ"

sobre1abasede1aexpresióndeefectoscito­ EC-VPydiStribuïdosenrelaciónconla-exprg

sióndeantígenosdevirusPapiloma(VP)yvirusHerpessimplextipo2(VHSZ)
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TABLAVI:

RESULTADOSDEINMUNOPEROXIDASA:EXPRESIONDEANTIGENOSDEVIRUSPAPILOMA

(VP)Y

ÏVIRUSHERPESSIMPLEXTIPO2

(VHSZ)

DISTRIBUIDOSENRELACIONCONELEMBARAZO

EXPRESIONDE ANTIGENOSVI­

RALES

CONTROLES

LESIONESBENIGNAS,PREMALIGNASY

MALIGNAS

EMBARAZADASNOEMBARAZADAS

VP VHSZ VHSZ+VP NEGATIVOS

TOTAL

2(4%) 4(9%) 1(2%)
38(85%) 45(100%)

52(36%)35(31%) 53(37%)42(37%) 19(13%)18(16%) 19(13%)18(16%)

143(100%)113(100%)

(*)Pacientescolpóscopicaehistológicamentesanas.



TABLAVII:

DISTRIBUCIONGEOGRAFICADELOSANTIGENOSDEVIRUSPAPILOMA(VP)

HERPESSIMPLEXTIPO2(VHSZ)

ANTIGENOS

VIRALES

DISPLASIA

MODERADA

PA

P
DISPLASIA jm.

A

CARCINOMA
"INSITU"

PA

CARCINOMA

INVASOR
PA

VP VHSZ TOTALDECASOS

512
104 1516

31

10 15

26

10 ll

1213

25

P:LESIONPRINCIPAL A:ENZONASADYACENTES



Paciente:

FIGURA N°1

I.G.
Embarazo de 3 meses
Edad: 17 años

CONDILOMATOSIS FLORIDA
Vulvo-vagino- cervical

a)

b)

Colposcopía: Condilomatosis
florida cervico-vaginal.
Leucoplásia-Mosaico tipo
Condiloma en labio superior.
(Abajo, izquierda).

Lugol + (Shiller-) débil
en lesión del labio superior
Lugol + (Shiller—) irregular
en condiloma del labio infe­
rior.
(Abajo, derecha).



FIGURA N°2

Paciente: G.B. r
Embarazo de 3 meses.
Edad: 21 años.

a) Colposcopía: Orificios glar
dulares cornificados y man­
chas blancas tipo Condiloma
(Izquierda).

b) Lugol + débil en los orifi­
cios glandulares y positivo
en las manchas blancas.(Aba.
jo).

Biopsia: Condiloma plano.
Inmunoperoxidasa: Virus Papilm
ma positivo. Virus Herpes sim­
plex tipo 2 positivo.



FIGURA N°3

Paciente: R.C.
Puérpera de 4 meses
Edad: 22 años

a) Colposcopía: Imagen típica
de Condilomatosís florida.
(Acuminado) (Derecha).

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

Biopsia: Condiloma acuminado

Inmunoperoxidasa: Virus Papilo­
ma positivo.
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FIGURAN°7 c) '(Arriba,Izquierda)

Positividad para antígenos de
virus Herpes simplex tipo 2.
Se observan marginación de 1a
cromatina, gránulos intrapuclea _1

"res y koilocitosis (Carcinoma ff
"inusitu"..LInmunoperonidasa-«wwú
hematoxilina, aumento IUÜWx).¿É&“
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FIGURAN°8 (Izquierda).

Paciente: C.C.
Puérpera de 4 meses en lac­tancia.
Edad: 29 años.

Colposcopía: Imagen de base
y Ectopia.­
Biopsia: Carcinoma "in situ”
y condiloma asociado.­

FIGURA N°9 (Abajo

Detección de antígenos de
virus Herpes simplex tipo 2
en un carcinoma "in situ"
(El mismo caso de la figura
8).-La positividad se obser­
"2 en todas los estractos
del epitelio, aún en las cé
lulas parabasales.(1nmuno—
peroxidasa-hematoxilina),
aumento 160 X).­
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‘FIGURA N911

Paciente: S.D.
‘Embarazo de 5 meses
‘Edad: 18 años

J Colposcopía: Leucoplasia tipo ”
Vaondiloma (Arriba) .‘­

p , . sïá sevéra y con­'ïïloüïïïnüértïdóÏatípico.- .
.X‘d‘sitrïidad nata antígenos de yi:
:gusiflerpeS"simpiex tipo 2 y vírns
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,quágrfig}.- (Inmunoperoxidasa —he­
euatoxilína,iáuménto 150 í). »
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FIGURA N°12

Paciente: J.M. Embarazo de 3 meses, Edad. 21 años.
Colposcopía: Imagen de leucoplasia y base tipo condiloma (Figura de la
izquierda). Lugol + atigrado. (Figura de la derecha).­
Biopsia: Displasia moderada con condiloma asociado.­

I 1...; q o
J. Q ¿.rü‘ '. a . ¡N a) FIGURAN 13
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INFECCIONES CONCOMITANTES VP-VHSZ: ESTUDIO DE LA LOCALIZACION

DE LAS PROTEINAS VIRALES EN TEJIDOS CERVICALES INFECTADOS SI­

MULTANEAMENTE POR AMBOS VIRUS.

INTRODUCCION

En el Capítulo anterior, se examinó 1a incidencia de las infec­

ciones herpéticas y papilomatosas en en grupo de 256 pacientes

con lesiones de cuello uterino, comparándola con otro de

45 mujeres sin alteraciones del cérvix (controles), seleccio­

nadas por exámencolposcópico y citológico.

En esta etapa del estudio, 1a detección simultánea de

ambosvirus, efectuada sobre biopsias, empleando la técnica

inmunoperoxidasa (IP) en coloraciones paralelas, ascendió

al 14%en pacientes y al 2%en controles.

Comose mencionó previamente (pág.64) en algunos casos

la comparación de preparaciones de una mismabiopsia, incuba­

da con sueros anti VP o con anti VHSZ,mostraba- las marcacio­

nes positivas en zonas topográficamente similares, indican­

do la posible existencia de tejidos concomitantementeinfec­

tados. Sin embargo, la metodología empleada no permitió dis­

tinguir simultáneamente 1a localización de las respectivas
proteínas virales.

La inmunoperoxidasa es 1a técnicainmunohistoquïmica más

sensible en la detección de antígenos; los cromógenosemplea­

dos habitualmente para revelar la reacción antígeno-anticuerpo

viran a1 marrón (diaminobencidina) o al rojo (etilaminocarba­

zol), pero tienen el incoveniente de que ambosson sustratos

para la mismaenzima (peroxidasa), lo cual los inhabilita pa­



ra ser empleados simultáneamente en 1a detección de dos

clases de antígenos.

La observación yr detección simultánea es posible por la
inmunofluorescencia doble, empleando inmunosueros marcados

con sustancias fluorescentes, con rangos de exitación y emi­

sión distintos, comopor ej.,e1 isotiocianato de rodamina (ex­

citación 575, emisión 595) y el isotiocianato de fluoresceí­
na (exitación 495, emisión 520). El filtro S 525 selecciona

las longitudes de onda, en las que la fluoresceïna se observa

con tonalidades verdes y la rodamina, naranja rojiza.

Con el objeto de observar simultáneamente 1a positividad

para VP y VHSZen las infecciones conc0mitantes del cérvix,

se aplicó la técnica inmunofluorescencia indirecta doble

rodamina/fluroesceïna (IFID)) en biopsias, para lo cual se

utilizaron dos inmunosueros(anti VP en conejo y anti VHSZen

cobayo) empleándose respectivamente como segundos inmunosueros

antigamma globulina de conejo (preparada en cerdo), marcada

con isotiocianato de fluoresceïna y antigammaglobulina 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 detección de antígenos virales por inmunoperoxidasa

a: 40 casos con posithúdad para ambos virus y con diagnóstico

de: condilomas, 8; lesiones no displásicas, 5; displasia leve,
u8; displasia moderada, 8; displasia severa, 8; carcinoma in

situ", 3. Comocontroles se seleccionaron: l) 9 casos nega­
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tivos para ambosvirus y diagnósticos de: condiloma, 2; lesión

no neoplásica, 2; displasia leve, 2; displasia moderada, 2;

displasia severa, 1; II) 10 casos positivos para VHSZy diag­

nósticos de: condiloma, 2; lesión no neoplásica, 3; displasia

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

noma"in situ", l; III) 10 casos positivos para VPy diagnósti­

cos de: condiloma, 2; lesión no neoplásica, 3; displasia mode­

rada, 2; displasia severa, 2.

Se efectuaron cortes seriados de SÁPma partir de los mis­
mosbloques histológicos examinados anteriormente por la téc­
nica IP.

Inmunosueros

l) Suero anti VP: se utilizó una dilución 1/30 del mismo

que fue preparado para estudios inmunoenzimáticos (pág.58).

2) Suero anti VHSZ:se inocularon cobayos con suspensión

viral clarificada por centrifugación (pá9152)(103 DICTSO:0,5

m1) por vía subcutánea y 0,5 m1por vía intraperitoneal. A los

7 días, se repitió la inoculación y a los 25 días se sangró

por punción cardíaca. El inmunosuero obtenido fue absorbido y

su. especificidad fue demostrada en ensayos de reactividad

descriptos previamente (pág.59). La dilución empleada fue 1/30.

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

1a inmunización, se sangraron los animales, obteniéndose sue­

ros sin reactividad frente a ambosvirus (pág.60)(dilución
1/30).

4) Antigamma globulina G de conejo: (preparada en cerdo
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marcadacon isotiocianato de fluoresceïna (Instituto Pasteur).

Dilución empleada 1/100.

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

(Sigma) fue marcada con isotiocianato de rodamina (Sigma)

(relación de 0,016 mg de rodamina por mg de proteína) (163).

A las globulinas diluïdas al 3%en solución de fosfato de Na

0,1 MpH 10, se agregó la rodamina durante un período de 4

horas, dejándose en agitación durante un total de 21 hs a

25°C. Se ajustó el pH a 7,2 con hidróxido de sodio IM. Se dia­

lizó a 4°C durante 4 días frente a fosfato de sodio 0,01 M,

ClNa 0,15, pH 7,2, efectuándose dos cambios diarios, en el ül­

timo de los cuales se agregó Dowex2-X4, a fin de absorber el

colorante no conjugado y acelerar 1a diálisis. Se evaluó la

calidad del conjugado frente a células Hep-2 infectadas con

VHSZy células normales (control negativo), fijadas en ace­

tona fría durante 20 min. a -20°C.(Anex0 13, Págo152)-­

Se efectuaron diluciones seriadas del antisuero marcado

y se ensayaron mediante inmunofluorescencia indirecta, esta­
bleciéndose la dilución 1:50 como las más adecuada.

Inmunofluorescencia (IF)

1) Biopsias: se desparafinaron por tres pasajes en xilol,
10 minutos cada vez. Luego se hidrataron por pasajes en alcohol

etílico de graduación decreciente (96°, 80°, 70°, 60°, 30°),

3 pasajes por agua destilada y pasaje por tampón 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

tampón de IFr



2) A fin de saturar los sitios<h3unión inespecïficos 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 suspensión normal

de conejo.

3) Las muestras se lavaron con tampón de IF y se incubaron

con una mezcla de diluciones de antisuero anti VP y anti VHS2,

en cámara húmeda durante 24 hs a 35°C.

4) Luego se lavaron dos veces durante 30 min con tampón

de IF y una vez con agua destilada.

5) Se incubaron durante 30 min a 37°C con una mezcla de

ambosconjugados, cuyas diluciones finales fueron para las

marcadas con fluoresceïna 1:100 y con rodamina 1:50.

6) Las muestras se lavaron como se mencionó en el punto

4 y se efectuó una coloración de contraste con azul de Evans

(2 o/oo) durante 5 min., lavándose con agua destilada. En

el montaje, se utilizó glicerina a1 10% en tampón de IF.

Comocontrol negativo de la coloración, se procesaron si­

multáneamente muestras en las cuales se reemplazó el primer

inmunosuero por una mezcla de sueros preinmunes de cobayo y

conejo (dilución final de cada uno de ellos 1:30), continuan­

dose con los pasos 4 -.6.

RESULTADOS

l. Detección de Antïgenos por Inmunofluorescencia

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

tando la segunda temperatura más adecuada para la obtención
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de marcaciones más intensas; para evitar inespecificidades

derivadas de 1a evaporación del inmunosuero sobre 1a biopsia,

se recurrió a incubar con volúmenes mayores que los usados
habitualmente.

Sobre un total de 40 casos positivos VP + VHSZ(por IP),

se observó fluorescencia específica de 18 (70%), resultando el

resto negativos para alguno de los dos virus o para ambos

(Tabla l). Similarmente, sobre 10 biopsias.control VPpositiv

y 10 VHSZpositivas, fueron confirmados los resultados en 5

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

TABLA l: DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES POR INMUNOFLUORESCENCIA

INDIRECTA DOBLE RODAMINA/FLUORESCEINA (IFID)

Muestras No. casos VP+ VH82+ VP + VHSZ

VP+(control) 10 5 (50%) - ­

VHS2+(control) 1o 7 (70%)

VP-VHSZ-(control) 9 - ­

VP+VH82+ 40 3 (7,5%) 9 (22,5%) 28 (70%)

Total 69 8 16 28

VP+ = positivo para virus Papiloma
VH82+= positivo para virus Herpes simplex tipo 2
VP-VHSZ+ negativo para ambos virus
VP+VH82+= positivo para ambos virus

2. Localización de los Antigenos Virales
La localización a nivel celular de los antígenos virales

de VP y VHSZfue similar a la observada por IP, es decir, nu­

clear y/o citoplásmica para el segundo (fig. 2 y 3). En los



FIGURAN°1 (Arriba)

Localización de antígenos de vi=
rus Papiloma. Positividad nuclear
típica. (Condiloma Plano)(Inmuno­
fluorescencia doble rodamina/fluo­
resceína, aumento 150 x).

FIGURAN°2 (Abajo,derecha)

Localización nuclear y citoplasma­
tica (débil) de antígenos de virus
Herpes simplex tipo 2 en una dis­
plasia severa. (Inmunofluorescen­
cia doble rodamina/fluoresceína,
aumento 100 x).

FIGURAN°3 (Abajo, izquierda).

Positividad con localización nu­
clear de antígenos de virus Herpes
simplex tipo 2 en una metaplasia
escamosa. (Inmunofluorescencia do­
ble rodamina/fluoresceína, aumento
160 x).­



FIGURA N°4

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

FIGURA N°5

Localización de antígenos de virus Pa­
piloma (coloración verde) y virus Her­
pes simplex (gránulos intranucleares
amarillos). Infecciones yuxtapuestas.
(Inmunofluorescencia doble rodamina/
fluoresceïna, aumento 150 x).
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controles VPpositivos, apareció ocasionalmente un halo verdo­

so citoplasmático que no pudo ser eliminado por absorción

del inmunosuero con lisado de piel bovina (Anexo, pág_151)_
aunque esta inespecificidad no afectó la observación de las

preparaciones.

Las imágenes microscópicas más frecuentes en los contro­

les VHSZfueron 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) Ambaspositividades se hallaron en áreas diferentes

del epitelio cervical, por lo general bien delimitadas y veci­
nas o no,.aunque sin relación entre si: (4/28) 11%.(frg.]_y 2).

b) En la misma área y en forma de mosaico, con células

que presentaban una u otra marcación específica: (lO/28) 36%

(fig. 3).
c) En la mismaárea con núcleos de coloración amarillo­

verdosos, revelando la presencia en la mismacélulas de antí­

genos asociados a ambos virus: (ll/28) 39% (fig. 4y m.

d) En 1a misma área, con positividad nuclear para VP y

citoplasmática para VHS2: (3/28) 11%.

En la Tabla 2 se han resumido los resultados que relacio­

nan los diagnósticos histopatológicos con 1a distribución
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 más 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 LOCALIZACION Y EL GRADO

DE LA LESION

PATOLOGIA (ai LOCAÏÉÏACIONEÉC) (d) Total

Condiloma 1 3 - - 4

No neoplásica 1 2 1 - 4

Displasia leve 4 2 1 7

DIsp. mod. — 1 5 l 7

Disl. sev. 1 2 l 4

Carcinoma'fixlsitu"1 1 2

Total 4 (11%) E10 (36%) 11>(39%) 3 (11%H 28 (100%)
86%

Discusión

La metodología empleada permitió identificar simultánea­

mente 1a localización de las proteínas asociadas con los vi­

rus en estudios, aunque los resultado sugieren una menor

sensibilidad de la IFID en relación con 1a IP para detectar

bajos niveles de proteínas virales. Por un lado, fue necesa­
rio utilizar más alta concentración de sueros y por otro,

comparandolos resultados por IP, tanto los controles positi­

vos para uno u otro antígeno, como las muestras en estudio

confirmaron la positividad en 57%de los casos, lo cual im­

plicaría una limitación en el empleo de dicha metodología.



En el grupo estudiado, las infecciones yuxtapuestas consti­

tuyen el 86%de los casos examinadoseaincluyen los tipos de

localización b),c) y d) mencionados. Los del grupo b), que

presentan la imagen de pequeños focos, podrían representar una

primera etapa de la yuxtaposición de ambas infecciones.

En la localización c), ambosantígenos aparecen exclusi­

vamente en el núcleo, lo cual podría significar en el caso de

VHSZ,un bloqueo de 1a expresión de las etapas tardías de tal

replicación, tal vez relacionado con las modificaciones celu­

lares debidas a la presencia de VP.

Considerando 1a posibilidad de una transición 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 más

severas.

El seguimiento de las pacientes (que será analizado pos­

teriormente en el Capítulo 7), ha mostrado una regresión de

las lesiones y deanúrición de los antígenos de VP y VHSZen

los tres casos de loaclización d), en tanto que el tipo c) de­

mostró persistencia viral por largos períodos o progresión
de las lesiones.

El VP ha sido señalado como promotor por su capacidad de

inducir la proliferación celular, habiéndose postulado su in­
teracción con iniciadores (157); dicho rol (iniciador) po­

dría ser atribuído al VHSZ,por sus propiedades mutagénicas

(93); las infecciones herpéticas recurrentes de tejidos afec­

tados por VP podrían aumentar el riego de aparición de clones

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

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

UTERINO: SU RELACION CON LA INFECCION CONVIRUS PAPILOMA (VP)

En el Capítulo 3, se señaló que el inmunosuero anti VHSZ

empleado en la demostración de antígenos virales en biopsias

de cuello uterino presentaba reactividad por inmunoperoxidasa

(IP) para células Hep-2 infectadas durante 4 6 24 hs. Por lo

tanto, las frecuencia de antígenos<haVH82halladas podrían

corresponder a la detección de proteínas totales (tempranas

y tardías) del virus. Conel objeto de evaluar la presencia de

proteínas tempranas, se efectuó un estudio sobre la expresión

de los polipéptidos ICP 11/12 (pág.20) en lesiones del cérvix,

investigando, además, una posible relación con la infección
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 purificación por cromatografía en colum­

na de ADN-celulosa. De los 15-20 polipéptidos ICP que pueden

purificarse por este método, son los que presentan mayorafi­

nidad por el ADNdesnaturalizado de la columna, por lo que

pueden obtenerse con un alto grado de pureza (164)(165)(166)

(167). Además,parecen participar en la síntesis del ADNviral.

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, demostrandopositividad en

el 38%de las displasias y carcinomas.



Pacientes, Materiales y Métodos

Se estudiaron un total de 249 pacientes, considerándose

dos grupos: aquéllas que presentaban lesiones benignas (LB):

147 casos (incluyendo 13 pacientes con condilomas y 134 con

lesiones ne neoplásicas, tales comometaplasias maduras e

inmadurasmcervicitis crónica, 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 LPMeran pacientes que

presentaban positividad para antígenos de VH82por imunoperoxi­

dasa. El diagnóstico de la infección por VP se realizó por

evaluación del efecto citopático característico (EC-VP)(18),

en cortes histológicos.

Detección de Antïgenos Virales por Inmunoperoxidasa

a)..Inmunosueros
Anti VHSZ:fue preparado en conejos, por inoculación de suspen­

sión viral clarificada obtenida a partir de células RK13 (ri­

ñón de conejo) infectadas y lisadas. El inmunosuero fue absor­

bido con células RK13 no infectadas para eliminar posibles

inespecifidades derivadas de 1a respuesta hacia proteínas
celulares. Su especificidad fue demostrada en estudios pre­

vios (AnexollpágJ53L
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Anti ICP 11/12: el inmunosuero, cedido gentilmente por el

Dr. Kenneth Powell, fue obtenido en conejos en la Universidad

de Leeds (Anexol4pág160) (165)(166).

Anti VP: el inmunosuero con especificidad hacia proteínas

estructurales comunes de género Papiloma, fue preparado en co­

nejos por inoculación de partículas virales disociadas por ca­

lentamiento y tratamiento con 2 marcaptoetanol (pág.58). Su

especificidad fue demostrada previamente (Anexo!3pág.150).

Suero control negativo: obtenido por sangrado de los conejos

previo a 1a inoculación de antígenos virales (pág.60).

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

se obtuvieron y procesaron 530 biopsias (a algunas pacientes,

se les efectuó en el mismo momento más de una toma de biopsia)

segünliimetodologïa previamente descripta. (AnexolZpág154).

RESULTADOS

A) Localización de los Antïgenos Totales y Tempranos de

VHS2 por IP

Se observaron tres clases de localizaciones: nuclear (N),

citoplasmática (C) y nuclear-citoplasmática (N+C). En 1a pri­

mera sólo se obsevaron núcleos coloreados, generalmente en

focos, localizados en todo el espesor del epitelio (fig. 1).

La positividad C se caracterizó por 1a presencia de una

granulación fina por debajo y rodeando al núcleo; 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+Ctambién fue observada en los es­

tratos medios y superiores del epitelio (fig. 3). En general,
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el suero anti VHS2dió reacciones coloreadas más intensas

que el anti ICP 11/12 (fig. 4 y 5).

En 1a Tabla I, se presentan los resultados sobre localiza­

ción y positividad en relación con los inmunosueros empleados.
La localizaciónrifuelmasfrecuentemente observada con el anti

VHSZ, en tanto que 1a C y N+C los fueron para el anti ICP 11/

12.

Sobre un total de 92 pacientes seleccionadas por su posi­

tividad para VHSZ,65 (71%) resultaron también positivos para

antígenos tempranos de VHSZ(Tabla II).

De las 157 biopsias seleccionadas por su negatividad fren­

te al suero anti VH82,n50.(32%)resultaron positivas frente a1

suero anti ICP 11/12 (Tabla II).

Dentro del grupo VHSZpositivo, aproximadamente en el

50%de los casos, 1a positividad se observó en el núcleo y

citoplasma y en el 25%de los casos, en el citoplasma solamente.

(Tabla III).

B) Comparacióncmalas Frecuencias de Detección de Antígenos

Totales y Tempranos

Es necesario señalar que las frecuencias observadas no

representan la población flücialmente estudiada, ya que hubo se­

lecciones sobre la base de 1a positividad para antígenos de

VHSZy se incorporaron nuevos casos.

La Figura 4 permite comparar los porcentajes de detec­
ción viral con los sueros mencionados. No se observan dife­

rencias entre el grupo LBy LPMen el porcentaje total de

proteínas tempranas (44% para el grupo LB y 50%para el LPM),
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pero si se observan diferencias en 1a frecuencia de detec­

ción de antígenos totales y cuando se compara la positivi­

dad obtenida con ambos sueros (19% para LB3736&para LPM).

C) Presencia de Antígenos Tempranos de VHSZy VP en

Relación con EC-VP

De 74 biopsiascxniEC-VP del grupo LB (147 pacientes) sólo

29 (39%) expresan el antígeno de VP.

De 57 biopsias con EC-VP del grupo LPM, 17 casos (30%) de­

mostraron presencia de antígenos de VP(Figura 5a).

La fig. 5h 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 1a mayoría de los casos

ICP 11/12 positivos (70%hsedetectaron signos de EC-VP.

DISCUSION

Losresultadosconfirman las presunciones previas referidas

al reconocimiento del suero ANTIVHSZde proteínas tempranas ya

que el 71%de las biopsias seleccionadas por su positividad

para VHSZpor inmunoperoxidasa reaccionaron con el suero anti
ICP 11/12.

En el presente estudio se observaron proteínas tempranas

de VHSZen ambos grupos de pacientes (LB y LPM) con porcenta­

jes levemente superiores en el grupo LPM(63%frente a 55%),

pero la diferencia se acentúa cuando se tiene en cuenta 1a po­
sitividad simultánea obtenida con ambos sueros anti VHSZy

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

La localización de ICP 11/12 fue nuclear (15%), citoplas­
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ca (37%)y nuclear-citoplasmática (48%). La primera podría

representar infecciones iniciales pues el suero anti ICP

11/12 ha mostrado una reacción típicamente nuclear frente a

cálulas infectadas y fijadas.(77). La localización citoplasmá­
tica podría asociarse con transformación ya que la mismaha

sido observada en células transformadas l'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 proteínas

tempranas en el núcleo-citoplasma podría ser el producto de

una interacción virus-célula modificada por la infección con­

comitante con.VP. En el grupo estudiado, 1a expresión de pro­

teínas tempranas en cualquiera de sus localizaciones podría
estar relacionada con la concomitancia de infecciones (VHSZ­

VP) ya que el 70%de lasbiopsiaspositivas para proteínas tem­

pranas se han demostrado en tejidos con EC-VP.

La detección de antígenos de VP en tejidos con EC-VPha si­

do del 39% en el grupo LB y del 30% en el grupo LPM.

Comose mencionó anteriormente (Capítulo 3) en los procesos

neoplásicos, la desdiferenciación celular afectaría la permisi­
bilidad a 1a infección, ya que los VPnecesitan cierto grado

de diferenciación para expresar las etapas tardías de su ciclo

de replicación. Por otro lado, modelos experimentales (Papilo­

ma Shope) y naturales en humanos (epidermodisplasia verrucifor­

me) han señalado que la conversión maligna va acompañada de la

desaparición partículas virales. E1 bajo porcentaje de antige­
nos de VP en LPM(39%) confirma los resultados presentados en

el Capítulo 3, es decir, disminución de la expresión de antíge­



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

e presión de antígenos en el grupo LB no puede explicarse con las

mismasrazones. A la luz de los presentes resultados, podrían su­

gerirse otras posibilidades alternativas, en especial ante la ocu­
rrencia de una infección herpética concomitante. La presencia si:

multánea de ambosvirus podría afectar los ciclos de replicación

de los mismos en el caso de los VHS2, limitando la expresión de

proteinas, ya que el 71%correspondió a proteínas tempranas, En el

caso de VP, sólo puede señalarse la disminución de los porcentajes

de detección de proteínas estructurales; luego, ambosvirus mues­

tran limitaciones en la sintesis de proteínas estructurales.
Los distintos momentosen los cuales podría comenzar esta inter­

acción darïa comoresultado un espectro de respuestas, cuya expre­

sión podrían ser las distintas localizaciones deproteïnas estruc­

turales de VP. Ademáspodría implicar una contínua expresión de fun

ciones virales tempranas de ambosvirus, las cuales han sido rela­

cionadas con eventos de carcinogénesis (B6b3(171X17ZL

Algunos ensayos "in vitro" han demostrado que las células Raji

persistentemente infectadas con VHSZexpresan ICP 11/12 (173); es­

tas proteínas han sido demostradas en este_estudio y en otros (174)

(76) en biopsias y células descamadas del cérvix, lo cual podría

sugerir una persistencia viral en el epitelio cervical normalo
atípico. Las infecciones crónicas han sido propuestas comoimpor­
tantes en el desarrollo de la neoplasias intraepitelial (60), por

lo que 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 (VHSZ)

EN CONTROLES, LESIONES BENIGNAS (LB), PREMALIGNAS

Y MALIGNAS DEL CERVIX

‘Controles + LBSuero
Localización LB LP Total

Anti N 29 (71%) 29 (57%) 58 (63%)

VH82 C 2 ( 5%) 1 ( 2%) 3 ( 3%)

N+C 10 (24%) 2 ( 4%) 31 (34%)

Total 41(100%) 51(100%) 92(100%)

Anti N ll (17%) 6 (12%) 17 (15%)

ICP 11/12 C 26 (40%) 11 (34%) 43 (37%)
N+C 28 (43%) 27 (54%) 55-(48%)

Total 65(100%) 50(100%) 115(100%)

Localización: N = Nuclear; C = citoplasmática; N+C= nuclear
y citoplasmática.

LB = Lesiones benignas (metaplasia -madura e inmadura- cervi­
citis crónica, etc).

LPM:Lesiones 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 VHSZ) (TO­

TAL) Y EL ANTI PROTEINAS TEMPRANAS DE VH82 (ANTI

ICP 11/12

BIOPSIAS RESULTADOS DE IP LB LPM TOTAL

_ICP 11/12+ 28 (68%) 37 (72%) 65 (71%)

VH82+ _ICP 11/12 - 13 14 27

Sub-total 41 (100%) 51 (100%) 91 (100%)

VHSZ- ICP 11/123 37 (35%) 13 (25%) 50 (32%)

ICP 11/12- 69 38 107

Sub-total 106 (100%) 51 (100%) 157 (100%)

T O T A L 147 102 249

LB lesiones benignas (condilomas, metaplasias, cervicitis

LPM

crónica, etc.)
lesiones premalignas (displasia leve, moderada, severa,
carcinoma "in situ" e invasor).
Inmunoperoxidasa.



TABLAIII:

CONLOSSUEROSANTIVIRUSHERPESSIMPLEXTIPO2(VHSZ)COMPARACIONDELASLOCALIZACIONESDELOSANTIGENOSVIRALESOBTENIDOSPORINMUNO­

YANTIPROTEINASTEMPRA­

NASICP11/12ENLESIONESBENIGNAS(LB)YPREMALIGNASYMALIGNAS(LPM)DECUELLO

UTERINO

2)1)2)1)2)1)2)l)2)1)2)l)2)

N—aN+CN——*pNN+C+>NN——>CC——>CN+C->C

N+C—>N+C

LB686-52H

(29%)

LPM

(24%)

19181223
J_—__—II

(57%)

Total

(25%)

Total 28(100%) 37(100%) 65(100%

lesionesbenignas(condilomas,metaplasias,cervicitiscrónica,etc._

(displasiasycarcinomas).

elsueroantiVHS2y2)

LB= LPM=
1)Y2)=

elantiICP11/12

C=citoplásmatica;N+C=

lesionespremalignasymalignas

localizaciónde1apositividadobservadaconl)

N=nuclear;nucleraycitoplasmática.



TABLAIV:

DETECCIONDEANTIGENOSDEVIRUSHERPESSIMPLEXENDISTINTAS

LESIONESDECUELLOUTERINO

LESIONES

EC-VP

POSITIVOSCON

AMBOSSUEROS'

NEGATIVOSCON

VHSZ AMBOSSUEROS

ICP11/12N0.TOTAL

Noneoplási­

cas

Condilomas Sub-totalLB Displasia

leve

Displasia

moderada

Displasia

severa

Carcinoma

"insitu"

Carcinoma

invasor

LB+LPM

65 74 ll 18 16 11
131

(50%) (56%) (53%)

37592765134(100%) 41(28%65(44%)28(19%)69(47%147(100%)

664513
1214ll520 161971328 1214111733

22068
51(50%)50(49%)3736%(37%)100

CD
M

(100%)

92(37%)115(46%)64(26%)109(44%)249(100%)

IC-VP+EfectocitopáticodevirusPapiloma VHS2= ICP11/12= LB=

antígenostotalesdevirusHerpessimplextipo2

proteínastempranasdevirusHerpessimplextipo2

Lesionesbenignas;LPM=

lesionespremalignasymalignas

96



FIGURA4 Comparación de las frecuencias de detección de
antígenos totales y tempranos de virus Herpes
simplex tipo 2 en lesiones de cuello uterino.

.LB (147 pacientes) LPM (102 pacientes)

VHSZ VHSZ+ICP-ll/IZ­

ICP11/12- Negativos J:'

¡VHSZ Virus Herpes simplex tipo 2 (antígenos totales)
ICP 11/12 Proteínas tempranas de VHSZ
LB Lesiones benignas (condilomas, metaplasias, cervicitis

crónicas).­
LPM Lesiones premalignas y malignas (displasias y carcinomas).



Figura S Detección de antígenos de virus Papiloma y proteínas
tempranas de virus Herpes simplex tipo Z en relación
con la presencia de EC —VP.

LB (147 pacientes) LPM (102 pacientes)

_ - EC-VP+ VP7
,4 VP

50%

, LB (147 pacientes) , LPM (102 pacientes)

EC-VP + ICP 11/12

ICP 11/12 Proteína temprana de virus Herpes simplex tipo 2.
EC-VP Efecto citopático de virus Papiloma (VP).
LB Lesiones benignas (condilomas, metaplasias, cerv1ci­- tis crónica 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 citológicos, histológicos e inmunohistoquïmi­

cos han revelado una relación de los VP conjuaneoplasia

intraepitelial; el empleo de técnicas de clonado de ADNvi­

ral e hibridación molecular han demostrado la presencia de

siete tipos distintos de VPen las lesiones del cérvix 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) “77) mientras que los VP 16 y VP 18 se ha­

llaron más frecuentemente en cánceres invasivos(36-49% y 22-48%

respectivamente).

Los VP 33 y 35 se detectaron recientemente en menor pro­

porción en displasias y carcinomas invasores de cuello y vul­

va (4—8%) (176)(177).

En las clásicas verrugas, la producción viral depende del

grado de diferenciación del tejido infectado y los viriones se
detectan en los núcleos de las capas superficiales en células

que presentan la atipïa coilocitótica. En las lesiones pre­

malignas, la expresión de funciones virales, la detección

de antígenos virales y la maduración son menos frecuentes,

aunque se ha demostrado la presencia de genoma viral por

técnicas de extracción de ADNe identificación por hibridación

molecular sobre filtros. Estas tecnologías no permiten iden­

tificar los núcleos celulares que contienen el ADNviral,



para lo cual se aplica hibridación "in situ".

Los métodos clásicos de hibridación "in situ" emplean son­

das preparadas con polinucleótidos radioactivos combinando1a

especificidad con altísima sensibilidad. A pesar de ello,
estos procedimientos presentan algunos inconvenientes asocia­

dos con la radioactividad: largos tiempos de incubación (sus­

tancias tritiadas), corta vida media de los radioisótopos (en
el caso de marcaciones con fósforo radioactivo), fondo ines­

pecïfico, alto costo e infraestructura adecuada. Alterna­
tivamente, se emplean otros métodos que aprovechan 1a interac­

ción especïfica entre 1a biotina y 1a streptavidina y se pre­

paran sondasderúbridación a partir de los nucleótidos pre­
cursores biotinilados. Los híbridos formadosseiponenen evi­

dencia por inmunohistoquïmica (178).

E1 precursor, deoxiuridina trifosfato puede presentar en

1a posición del carbono 5 del anillo de pirimidina una cadena

ligante de 4, ll ó 16 carbonos, que unen a 1a biotina; 1a

longitud de dicha cadena influye en 1a capacidad de 1a biotina

para interactuar conIa streptavidina o con un antisuero an­
tibiotina; así, por ej. el de 4 átomos no permite que 1a strep­

tavidina se una en forma directa con la biotina y es necesario

el empleode antisueros antibiotina para poner en evidencia

los híbridos; en cambio, 1a que presenta 11 ó 16 átómos re­

acciona eficientemente en forma directa con 1a streptavidina

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



xinucleótidos biotinilados más empleados.

La hibridación "in situ" con sondas biotiniladas puede

ser aplicada en la detección de ADNde VP en biopsias fijadas

y embebidas en parafina, con la ventaja de 1a preservación de

los detalles celulares y la arquitectura del tejido.
En el presente estudio, se ha aplicado 1a técnica hibrida­

ción "in situ" en su variante colorimétrica, sobre biopsias
fijadas y embebidas en parafina, con el objeto de detectar se­

cuencias de ADNde VP en diversas lesiones del cuello uterino;

las hibridaciones se llevaron a cabo en condiciones estrictas

(17oC por debajo de la temperatura de fusión del ADNviral ­

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°C por debajo de Tm) empleando en la mezcla reaccional

los VP 6-11 ó VP 16-18 combinados, con el objeto de verificar

la posible presencia de otros tipos virales distintos aunque

relacionados ) de los cuatro mencionados. En todos los casos,

se trató de comparar los resultados obtenidos por esta metodo­

logía con las observaciones histológicas e inmunohistoquími­

cas (detección de antígenos 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 neoplásicas(cervicitis crónica, metaplasia madurae
inmadura), 12; condiloma (plano), 19; displasia leve, 19;

displasia moderada, 14; displasia severa, 24; carcinoma "in
situ“, 23; carcinoma invasor, 7. En la Tabla l, se muestran



las edades promedio para cada tipo de lesión.

A todas las pacientes se les efectuó un estudio gineco­

lógico completo (citología, colposcopïa con biopsia dirigi­
da).

Las biopsias fueron fijadas en paraformaldehfik>al 4%du­

rante 30 minutos a una hora (según el tamaño del fragmento)

y luego embebidas en parafina como es habitual (Anexo, pág.

140 ). A partir de la mismamuestra, se prepararon secciones

de Slpmpara los estudios histológicos, inmunohistoquïmicos y
de hibridación "in situ".

Un total de 250 biopsias (correspondientes a 112 pacien­

tes) fueron re-evaluadas de acuerdo con el criterio morfoló­

gico aceptado para la infección con VP (lOHlB); en las mismas,

se determinó la presencia de antígenos de VP por inmunoperoxi­

dasa (Anexo, pág.152).

II. Hibridación "in situ" (Anexo17, pág. 175).
Preparación de sondas de ADNviral biotiniladas: los ADN

de los VP tipos6, 11, 16 y 18 clonadosenpflásmidos PBR 322

fueron cedidos gentilmente por el Dr. Harald zur Hausen del

Centro de Referencia«devirus Papiloma de Heidelberg (Alemania

Occidental); los mismosse transfectaron en bacterias Escheri­

chia coli cepa HB 101 (Anexo, pág.164). Los plásmidos —ADNVP

fueron extraídos de las bacterias y se realizó el marcado

de los mismos y del vector PBR322 solo (a fin de emplearlo

en las hibridaciones comosonda control negativo). Para el



biotinilado, se siguieron las especificaciones fijadas
para el uso del equipo empleado (Kit Nick Translation, Be­

thesda Res. Lab.) usando comoprecursor marcado desoxiuridiq

na trifosfato 11 biotina (Bethesda Res. Lab.) 2,5/11/ m1.
Para determinar 1a eficiencia de la reacción, se colocaron

20/11 de cada ADNviral biotinilado sobre filtros de nitro­

celulosa (Millipore 0,2 fu, se secaron a 70-800Cy luego
se lavaron dos veces a 4OC con SSC 2x, 3% de albúmina bo ina,

intercalando el secado a 80°C; luego del segundo lavado, se

dejaron los filtros secar al aire.y seguidamente, se los incu­

bó a 37°C durante 30 min. con el complejo streptavidina­

peroxidasa (Bethesda Res. Lab.)dihfido 1/300. Se lavó dos veces

con SSC 2x, dejando secar al aire . Se reveló con diamina­

nobencina (DAB) (Sigma) complejada con níquel y peróxido de

hidrógeno (DAB:0,05%, cloruro .de níquel 0,7 Pg/mL peróxido
de hidrógeno 0,01%); la reacción fue detenida por lavado con

agua destilada. Comocontrol negativo, se prepararon filtros

con ADNde esperma de salmón(Sigma) sin biotinilaryrse trata­

ron comofue descripto. La intensidad de la coloración ob­

tenida luego del revelado demostró la eficiencia de la marca­

ción; por otro lado, el ADNde salmón no presentó coloración

por esta técnica.
Hibridación: el método fue llevado a cabo comofue descrip­

to anteriormente(l77) con algunas modificaciones: las seccio­

nes fueron desparafinadas por pasajes por xilol y etanol; la
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actividad peroxidasa endógena se bloqueó con peróxido de hidró­

geno 10%en etanol. Las secciones se rehidrataron y tra­

taron secuencialmente con pronasa B (Calbiochem Bfluing Corp.)

(1 mg/ml) y ARNsapancreática (Sigma)(100/ug/ m1); ambas enzi­
mas se diluyeron en tris ClH 0,05, pH 7,6; EDTA5 mM, interca­

lando un lavado con tampón glicinado (fosfato monosódico 0,5 M,

fosfato bisódico 0, 5 M; ClNa 0,15 M; glicina 0,25 M). Las mues­

tras se postfijaron con paraformalddfifio a1 4%durante 5 min,

lavando dos veces con tampón glicinado y luego con tampón

solo. Se deshidrataron y secaron al aire.

Las mezclas<hahibridación (preparadas para cada tipo de VP)

contenían ADNviral biotinilado (4 Pg/ml), sulfato de dextrán
10%; SSC 2x (cloruro de sodio 3 M, citrato de sodio 0,3 M);

ADNde esperma de salmón (Sigma tipo 8)(100¡Pg/ml) 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 a1 50% (Tm-17OC).

Para las hibridaciones en condiciones no estrictas, se

emplearon las mezclas de ADNvirales: VP 6-VP 11 y VP 16-VP

18, para detectar secuencias virales relacionadas a los corres­

pondientes VP. Se distribuyó lS/Jl de la mezcla de hibrida­
ción sobre las secciones, cubriéndolas con cubreobjetos sili­

conados sin sellar. La sonda y las secciones se desnaturaliza­

ron juntas por calentamiento anbaño de agua a 90°C durante

6 min y luego se incubaron en cámara húmeda a 37°C durante

18 hs. Los cubreobjetos se retiraron por inmersión en la solu­

ción SSC 2x, albúmina bovina 3%y los cortes se lavaron
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secmamúalmente con SSC.2x -albümina bovina 3%; tris ClH

0,05 M, pH 7,6, albúmina bovina 3%. Los híbridos se visuali­

zaron por reacción inmunohistoquïmica; las secciones se incuba­

ron con el complejo PAP(streptavidina-peroxidasa)(dilución

1:300) durante 30 min a 37°C. Luego, se lavaron con tampón

de fosfato—tritón 0,1% y con tris C1H0,05 M, pH 7,6. Se agre­

gó el sustrato de 1a enzima DAB(preparado como se indica en

1a Sección "preparación de 1a sonda biotilinada"), se incubó

5-10 min y se lavó con agua destilada. Se fijó con agua osmifi­

cada, repitiéndose los lavados. Comocoloración de contraste,

se empleó hematoxilina débil, luego de lo cual las secciones

se deshidrataron y montaron comoes habitual.

Resultados

1) Frecuencia de ADNde VP en 1a Población Estudiada

En las 112 pacientes , el análisis de las biopsias por
hibridación "in situ" en condiciones estrictas (E) reveló

1a presencia de VP en el 61%del grupo de estudio (Tab1a2 ),

correspondiendo el 12% a1 VP 6; el 12% al VP 11; el 6% a1

VP 16; el 12%a1 VP 18. En el resto, 1a positividad fue

obtenida en condiciones no estrictas detectándose secuencias
nucleotídicas virales relacionadas con los VP 6 y 11 en el

13% de las muestras y con los VP 16 y 18 er1e1 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

tró más de un tipo viral, p. ej. en condilomas, 3 casos mos­

traron respectivamente positividad simultánea (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 ll (condiciones

no estrictas, an áreas distintas). En relación con las eda­

des, no se observó una asociación de un determinado tipo vi­

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

2) Localización de los ADNVirales

En las hibridaciones, se observó una reacción coloreada

intensa y uniforme, asociada con los VP 6 y 11, estando la

positividad.localizada principalmente en los núcleos de los

estratos medios y superiores, muy semejante a la observada em

1a detección de antígenos virales (fig. l y 2). EnLadetección

de los VP 16 y 18, la reacción positiva fue menos intensa, si­

tuada con frecuencia en casi todo el espesor del epitelio (aun­

que no se observaron en todos los núcleos coloreados)_y m05á—

trando estar asociados con mayorgrado de atipïa 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 ias patologías benignas, premalignas y

malignas. En las lesiones benignas y displasias leve y mo­

derada, se observa un predominio de los tipo 6 y ll o los re­

lacionados con ellos. En 1a displasia severa y carcinoma "in

situ" e invasor, hay una mayor incidencia de los VP 16 y 18

y los relacionados con ellos.
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4) ComparacióndelasthodologïasAplicadas en el Diagnóstico
de la Infección por VP

La técnica de hibridación "in situ permitió definir el tipo
viral infectante y resultó máseficiente que la observación

histopatológica (Tabla 3) en la detección de 1a infección

papilomatosa, en especial en ausencia de EC-VP, como lo demues­

tra la detección de ADNviral en un epitelio endoglandular

norma1(en un caso de metaplasia escamosaJ(fig. 3374),en dos dis­

plasias severas y en seis carcinomas "in situ" y en los carci­
nomas invasores considerados.

La Tabla 4 muestra la detección de antígenos virales por

IP según el tipo de VP infectado. E1 38%de los tejidos infec­

tados por VP 6,11 ó 6-11(NoE)y el 33%de los afectados por VP

16 y 18 ó 16-18(NbE)resultaron IP positivos.

DISCUSION

En esta etapa del estudio se examinópor hibridación"in si­

tu" el porcentaje y la distribución de las secuencias de ADN

de VPen lesiones-del cérvix con el propósito de determinar 1a

prevalencia de los VP más frecuentemente determinados en el

tracto genital. En el 61%del grupo de pacientesse detectó AND

de VP; el VP 6 se lo halló en el 32-33% de los condilomas y

displasias leves; también en un carcinoma invasor, pero en

áreas adyacentes a displasia severa/carcinoma ïin situ". El
VPllfuedetectado principalmente en lesiones benignas(37%ck

loscnndikmms)y en el 21%de las displasias moderadas. El VPlfi

se lo encontró 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 neoplásicas) 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 .l'a-slesiones benignas.

En condiciones no estrictas, hubo una distribución simi­

lar de las secuencias VP 6-11(21%)en displasias y condilomas,

siendo su frecuencia menor en las lesiones no neoplásicas(8%)

y carcinomas invasores UA%).Las secuencias relacionadas con

los VP 16-18 se hallaron exclusivamente en displasias severas

(17my carcinomas(35%).Existe Laposibilidad de que se trate

del VP 31, el cual muestra cierta homologïa con el VP 16 a

Tm-200C(123), aunque el primero ha sido demostrado principalmente

en displasias.
La detección de VP ll en el epitelio glandular normal fue

notable, si bien ha sido mencionada la detección de VP 16 en

adenocarcinomas, con una epidemiología distinta de 1a de los

carcinomas escamosos del cérvix (179).

Los resultados parecen señalar la presencia de otros tipos vi­
rales o tal vez,reordenamientockalassecuenciasnucleotïdicas

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 ADNvirales, ex­

traídos de tales lesiones mostraban ciertatetenxmnenkd. Por

otro lado, el mismoestudio señaló que sólo 34,8% de los car­

cinomas cervicales provenientes de Kenyay Brasil contenían

el VP16, indicando probables diferencias geográficas en la in­



- 109 ­

cidencia de ese tipo viral. Además,en relación con el con:

cepto del factor masculino, el análisis de carcinomas de pene

demostró una prevalencia del tipo 16 en las muestras germa­

nas y del 18 en las africanas y brasileras. Villa y López

de Brasil informaron recientemente 1a ausencia del VP 16

y predominio del VP 18 en los carcinomas examinados (180).

Los resultados obtenidos confirman la asociación más fre­

cuente de los VP 6 y 11 con las lesiones benignas y los VP 16

y 18 con las lesiones de neoplasia intraepitelial, apreciación

que puede extenderse a nuevostipos virales relacionados con

ellos, cuya existencia se señala en esta área geográfica.

La detección de VP .6, 11, 16 y 18 por hibridación "in

situ" mostró diferencias de intensidad y localización. En

los dos primeros, se observaron reacciones cromáticas más in­

tensas y limitadas a los núcleos superficiales del epitelio;
los VP 16 y 18 se caracterizaron por una coloración más ate­

nuada, generalmente distribuidos más ampliamente en todas las

capas del epitelio, aún en las inferiores. La menor intensi­

dada de color podría indicar un menor número de copias de

genomaviral por célula y 1a localización diferencial sería
el reSultado de una interacción virus-célula o de una biología
distinta.

En 1a presente serie de resultados, se observó que los te­

jidos afectados por los VP considerados "benignos" (VP 6 y 11)

expresaron antígenos virales en un nivel levemente superior

(38%) que los considerados de "alto riesgo" (VP 16 y 18 - 33%).
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bas hibridaciones negativas en tejidos con EC-VPpodrían de­
berse a limitaciones de 1a tecnología aplicada en estudios

previos (177)(181) se ha señalado que 1a hibridación "in situ"

por el métodocolorimétrico permitiría detectar ADNviral

cuando el número de copias del genoma viral fuera del orden

de 100-800/cé1u1as; a pesar de ello, esta técnica resultó

eficiente en 1a detección de VP, en especial en ausencia de

signos de EC-VPo IP negativos. Por otro lado, como se mencio­

nó anteriormente, 1a metodología aplicada permite realizar

sobre un mismoespécimen los estudios histológicos y viroló­

gicos, lográndose en pocas horas tipificar el agente en pe­

queñas secciones de tejido, cuyo tamañoresulta insuficiente

para la aplicación de tecnologíasdenmyor sensibilidad (ex­

tracción "de ADNe hibridación sobre filtros , empleando son­

das radioactivas).
Los carcinomas invasores resultaron un material difícil

de analizar por esta metodología, por las características
del tejido, con un estroma atrofiado o relajado, con rotura

de fibras, provocando 1a pérdida de fragmentos de tejidos o
directamente afectando 1a estabilidad de las secciones de

biopsia sobre el portaobjeto. Las razones mencionadas reduje­

ron el númerode materiales disponiblesparael estudio.

La presencia regular de ADNde VP en-cáncer cervical o en

lesiones precancerosas del cérvix no prueba. de por si un in­

volucramiento etiológico, pero podría presentar un factor de
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riesgo; además, 1a detección de VP en lesiones benignas

podría sugerir nuevamente condición de 1a interacción con

eventos iniciadores o un estado de latencia, por lo que

resulta de interés el seguimiento de estas pacientes.



TABLA l: EDADES PROMEDIO PORA CADA GRUPO DE LESIONES CONSIDERADAS

Patología Edad Patología Edad

I+ |+.Control 24 6 Displasia leve 15

No neoplásicas 26,5 Ï 6 Displasia mod. 26 Ï 9
l+Condilomas 33 i 8 Displasia sev. 29 10

Total 28 1 11 Carc."in situ" 37,7 i 10

Carc. invasor 32,6 Ï 8

Total 3o Ï 17



TABLA2:

RESULTADOSDEHIBRIDACION

"INSITU"

PATOLOGIATÏHAL

CONDICIONESESTRICTAS

16

11

18

CONDICIONESNOESTRICTAS

16+1116+18TOTAL

Normal(control)4 Noneoplásicas12: Condiloma

plano8 19acuminado11

Displasialeve9 Disp;find.14 Disp.sev.24 Carc."insitu"23 Carc.invasor7

TOTAL112(100%)

1
#1(a’ 13(12%)

-l+

#1

13(12%)

1 1 7(6%)14(13%)14(13%)12

+2

á5 2

17

NN

14 14

1-3

(11%)68(61%)

11-18 16-18

6618

18-11/6

l =6-11

Doblesdetecciones:* =
(a)Halladoenzonasde

displasiasevera-carcinoma"insitu"
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TABLA 3: COMPARACION DE LOS METODOS DE DIAGNOSTICO DE LA

INFECCION POR VIRUS PAPILOMA

HIS'IOLOGIA HIBRIDACION INMUNOPEÉOXIDASA

(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) ll (15)

'IOTAL 112 (100) 64 (57) 66 (59) 21 (21)

(*) EC-VP= efecto citopático de virus Papiloma



TABLA 4‘: DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES POR INMUNOPEROXIDASA

(IP) SEGUN EL TIPO DE VIRUS PAPILOMA INFECTANTE (VP)

TIPO VIRAL TOTAL ADN+VP IP

VP 13 (100%)” 6 (46%)­
40 15

VP 11 13 (100%) (100%) 3 (23%) (38%)

VP 6/11 14 (100%)j 6 (43%)J

VP 16 7 (100%)' 2 (29%)­
33 10

VP-lB 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

diagnóstico, las lesiones cervicales precancerosas puedenper­

sistir sin cambios aparentes, desaparecer completamenteo pro­

gresar en severidad (154). El embarazo es otro elemento que po­

dría modificar la biologia de las lesiones, ya que ha sido in­

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

En estudios previos (183), pacientes embarazadas con lesio­

nes cervicales (desde displasia moderadaa 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 especímenes quirúr­

gicos exhibieron regresión de los procesos patológicos.Consecuen—

temente, se pensó que en el embarazo, las alteraciones morfoló­

gicas inducidas por las infecciones papilomatosas y/ o herpéti­

cas podrian conducir a un diagnóstico más 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 (Capítulo 3).

En este Capítulo, se presenta un estudio retrospectivo y
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y prospectivo de 1a evolución de.1as lesiones benignas, pre­
neoplásicas y neoplásicas, habiendóse efectuado una revisión

del material histológico y una investigación inmunohistoquí­

mica para detectar antígenos de virus Papiloma (VP) y virus

Herpes simplex tipo 2 (VHSZ).El seguimiento tuvo por objeto

establecer si existe una relación entre lesiones de neoplasia
intraepitelial-infecciones virales, con evolución de las lesio­

nes y 1a posibilidad de determinar factores de riesgo deprogresión.

Pacientes, Materiales y Métodos

A) Estudio Retrospectivo

Se examinaron las piezas de conización de 51 pacientes

(37 embarazadasy 14 no embarazadas) con diagnóstico de dis­

plasia severa o carcinoma "in situ". Las conizaciones fueron

efectuadas en el tercer mes del puerperio en las embarazadas

y en las no embarazadas, entre 4 y 6 meses después del diag­

nóstico, por lo cual los tiempos de seguimiento son compa­

rables. Las biopsias previas a 1a conización fueron re-evalua
das de acuerdo con los criterios morfológicos relacionados

con la infección con VPy se aplicó 1a técnica inmunoperoxi­

dasa para detectar antígenos de VP (Anexo, pág.152).

B) Estudio ProsEectivp

Se realizó un seguimiento de 95 pacientes con diagnóstico

previo de lesión 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 años, con un promedio de

27.8 años, siendo el 90%de las pacientes con displasia se­

vera y carcinoma "in situ" menores de 35 años.

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 efectuó

colposcopïa, citología y biopsia dirigida la que fue rea­
lizada también con fines terapéuticos. Se examinaron seccio­

nes histológicas con el objeto de detectar signos de infec­

ción por VP (EC-VP), antígenos de VP y VHSZy en algunos

casos, ADNde VP, mediante hibridación "in situ", cuando fue

posible disponer de.materia1 suficiente para todos los estu­

dios (Anexo, pág.175).
Evolución de las Lesiones

Las regresiones se evaluaron por 1a remisión completa de

1a lesión o la disminución de 1a severidad de 1a misma en por

los menosdos grados (ej. de carcinoma "in situ" a displasia

moderada). Con el mismocriterio se consideró progresión el

aumento de la severidad de 1a lesión en por lo menos dos gra­

dos (ej. de una lesión no displásica a displasia moderada).

RESULTADOS

A).Estudio Retrospectivo

Estudio de los Especímenes Quirúrgicos (Conos)

La Tabla 1 muestra 1a concordancia o discrepancia de
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en los diagnósticos observados al evaluar 51 conos cervica­

les y compararlos con los de las biopsias previas. El diagnós­
tico fue confirmado en 20 pacientes (39%); en el resto, se

observó regresión en 28 casos (55%) y progresión en 3 casos

(6%). No se observó progresión a carcinoma invasor. Las re­

gresiones fueron significativamente más frecuentes (P = 0,01)

en el grupo de embarazadas. El 79%de los casos de regresión

presentaron antígenos virales en la biopsia previa a 1a coni­
zación (Tabla 2).

B) Estudio Prospectivo

Evolución de las Lesiones

Durante el seguimiento, se observaron regresiones en el

42%de los casos, persistencia en el 39%y progresión en el

19% (Tabla 3).

Detección de Antígenos Virales

Se observó una fluctuación en la expresión de antígenos

virales; en particular los antígenos VHSZaparecieron y desa­

parecieron ciclícamente, indicando posiblemente reactivacio­
nes o reinfecciones.

“En la Tabla 4, se detallan las frecuencias de detección

de antígenos virales, computándoseuna vez por paciente, inde­

pendientemente del número de biopsias que en el mismoresul­

taron positivas. El 88%de los casos demostró antígenos vi­

rales, a1 menos una vez durante el seguimiento.
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Regresiones

Se registraron4M)casos (42%)de regresión de lesiones, co­

rrespondiendo 21 (53%) a embarazadas y 19 (47%) a no embara­

zadas, no resultando en este caso significativa 1a diferencia
entre ambos grupos.

Las regresiones estuvieron asociadas más frecuentemente

(60%) con 1a negativización de los antígenos virales duran­

te e1 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 detección de antígenos 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 progresión de lesiones, co­

rrespondiendo 7 (40%)a embarazadas y 11 (60%a no embarazadas.

En 10 pacientes, la progresión coincidió con la aparición

de infecciones virales (positividadndela inmunoperoxidasa)

(Tabla 7), aunque en 7 casos, las siguientes biopsias no demos­

traron positividad, pero persistió el agravamientode las
lesiones.

Detección :de- Proteínas Tempranas de VHSZ(ICP 11/12) en

Relación con Evolución de las Pacientes

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

tectaron proteínas virales tempranas (Tabla 8).

Detección de ANDde VP

La relación entre 1a evolución de la lesión y el tipo de

VPinfectante no ha sido incluída en este estudio, pero es

interesante mencionar algunos resultados preliminares. En 7

casos de regresión, se detectaron los VP 6 (en condiciones

estrictas de hibridación) o los relacionados con los VP 6/

11 (en condiciones no estrictas de hibridación). Tambiénen

8 casos de persistencia sin cambios se detectarcwleSOS'tipos

virales. Por otro lado, en dos casos de progresión se detectó
VP 18.

DISCUSION

Estudios sobre el comportamientobiológico 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 1a observación

de regresiones (l&4)(185). Por otro lado, las displasias pue­

den agravarse progresando hacia.1esiones 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 regresión de los procesos displásicos puede estar
relacionada con 1a remoción de 1a lesión por la toma de la

biopsia, la cicatrización subsiguiente a1 trauma provocado
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por la biopsia o a los procesos traumáticos durante el

parto (182)(187).

El objeto de este estudio fue establecer si la evolución

de las lesiones podría estar relacionada con la presencia
de infecciones virales.

En el estudio retrospectivo, se observó regresión de la

displasia y carcinoma "in situ" en 55%de los conos examina­

dos; la persistencia y progresión estuvo en el orden de lo

esperado (39 y 6%, respectivamente), de acuerdo con informacio­

nes previas (186), pero no se observó progresión hacia el

carcinoma invasor. El 79%de los casos de regresión presen­

taron antígenos de VHSZy/o VP en las biopsias anteriores a

la conización; los resultados parecen confirmar las presuncio­

nes previas: los cambios epiteliales causados por las infec­

ciones virales podrían dificultar la observación histopatoló­
gica y conducir a un diagnóstico más severo, lo cual podría

explicar algunas de las regresiones espontáneas.

Sin embargo, la presencia de antígenos virales en lesio­

nes que persisten o aün en-las.que progresan justificó 1a

elaboración de un plan de control ginecológico que incluyera

la detección de tales infecciones y observar cómose modifica­

ban esos parámetros en relación con la evolución. El seguimien­

to se efectuó en un grupo relativamente pequeño (95 pacientes),

debido a las dificultak5<3m mapresentan en un centro hospita­

lario para establecer un contacto permanente con las pacien­
tes.
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E1 grupo estaba constituido por mujeres jóvenes y son un

subgrupo del estudiado en el Capítulo 3, con 1a incorporación

de nuevos casos con similares carácteres epidemiológicos, mos­

trando el 88% detección positiva de antígenos Vp y/o VHSZa1

menos una vez durante el seguimiento.

En el estudio prospectivo, la frecuencia de regresión fue

similar en el grupo de embarazadas y no embarazadas, contra­

riamente a lo observado en el estudio de las piezas quirúr­

gicas (conos), en el cual 1as regresiones fueron mas frecuen­

tes en las embarazadas. Esta discrepancia puede deberse sim­

plemente a problemas de muestreo, no pudiéndos emitir conclu­
siones definitorias nflacionadas con el embarazoen si.

Por otro lado, las regresiones estuvieron acompañadas

por una negativización de la detección de antígenos virales

(60%de los casos). Aqui, es posible aplicar las consideracio­

nes anteriores referidas a las dificultades en el diagnósti­

co en presencia de infecciones virales. Sin embargo, las

regresiones podrían ser el resultado de un proceso inflamato­
rio local, inducido por las infecciones virales. Así por ej­

en=_ las verrugas cutáneas que regresan es caracteristica

la presencia de un infiltrado celular inflamatorio (188)(189)
en el cual, a nivel del cérvix, se ha demostrado queestá consti­

tuido por 'células T,JB y polimorfonucleares (190). Los meca­
nismos inmunes asociados con infecciones virales y la regre­

sión de las lesiones premalignas podrían ser concomitantes.



- 124 ­

Además,la presencia de antígenos virales en epitelios cer­

vicales con apariencia normal (25%de los casos) indicaría que

la infección persiste en forma latente y luego de un período
variable, podría ser reactivada por factores desconocidos;
esta probabilidad señala la necesidad de continuar con el

control periódico de estas pacientes.

La progresión de lesiones estuvo asociada en el 55%de

los casos con la detección de antígenos virales durante el

seguimiento; posteriormente, por lo general se observó una

negativización persistente con permanenciadel agravamiento.

En el estudio prospectivo, sólo en las progresiones se

observó una diferencia significativa entre embarazadas y no

embarazadmapero nuevamente, no pareció dicho status el cau­

sante de las diferencias sino la presencia de antígenos vira­
les (resultado no mostrado en las tablas). En ese sentido,

hubo una consistente relación entre progresión y presencia de

proteínas tempranas de VHSZ(ICP 11/12). Teniendo en cuenta

que las progresiones se observaron sobre un lapso relativa­

mente corto (hasta 3 años), resulta de particular interés el

seguimientcfidelas pacientes que presentan<iicha positividad.

Estos resultados son coincidentes con investigaciones recien­

tes (191) que señalan un desenlace fatal más rápido de mujeres

con carcinoma de cérvix con tïtulcnalto.de anticuerpos de ICP.

11/12 en comparación con pacientes seronegativas.
Debe destacarse que las proteínas ICP 11/12 se detecta­
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con mayor frecuencia en tejidos con EC-VP (Capítulo 5)

por lo cual 1a infección con VP resulta un factor impor­

tante. Los resultados preliminares indican una relación de

los Vp 6 y ll (o los relacionados con ellos) con regresión

y persistencia de las lesiones y a1 VP 18 con progresión.

Estos resultados apoyan nuevamente una relación 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 PREVIAEEIEL

GRUPO DE PACIENTES

EVALUACION HISTOLOGICA EMBARAZADAS NO EMBARAZADAS TOTAL

Regresión 24 (65%) 4 (29%) 28 (55%)

Sin cambios 12 (32%) 8 (57%) 20 (39%)

Progresión 1 ( 3%) 2 (14%) 3 ( 6%)

Total 37 (100%) 14 (100%) 51 (100%)



TABLA2:CONCORDANCIAODISCREPANCIAENTREELDIAGNOSTICOEFECTUADOENELCONOYEN

LABIOPSIAPREVIA-DETECCIONDEANTIGENOSVIRALESPORINMUNOPEROXIDASA

EVALUACIONEMBARAZADAS

HIS1ÉEOGICAVIRALES

ANTIGENOSTthL

ÉCHAL

IG

TOTAL

VPVHSZAMBOS

Regresión1163 Sincambios321 Progresiónl

24 12

22(79%) 10(50%)
3(100%)

28(100%) 20(100%)
3(100%)

TCTAL1494

37

14

35(69%)

51(100%)

VP=VirusPapiloma VHSZ=VirusHerpessimpletipo2 Ambos=Ambosantígenos
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EVOLUCION Non Cond. DL DM DS

Regresión - - .5 (71) 12 (60) 16 (70) 7 (35) 40 (42)
Persistencia 8 (56) 6 (55) l (14) 5 (25) 6 (26) 12 (60) 38 (40)

Progresión 7 (46) 5 (45) - 3 (15) 1 ( 4) 1 ( 5) 17 (18)

Total 15(100) 11(100y 7(100) 20(100) 3 (100)20(100) 95(100)

Non= Lesión no neoplásica (metaplasia, cervicitis crónica, etc)
COnd.

DL= displasia leve

= Condilomas

DM= displasia moderada

DS= displasia severa
CIS = carcinoma "in situ"

( L = porcentaje



TABLA 4: DETECCION DE ANTIGENOS DE VIRUS PAPILOMA (VP) Z

Y HERPES SIMPLEX TIPO 2 (VHSZ) (INMUNOPEROXIDASA)

DURANTE EL SEGUIMIENTO DE PACIENTES

NON. Cond. DL DM DS CIS .TOTAL

VHsz 1o 7 3 6 14 6 46'

VP 7 5 5 11 14 28 50 ( 88%)

VP+VH82 2 2 l 3 6 2 17

NEGATIVOS 2 2 - 2 3 10 21 ( 22%)

TOTAL 15 ll 6 20 23 20 95 (100%)

NoN lesión no neoplásica (cervicitis crónica, 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 TOTA
VIRALES NoN Cond. DL DM DS CIS L

Embarazadas - - - 7 10 5 22 (55%)

No embarazadas - - 5 5 6 2 18 (45%)

Total - 5 12 16 7 40 (100%)

Vp + — - - 5 1 l 7 (17.5%)

VHSZ + 2 l 3 ( 7.5%)

Negativos - - - l .2 1 6 (15%)

Negativización* - - 5 6 ll 3 24 (60%)

VP Virus Papiloma
VHSZ Virus Herpes simplex Tipo 2
NoN no neoplásica (cervicitis crónica, metaplasias, etc;)
Cond. = Condiloma
DL Displasia leve
DM Displasia moderada
DS Displasia severa
CIS Carcinoma "in situ"

* Durante el seguimiento, se observó negativizacióntdesapa­
rición de la positividad de la inmunoperoxidasa para
VHsz 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 ] 2 2 3 18 (47%)

Total a 6 1 5 6 12 38 (100%)

VP + 4 l 1 ’ ' 1 7­

VHsz + 2 2 - 2 2 8

VHSZ + VP _ _ 1 3 4 (47%)

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

Negativización* 1 2 — 2 - - 5

VP Virus Papiloma

VHSZ Virus Herpes simplex tipo 2

NoN No neoplásica

Cond. Condiloma

DL Displasia leve

DM Displasia moderada

DS -Disp1asia severa

CIS Carcinoma "in situ"

* Negativización: desaparición de 1a positividad de 1a inmuno­
peroxidasa para VHSZy/o VP.



TABLA 7: EVOLUCION DE LAS LESIONES - PROGRESION

ANTIGENOS
VIRALES NON Cond. DL DM DS CIS TOTAL

Embarazadas 3 l - 2 - 1 7 (40%)

No embarazadas 5 4 l l - 11 (60%)

Total 8 5 - 3 1 l 18 (100%)

VP + 2 - - - - 2­

VHSZ 3 2 l - - 6 10 (55%)

VHSZ + VP 2 - l 1 2_

Negativos 1 1 - 1 5 (28%)

Negativizaci6n* 2 - - 1 3 (17%)

VP Virus Papiloma

VHSZ = Virus Herpes simplex

Non = No neoplásica

COÜÓ- = Condiloma

DL = Displasia leve

DM = Displasia moderada

DS = Displasia severa

CIS = Carcinoma "in situ"

* Negativización: desaparición de 1a positividad de 1a inmuno­
peroxidasa para VHSZy/ 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 interacción entre los VHSZy VP

en relación con la patogénesis del cáncer de cuello del üte­

ro ha motivado el presente estudio; se trató de establecer

si existe alguna relación entre infecciones virales y evolu­
ción de las lesiones, enfocando las infecciones concomitan­

tes VHS2-VP.

Los antígenos de\Hlfueron hallados en las lesiones típica­
mente inducidas por el virus (condilomas) en el 57%de los ca­

sos y además, en un espectro de lesiones desde premalignas

asociadas con condilomatosis (56%)hasta carcinomas invasores

sin evidencias histológicas de infección por VP (9%).

En el 38%de las pacientes fueron.detectadosantígenos de

VHSZ;sin embargo,ru>seobservaron signos histológicos de ine

fección por este virus, lo que podría indicar infecciones sub­

clínicas y quizás un modode 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 .encarado

do la detección de ambosantígenos virales en el cérvix , por

lo que resultó detacable la demostración de ambas infeccio­

nes en la misma biopsia en el 14%de las pacientes, aunque

las infecciones coneomitantes ascendieron a1 30%cuando 1a de­

tección de antígenos de‘JHSZse realizó en tejidos que mostra­

ban efectos citopáticos característicos de infección por VP
(EC-VP).



La compaación del grupo de pacientes embarazadas y no

embarazadaseuïcuanto a frecuencias de antígenos Virales en el

cérvix nos mostró diferencias significativas. Sin embargo,
deben tenerse en cuenta los valores encontrados en embarazadas

ya que la papilomatosis laríngea y de vías respiratorias, si

bien poco frecuentes (194) podrían ser causadas por una infec­

ción del niño en el canal del parto. Por otro lado, aunque

no se han observado dentro del grupo de estudio infecciones

perhmtales, 1a posibilidad de la infección herpética del re­

cién nacido enfatiza la necesidad de un seguimiento inmuno­

virológico de las embarazfias a fin de disminuir tal riesgo.
En los tejidos con infección concomitante, la inmunofluo­

rescencia doble rodamina/fluoresceína permitió observar en.un

mismopreparado histológico la distribución de los antígenos

de VP y VHSZ.Las distintas imágenes observadas son compati­

bles con distintas etapas de yuxtaposición de ambas infeccio­
nes; las más relevante fue la localización exclusivamente nui

clear de las positividades para VP-y VHSZ(39%de los casos)

observadas preferentemente en las lesiones más severas. En el

caso de VHSZ,dicha localización podría significar un bloqueo

de la expresión de las etapas tardías del ciclo de replica­
ción, tal vez debido a las alteracioens celulares inducidas

por VP.

Para evaluar dicha posibilidad, se determinó la presencia

de la proteína temprana de VHSZ,ICP 11/12 (tipo beta) en teji­

dos que mostraban o no EC-VP.
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La localización de la proteína ICP 11/12 fue nuclear

(15%), citoplasmática (37%)y nuclear-citoplasmática (48%);

las primeras han sido descriptas (77)(170); en .cuanto a

la nuclear-citop1asmática, podría ser el resultado de una

interacción virus-célula; modificada por 1a infección simultá­

nea con VP. La frecuencia de proteínas tempranas podría estar

re1acionada con la concomitancia de ambas infecciones, ya que

en el 69%de las biopsias positivas para proteínas ICP ll/

12, se hallaron en tejidos con EC-VP.Esta interacción daría

comoresultado un espectro de respuestas cuya expresión cito­

lógica podrían estar demostradapor las distintas localizacio­
nes observadas y explicarían además, 1a baja detección de

antígenos estructurales de VP en relación con el EC-VP

en los subgrupos estudiados (lesiones benignas (LB))rlesio­

nes premalignas (LPMn.

Informaciones previas han señalado que fragmentos subgenó­

micos de VHSZque codifican'VHS2 para ICP 11/12 tienen carác­

ter transformante (192). La detección en displasias y car­

cinomas.de secuencias de VHSZque pueden inducir transforma­

ción celulargrampïificacion génica "in vitro" podria sugerir
que dichos fragmentos podrían actuar comomutágenos insercio­

nalesc>comoactivadores de la expresión celular (193), lo que

apoyarïa un rol iniciador de estos virus.
Los resultados del presente estudio demuestran que 1a his­

toria natural de las lesiones benignas por infección con VP

(condilomas)y las lesiones de neoplasia intraepitelial son

compatibles, ya que se detectó EC-VPentre el 74 y 95%de las
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las displasias y_carcinomas examinados (el primer porcentaje
corresponde al estudio de detección de infecciones virales

-30 pacientes- y el segundo alngrupo incluído en el segui­
miento retrospectivo -95 pacientes-). Noobstante las dife­

rencias biológicas entre las lesiones con riesgo de progre­
sión y las que regresan, los estudios indican que las infeccio­

nes benignas por VPy el carcinoma cervical están relacio­

nados por un espectro morfológico. La existencia de una con­

tinuidad biológicaru>prueba que la progresión pueda ocurrir

secuencialmente de un extremo del espectro al otro, ya que se

observó progresión de lesiones benignas hacia displasias se­

veras o carcinomas (confirmando el potencial de progresión de

la lesión condilomatosa) en un corto lapso, sin haberse detec­

tado el paso por lesiones intermedias.

El porcentaje de lesiones que regresan (en nuestra caso

42%)podría reflejar por un lado una sobre-estimación en el

diagnóstico del grado de severidad, probablemente atribuible
a las alteraciones celulares inducidas por infecciones virales
o bacterianas (aquí se han evaluado las primeras) y también

podrían estar relacionadas con las respuesta inmunelocal fren­

te a las infecciones virales, ya que ha sido demostrada una

respuesta inflamatoria en verrugas cutáneas que regresan (188)

(189). En nuestro casq existe la posibilidad de un ataque a

células cervicales con expresión de antígenos virales (VP),

lo cual produciría eliminación de las mismasdel tejido cer­

vical; tales conceptos podrían extenderse a las infecciones



herpéticas subclïnicas. La observación durante el seguimien­
to de tejido metaplásico en las áreas donde hubo una lesión

premaligna apoya estos conceptos.

La persistencia y progresión durante el seguimiento estu­

vieron relacionados con la expresión de antígenos virales

en el 32 y 44%, respectivamente. Asimismo, se observaron in­

fecciones herpéticas recurrentes el 66%de las pacientes,

lo que podria significar que esta infección sería un factor

de riesgo de progresión de una lesión condilomatosa asociada

o no a 1a lesión premaligna. Por otros lado, el seguimiento

de las pacientes con infecciones concomitantes VHSZy VP por

inmunofluorescencia dohle, demostró progresión de lesiones

en todos los casos en los que se observó yuxtaposición de in­

fecciones con localización exclusivamente nuclear de ambosan­

tígenos virales.
Durante el seguimiento prospectivo (95 casos), se determi­

nó la expresión de proteínas tempranas de VHSZen el cérvix

de un grupo de 50 pacientes, observándose 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

dría ser considerada un factor de riesgo de inducción o progre­

sión del estado neoplásico.

La infección por VHSZha sido relacionada con el desarro­

llo del cáncer cervical por numerosos datos epidemiológicos

y virológicos, incluídos los aportados por este estudio, los

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

a los carcinógenos en las etapas de iniciación de la carcino­

génesis, ya que otros factores Coomoel cigarrillo) pueden

tener igual o mayor rol en la iniciación y constituir impor­
tantes factores de riesgo en el desarrollo tumoral.

La evidencia de una relación entre la infección por VP y

evolución hacia la malignidad están apoyadas por estudos ex­

perimentales y por la observación de ciertos cánceres natura­
les en los cuales el virus interacciona con los iniciadores

de transformación, como los carcinógenos químicos en el carci­

nomade conejo y fibropapiloma bovino. Considerando que las in­

feccionespor VPejercen un importante rol en el cáncer cer­

vical y, dado que los tumores malignos inducidos por VP pare­

cen requerir la interacción con iniciadores, se podría consi­

derar que el VHSZejerce un efecto sinérgico comocofactor en

el desarrollo del cáncer de cuello uterino, por lo menosen un

subgrupo de pacientes con patología cervical.
Teniendoencuenta.referencias previas deljiasociación

de ciertos tipos de virus con distintas lesiones del cérvix,
se trató de examinar la frecuencia de los cuatro tipos más re­

lacionados con patología genital (VP6, ll, 16 y 18), desarro­

llando una tecnología que permitiera una rápida tipificación

sobre muestras de volumen pequeño. Los resultados confirman

la presencia más frecuente de los VP 6 y 11 en lesiones menos

severas y de los VP 16 y 18 en las más graves.
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virales pueden hallarse en la población estudiada,ya que,
en condiciones no estrictasderúbridación, usando las sondas

mixtas VP 6-11, Se detectaron 13%de positivos y utilizando

las senda VP 16-18, se halló 11%de positividad. El segui­

miento de un limitado número de pacientes mostró que las re­

gresiones y la persistencia estuvieron asociadas con la pre­

sencia de los VP 6 y ll (o los con ellos relacionados) y en

los casos de progresión se detectó VP 18.

Es importante destacar que la presencia de ADNo antígenos

de VPen tejidos normales podría indicar infecciones subclïni­

cas resultando<de interés el seguimiento de estas pacientes.

Las evidencias epidemiológicas señalan una asociación del

cáncer cervical con algún tipo de agente infeccioso; si se to­

maran en cuenta todos los estudios realizados hasta el presen­

te parecería que el riesgo de cáncer cervical aumenta 100

veces si se detectan los VP 16 y/o 18 (195). La experiencia

epidemiológica indica que una magnitud de ése orden proba­

blemente refleje causa y efecto, pero también debe ser consir

derada 1a posibilidad de que los tejidos malignos podrían favo­

recer la integración del ADNviral y todavía debe demostrarse

Que la preSencia de un tipo determinado predice el desarrollo
del cáncer.

Para establecer 1a patogénesis de la neoplasia cervical

no puede considerarse un solo factor en la inducción y

el mantenimiento del estado neoplásico ni aún se puede afir­
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mar que un mismo factor tenga semejante capaCidad operativa

en las distintas poblaciones estudiadas. Muchosfactores están

involucrados en la génesis de la neoplasia intraepitelial y
el carcinoma invasor: algunos pueden ser importantes en 1a ini­

ciación del estado neoplásico; otros pueden serlo en la pro­

gresión del cáncer invasor.

Los resultados del presente estudio aportan nuevas eviden­

cias de una probable interacción de los VPcon iniciadores;

en nuestro grupo de pacientes, las infecciones herpéticas recu­

rrentes y la expresión de proteínas tempranas de VHSZpodrían

estar involucradas en eventos iniciadores, actuando sinérgica­
mente con los VP en el desarrollo tumoral.

/.
.4. ANGELICAH. 'SSIE

mo.VIRU L. V . Alonio /
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TECNICAS APLICADAS

l. PREPARACION DE ESPECIMBNBS PARA ESTUDIO

Biopsias: se obtienen bajo control colposcópico y se orientan
sobre papel de filtro.

- Fijación; se realiza en fijaciones diferenciales según la
metodología a emplear posteriormente.

.Técnica de inmunoperoxidasa e inmunofluorescencia: fijación
con formalddüfio 10%durante 1 hora.

.Técnica de hibridación "in situ": fijación con una mezcla

de etanol cloroformo 2:1 durante 3 hs; alternativamente, con

formaldehído al 4% (en tampón pH 7 ) durante 30 min-l h. (1)

- Deshidratación: mediante pasaje por alcoholes de graduación

creciente: 700, 80°, 900, 1000, 3 hs cada pasaje, con una

renovación intermedia.

- Clarificación con benceno: dos baños de 2 hs cada vez.

- Impregnación en parafina: dos baños de parafina líquida
a 55°C durante 3 hs cada vez.

- Inclusión definitiva: colocación de las piezas en moldes y

cobertura con parafina fundida y calentada a 60°C. Soli­

dificación rápida de la parafina mediante inmersión de

los moldes en agua fría.

- Secciones: de cada biopsia, se efectúan cortes seriados de

Slpm; el número de cortes por portaobjeto es superior a 6.
Se secan en estufa a 60°C.
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Extendidos Citológicos: células de hisopado cervical; Se

obtienen en el mismo momentoque las biopsias.

Fijación:

- Test de inmunofluorescencia: fijacióncon acetona fría
. odurante 20 min. a -20 C

- Estudios citobógicos: fijación en Bouin 20-min. a tempera­
tura ambiente.

TINCION CON HEMATOXILINA EOSINA 1196)

Biopsias:

- Desparafinación: los portaobjetos se colocan en vasos de

Koplin y se efectúan 3 pasajes por xilol y dos con alcohol
absoluto

OHidratación: mediante pasaje por etanol 96°, 80 y varios

cambios en agua destilada.

Thxión con hematoxilina de Harris (Biopur); dejar 30 seg.

y virar al azul con gotas de agua corriente. Lavadocon agua desti-­

r da.

r Eosina: (solución alcohólica al 1%); dejar las muestras

1 min. en alcohol 96o y luego efectuar un pasaje rápido

por eosina alcohólica; lavar con alcohol 96°, dejando sumer­

gida durante l min; luego pasar a alcohol 100o durante 1

min.

r-Mzuaje: con Bálsamo de Canadá o medio de montaje sintético

y cubreobjeto.
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TECNICA PAS (PEROYODIC ACID SCHIFF1_(197)

Desparafinación: tres pasajes por xilol y dos por etanol
absoluto.

- Hidratación: por pasaje por alcoholes de graduación decre­

ciente: 900, 80°, 60o y varios lavados con agua destilada.

- Sumergir los portaobjetos en ácido peryódico al 0,5% duran­
te 5 min..

- Lavar con agua 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 coloración de contraste para núcleos

(con hematoxilina).

- Deshidratación: por pasaje por alcoholes de graduación

creciente: 60°, 80°, 96o y 100°, efectuando dos pasajes

por xilol.
- ¿Monbaez con Bálsamo de Canadá o medio sintético de mon­

taje

Reactivos:

Acido Periódico: solución acuosa al 0,5%.

Reactivo de Schiff: l g. de fucsiña báéica

200 ml de agua destilada

Disolver en caliente, enfriar y filtrar.
Agregar:1 g. de bisulfito de sodio ( o bien,

3 ml de una solución acuosa al 33%)

A1 cabo de una hora, agregar 20 ml de ácido
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clorhídrico lN. Puede emplearse a las 24 hs

cuando haya tomado una coloración amarillenta

(cuando envejece, toma un color rojizo).

Agua Sulfurosa: 10 m1 de solución de bisulfito de sodio a1 10%.

200 m1 de agua corriente

10 ml de ácido clorhídrico 1 N

METODO PAPANICOLAÜ

Se hidratan las células fijadas por pasajes por alcoholes 80°,

70°, 50o y agua destilada.

Teñir con hematoxilina de Harris por 5 min.

Lavar con agua destilada

Lavar 4 veces con solución acuosa de ácido clorhídrico al 0,5%.

Lavar con agua corriente durante lO min.

Dejar unos minutos en una solución débil de carbonato de litio.

Lavar con agua corriente.

Deshidratar mediante pasajes por alcoholes 500, 80o y 95°.
Colorear con solución OG6 21nin.

Lavar 10 veces en alcohol 96o para quitar el exceso de colo­
rante.
Teñir con EA 36 durante 2.min.

Lavar con alcohol 96o (solución nueva)

Pasaje por alcohol 100o y xilol

Montaje con Bálsamo de Canadá o medio de montaje sintético.

Reactivos
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Solución débil de carbonato de litio: 10 gotas de dilución

saturada en 100 ml de agua destilada.

Qg_g: Orange C solución a1 0.5% en alcohol etílico 96°:

100 m1;

Acido Fosfotúngstico:

0,015 g.

M= Verde luz solución al 0,5% en alcohol etílico 96°:

45 m1.

Pardo Vismar, solución al medio en alcohol etílico 96o:

10 ml

Eosina alcohólica al 0,5%en alcohol etílico:

45 m1

Acido fosfotüngstico:

0,2 g

Carbonato de litio:

1 gota.

PURIFICACION DEL VIRUS PAPILOMA BOVINO (120)

Los fibropapilomas bovinos se lavan con glicerina al 50%en

solución de cloruro de Na 0,15 Mdurante 2 semanas, efectuán­

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 Ooc en una

Sorvall Omni Mixer con 80 ml de tampón de extracción (fosfa­

to de Na 0.02 M,C1Na 1 M, pH 8). Aplica durante 60 seg, 10 Kc/



- Las bandas virales

seg.; se repite 3 o 4 veces.

Se centrífuga a 7000 rpm durante 30 min, y el precipitado se

resuspende en 20 ml de tampón de extracción y se centrífuga

nuevamente; el sobrenadante se guarda.

Se mezclan los fluidos sobrenadantes y se incuban con tríp­

y Sarkosil NL 97 en concentraciones desina (Difco) (Geigy)

0,25 y 0,01%, respectivamente durante 60 mín, a 37°C y 60
mín. en baño de hielo.

Las partículas virales se sedimentan por centrífugación a

100.000 g (Rotor 30: 27.000 rpm, durante 90 mín) y se resuspen­

den en 5 m1 de colgenasa (2 mg/ml) diluïda en tampon de ex­

tracción. Se incuba l hora a 37°C.

Se centrífuga a 100.000 g durante 90 min. E1 sedimento se

resuspende en 1 ml de tampón ClNa 0,05 M, EDTA0,01 M, fosfa­

to de sodio 0,05 M, pH 7,4.

Se distribuyen alícuotas de la suspensión viral sobre tubos

con cloruro de Cesío (1,3 g/ml en el mismotampón); se centrí­

fugan a 34.000 rpm (Rotor SW34) durante 24 hs a 40C. Se obser­

van generalmente dos bandas correspondientes a partículas va­

cías y las completas, Las bandas homólogas de cada tubo se

mezclan y se díalizan frente al mismotampón.

A 1a suspensión díalizada, se le agrega cloruro_de Cesío, has­

ta llegar a la concentración de 1,3 g/ml y se centrífuga co­

moen el paso anterior.

se colectan, díalizan y concentran al
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al vacío hasta un volumen de 0,3 ml; el mismo se distribuye

sobre un gradiente de sacarosa del 21 a1 61% (volumen de 4,5

m1) y se centrífuga a 25.000 rpm durante 3 hs (Rotor Spinco SW

39). Las partículas virales se colectan y dializan frente a

tampón de fosfato 0,05 M, M EDTA0,001 M, ClNa 0,1 M, pH 7,4.

Se determina el contenido de proteínas por Lowry usando como
estándard albúmina bovina.

Las partículas virales pueden observarse al microscopio elec­

trónico por coloración negativa.

TINCION NEGATIVA PARA MICROSCOPIO ELECTRONICO

Se coloca el material en grillas de cobre para microscopio

electrónico; se deja secar a1 aire.

Se vierte una pequeña gota de ácidofosfotúngsticoa12% 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 glóbulos de ratón son aglutinados por el virus

Papiloma bovino, no existiendo diferencias entre cepas de.ra­
tones.

Se colecta la sangre por punción cardíaca en solución del A1­

sever o con jeringa heparinizada.

Se prepara una suspensión de glóbulos rojos a1 0.7% en tampón

(1a aglutina­de fosfato de sodio 0,05 MClNa 0,15 M, pH 7,2
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ción 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 m1 de dilución de virus con 0,2 m1 de suspen­

ción de glóbulos rojos de ratón. Se agita y se deja reposar

3 a 4 hs a 40€ (1a aglutinación ocurre entre 4 y 12°C, no ob­

servándose entre 22 y 37°C).

Se lee agitando los tubos y observando la aglutinación en el

fondo del tubo. Tanto las partículas enteras comolas vacías

son capaces de aglutinarse. El virus producido estimado por su

actividad hemaglutinante es variable (entre 5 x 10 a 104 uni­

dades hemaglutinantes por gramode material inicial); dicha

variabilidad también se observa en las concentraciones protei­

cas obtenidas (entre 0,8 a 100¡ig/g de material de partida).

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

a) Obtención de la Proteína Comúndel Género Papiloma

Se mezclan 0,3 m1 de suspensión viral (10.240 unidades he­

maglutinantes/m1), 30/11 de dodecil sulfato de sodio al 10%

y Sfllde 2 mercaptoetanol. Se calienta a 68°C durante 2 min.
La mezcla se lleva a 1,2 m1 con solución salina tamponada

pH 7,2).(0,15 MClNa; 0,05 M fosfato de sodio,

b) Suero Control Negativo o Preinmune

Previo a la imunización con 1a proteína viral, se procedió

a sangrar a los conejos.

c) Suero Anti VP

Se inoculan 3 conejos, por vía subcutánea, con la proteína
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e)

f)

viral, 1a cual se emulciona con adyuvante de Freund com­

pleto. El plan de imunización es el siguiente: día l, 500

jpg; día 28, 120 Pg; día 38, sangría por punción cardíaca.

Absorción de los Inmunosueros

Los sueros obtenidos en conejos se absorben a fin de elimi­

nar posibles inespecifidades provenientes de los restos

proteicos que podrían ser arrastrados durante las etapas

de purificación. Para ello, se mezclan partes iguales de

suero con homogenato de piel bovina y humana. La absorción

se efectúa a 37°C durante 24 hs, con agitación constante.

los sueros centrifugados a 8000 rpm y los sobrena­Leugo,

dantes se fraccionan y guardan a -200C.

Ensayos de Reactividad

La especifidad de los inmunosueros puede demostrarse por

1a técnica inmunoperoxidasaaplicada sobre cortes seriados
comode verruga plantar humana(rica en contenido viral);

controles negativos, se puedenutilizar epitelio cervical
humanonormal, piel humana normal u otras lesiones de piel

no veruugosas.

Titulación 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 (VHSZ)

a) Células

b
V

El VHSZinfecta productivamente diversos sistemas celu­

lares, tales como las línea VERO(riñón de monoverde), RK

13 (riñón de conejo), Hep 2 (carcinoma de laringe humana),

etc. Sin embargo, para los fines del presente estudio, se

prefirió para la propagación yira} :1a11ïnea RK13, por ser

el conejo la.especie en que se pngparórel suero anti VHSZ.
Para ensayos'de titulación se empleáïón células Hep 2.

Las células RK 13 se cultivan en medio MEMEarle con

5%de suero fetal bovino, 5% de suero de ternera y 0,075%

de bicarbonato de sodio. Las célulaS”Mep 2 se cultivan con
medio MEMHanks adicionado con 10% de‘suero de ternera, 1%

.-—de glutamina (al 3%p/v)­

Virus Herpes simplex Tipo 2

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

propaga sobre células RK13, a baja multiplicidad de infec­

ción (0.1 unidades formadoras de placa por-célula):
- Extracción de los medios de cultivo de los frascos con

células a inocular­

- Inoculación del virus (0,5 m1para frascos de 60 mm3)e

incubación con agitación rotatoria durante 1 h a 37°C.

Retiro del inóculo y lavado de la monocapacon medio

de cultivo fresco: agregado de medio de mantenimiento
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11.

Se

en microplacas de 96 fosas y se deja
te
Se

siembra una suspensión de células Hep 2

(MEMEarle 2%de suero de ternera, 1%de antibióti­
co) e incubación por 24 hs a 37°C.

Se retira el sobrenadante si las células no se han

desprendido y se libera el virus intracelular me­

diante de tres ciclos de congelación y descongela­
ción de la monocapa.

Seresuspende en 5 m1 de medio de mantenimiento y 1a

suspensión viral se clarifica por centrifugación a
9000 rpm con el objeto de eliminar restos celulares.

El sobrenadante se recupera y .fraccionado, se con­

gela a -7o°c.

TITULACION DEL VIRUS

(300.000 Cél/ml)

hasta el día siguien­
a 37°C.

inoculan por triplicado diluciones logaritmicas del vi­

rus (SOIPl/fosa)(las diluciones se efectúan con medio de
mantenimiento); se deja absorber 1 h a 37°C, al cabo de la

cual se lava 1a monocapa y se agregan 100/11 de medio de

mantenimiento a cada fosa. Se incuba a 37°C por 24 hs. Se

deünmina la dilución viral que produce 1a destrucción del

50% de la monocapa (D150).

PREPARACION DEL INMUNO SUERO ANTI VHSZ
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V
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Inoculación de Conejos y Cobayos j166)

Se inoculan los animales con suspensión viral clarificada

(Io3rucr50/mu'3 mucobayo: 0.5 m1) por vía intraperitoneal

y 3 ml por vïa intramuscular. Al cabo de 7 días, se repite

la inyección y a los 21 días se sangra. Para mantener un

título de anticuerpos adecuado, el animal se puede re-eg
timular con suspensión viral, cada 3-4 meses.
Absorción del Inmunosuero

Cada ml de suero se absorbe con 30 millones de células RK­

13 lisadas, igual número de células Hep 2 lisadas, 1 mg

de polvo de riñón de conejo. La absorción se realiza a 37°C

y en agitación constante durante 24 hs, luego de lo cual

el suero se centrifugaa 9000 rpm y el sobrenadante se

fracciona y guarda a -2OOC.

Ensayos de Reactividad

—Células HEp 2 o RK 13 infectadas con VHSZdurante 4 y 24

hs se recogen luego de un breve tripsinado y se lavan re­

petidas veces con tampón de fosfato 0,05 M, ClNa 0,15 M,

pH 7,4.

- Se ajusta la concentración a 0,5-1 x 106 cél/ml y se distri­

buyen en portaobjetos 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 -200C. Al mismo



tiempo, se preparan de la misma forma portaobjetos con

células no infectadas comocontrol negativo.

- La especifidad del suero se demuestra por inmunoperoxi­

dasa frente a células infectadas y fijadas; comocontrol

negativo se colorean células no infectadas y epitelio
cervical normal.

12. TECNICA INMUNOPEROXIDASA

Metodología

- Las biopsias incluídaseniparafina se cortan en secciones

de 4-5/pmy se fijan en portaobjetos tratados con gelati­
nas o albúmina se secan en estufa entna 40-500C.

- Colocar los portaobjetos en vasos Koplin y desparafinar
efectuando varios cambios con xilol; colocar en alcohol

100°“. Tratar los cortes durante 30 min con solución de

agua oxigenada-etanol, a fin de eliminar la actividad peroxi­

dasa endógena (presente en leucocitos, glóbulos 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 incubación previene la unión inespecï­

fica de proteínas a algunos tejidosl especialmente colágeno.

- Secar cuidadosamente los portaobjetos alrededor de las sec­

cione y vertír varias gotas de 1a dilución del primer
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antisuero (anti virus). Se incuba en cámara húmeda a 40€

durante 30 min-24 hs. Hay que determinar el tiempo óptimo,

el cual puede acelerarse efectuando la incubación a 37°C

durante 1 h, cuidando que no se sequen los cortes para evi­

tar la aparición de fondo inespecífico.

Colocar los preparados nuevamente en el Koplin y lavar con

tris salino suero, cambiandoel buffer varias veces; luego,

dejar 2 hs en la misma solución.

Secar los portaobjetos alrededor de los cortes y vertir el

segundo antisuero (anti gammaglobulina de conejo). Incubar

en cámara húmeda a temperatura ambiente dnante 30 min.

Eliminar el tercer antisuero lavando con tris salino so­

lución y dejando los preparados sumergidos durante 10 min.

en tris stock, efectuando un cambio.

Revelar con DABvertiendo el reactivo sobre los cortes. Se

puede controlar bajo microscopio la aparición de color ma­

rápidamente, entrerrón, la cual sobreviene por lo general

2-10 min (tiempos mayores pueden determinar 1a aparición

de fondo inespecïfico).

Interrumpir el revelado, sumergiendo los portaobjetos en

agua destilada. Efectuar varios cambios y luego tratar cada

portaobjeto con algunas gotas de tetróxido de osmio al 0,1%

durante 2 seg., lavando inmediatamente con agua destilada.

Aunqueno es obligatorio, este tratamiento acentuará la co­

loración y evitará la difusión del color, proceso que ocu­



rre durante los siguientes días o semanas.

Coloración 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 l min. por alco­

o y 100o (dos cambios c/u) y por xilol (dosholes de 80°, 9o

cambios). Montar con medio de montaje sintético.

Paralelamente, efectuar la coloración de un preparado con­

trol, donde se reemplaza el primer inmunosuero por suero

normal de conejo.

Dilución de los Antisueros: es variable y depende del título

inicial del antisuero. Primer antisuero: probar entre 1/50

y 1/500. Segundoantisuero: 1/80. Tercer antisuero: 1/250.
Todas las diluciones se efectúan con tris salino suero.

Conservación de los Inmunosueros: tanto los puros como los
. , o ,diluidos se conservan a -20 C o temperaturas aun menores. Es

aconsejable hacer una dilución l/lO, fraccionar y congelar,

para evitar maniobras de congelamiento y descongelamiento.

Solución Reveladora: 30 mgde diaminobencidina disuelta en

100 m1de tris salino, preparada cada vez que se va a usar

y en los instantes previos a su empleo, se agrega agua oxi­

genada de 30 volúmenes (0,03-0,3%).
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Solución de Tetróxido de Osmio: se prepara al 1%en agua

destilada y se conserva congelada y en 1a oscuridad. Se
usa 0.1%en tris salino.

Solución Tñis Stock: (pH 7,6: 0,5,M) 60,57 g de tris (hi­

droximetilamino metano) en 500 m1 de agua destilada. Se agrega

ácido clorhídrico 1 N (aproximadamente 376 mllhasta alcanzar
el pH 7,6 y se completa el volumen con agua destilada hasta

1000 m1. Ajustar el pH nuevamente.

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

fisiológica (pH 7,6 0,05 M)

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

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

tar el pH a 7,6.

Solución de Gelatina: 15 ml de solución de gelatina a1 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 4o-50°c.

Solución para Eliminar la Peroxidasa Endógena: agua oxigenada

de 30 volúmenes (comercial) diluïda a1 10%en metanol o etanol.

TECNICA INMUNOFLUORESCENCIA DOBLE RODAMINA-FLUORESCEINA

a) Marcación de 1a Globulinas Anti Cobayo (preparada en cabra)

(Sigma)
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- Diluir las globulinas con solución salina (0,85%de ClNa)
hasta obtener una concentración final de 3%

- Ajustar el pH de las globulinas a 9,0-9,5 con una mezcla de

partes iguales de solución 0,5 Mde carbonatOsy bicarbona­
to de sodio.

- Poner las globulinas en un vaso de precipitado sobre un

agitador magnético en la heladera y agregarel isotiociana­

to de rodamina (Sigma) poco a poco, en un período 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 membranade diálisis

y dializar con agitación contra solución salina tamponada

(fosfato de potasio 0,01 M, ClNa 0,85%, pH 0,7) durante 3

días, agregando Dowex2-X4 para acelerar la diálisis.

b) Evaluación del Conjugado

Se evalúa por inmunofluorescencia sobre células HEp2 infecta­

das y fijadas, incubando-primero con una dilución 1/100 del

antisuero anti virus Herpes simplex tipo 2, durante 30 min.

a 37°C y lavando durante 30 min con tampón 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 tampón de IF durante 30 min a 37°C y se lavan por 30 min

con el mismo tampón.

- 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 gli: ­

cerina y tampón de IF).

Inmunofluorescencia

Desparafinación: dos pasajes por xilol, 10 min cada vez.

Hidratación: pasaje por alcoholes de graduación decrecien­

te y varios lavados con agua destilada.

Dejar 10 min en tampón 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

y anti virus Herpesvirus Papiloma (preparado en conejos)

simplex tipo 2 (preparado en cobayos), cada uno diluido

1/60 (dilución final 1/30); incubar en cámara húmedatoda

la noche a 40 0C .

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

Cubrir lassecciones con una mezcla de partes iguales de

suero anti inmunoglobulina de conejo marcado con isotio­
cianato de fluoresceína (cabra)(Instituto Pasteur)(dilución

1/50) y suero anti gammaglobulina de cobayo marcado con

isotiocianato de rodamina (dilución 1/50). Incubar a 37°C

durante 30 min.

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

Lavar una vez con agua destilada durante S min.

Coloración 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.

Observación: Microscopio Zeiss provisto de filtro KP490
S 525.

14. PREPARACION DEL INMUNOSUERO ANTI PROTEINAS TEMPRANAS

a)

Purificación de las proteínas no estructurales ICP 11/12

(167)

Purificación del ADNutilizado en la columna cromatográ­

giga; 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 m1 de solución A (sacarosa 0,5M,

cloruro decalcio 00033 My 22,5 m1 de tripsina 2%).Se

incuba a 37°C con agitación durante 2 hs.

Se filtra 4 veces por gasa doble. E1 filtrado se centri­

fuga a 1000 rpm durante 10 min. Se repiten los lavados

hasta obtener un sobrenadante claro. Los núcleos aislados

se resuspenden en solución B (sacarosa 0,25 M, cloruro

del calcio 0,03) y se repite el filtrado por gasa. El

filtrado se centrífuga a1000 rpmdurante 7 min., repitién­
dose los lavados hasta la obtención de un sobrenadante

claro.

suspenden en 100 ml de soluciónLos núcleos aiSlados se

B y se purifican sobre Ficoll (20 m1de solución Ficoll

100 g/ml, mezclados con 55 m1 de solución A). Los núcleos

se colectan en el fondo del tubo.

Los núcleos purificados se lavan con solución C (saca­
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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. El sedimento se resuspende en solución hipotónica

(ClNa 10 mM,cloruro de magnesio 2 mM, fosfato de pota­

sio 1 mM,pH 7,3) ajustándose la concentración a 10 mi­

llones de núcleos/m1. Se incuba 20 min a OOC, se homogee

niza y se centrifuga 1000 rpm por 10 min. El sedimento

se resuspende en 35 m1 de hidróxido de sodio 0,2 M, dode­

cilsulfato de sodio 1%, incubándose durante 2 hs a 37°C,

con agitación constante. A1 cabo de dicho lapso, se agre­

gan 27 m1 de acetato de sodio 3 M (pH 4,7) y se incuba a

OOCpor 30 min. Se centrífuga 5 min a 8000 rpm y se recu­

pera el sobrenadante.
A1 sobrenadante se le efectúan 10 extracciones con fenol­

cloroformo (1:1), centrifugando cada vez y descartando 1a

fase inferior. Luego se lava 3 veces con un volumen de

éter frío, descartando la fase superior cada vez. A1fi­

nal del último lavado se agregan 4 m1 de cloruro de so­

dio 5 My 2 volúmenes de etanol frío, dejándose toda 1a

noche a -200C. La precipitación de ácidos nucleicos se

acelera mediante centrifugación a 10.000 rpm. El sedimen­

to se seca a1 vacío y luego se resuspende en agua destila­

da estéril y se mide la densidad óptica a 260 nm y 280 nm;

determinándose la relación 260/180, la preparación se con­

sidera pura, si dicha relación es superior a 1,8, el ADN
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obtenido se precipita con etanol y se guarda a -20°C
hasta su uso.

Preparación del extracto celular (165)

Frascos con 8 x IO6 células se infectan con 1,6 x 108

UFP (unidades formadoras de placas)de VHSZ.Después de

1a absorción (1 h a 37°C) se lava la monocapa y se adicio­
na medio frasco conteniendo una mezcla de aminoácidos

marcados con C14 (2 Pci/ml). Luego las células se colec­
tan a las 18 hs post-infección; se lavan 3 veces con tam­

pón de fosfatos 0,05 M, pH 7,4, ClNa 0,15 M; se centrifu­

gajrcongela el sedimento a -70°C.

El sedimento se resuspende en tris ClH 20 mM,pH 0,5,

dithmzeitol 0,5 M, ajustándose la concentración celular

a 1-3 x lO7 cél/ml.

Las células se sonican (20 min a 9 Kc) y se agrega un vo­

lumen igual del mismo tampón para obtener una concentra­

ción final de ClNa 1,7 M y EDTA5 mM, dejando 40 min a

o°c.

Centrifugación a 30.000 g a 4°C por 20 min, El extracto

soluble se dializa toda 1a noche a 40€ frente al tampón

DE (tris ClH 50 mM,pH 7,5; ditiotreitol 05 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

purificación de las proteínas ICP 11/12.



c) Cromatografía en DEAE-Celulosa;_

Se prepara una columna de 2 x 20 Cmde DEAEcelulosa

(DE52Whatman) y se aplica a la muestra (sobrenadante ob­

tenido en el paso anterior) con 2 volúmenes de tampón

DE y la proteína se eluye con 150 m1 de un gradiente de

CL 0,3M. Se mide laradioactividad y se recoge el 2do

pico, el cual se dializa frente a tampón DE. El eluído

dializado se aplica a una columnade fosfocelulosa (pll

celulosa Whatman)(previamente lavada con albúmina bovina

SOOÍpg/ml en DE).La columna se eluye con 2 volúmenes de
tampón DE y las proteínas ICP 11/12 se eluyen con un gra­

en DE; de cada fracción se tomadiente CIK (0,1-0,4 M)

la radioactividad (por precipitación con TCA).Se juntan

todas las fracciones del pico que contiene las proteínas

ICP 11/12 y se ajusta la concentración a 500 Pg con albú­
mina bovina y se dializa frente a CIK 50 mM.

d) Cromatografía ADN-Celulosa:

Preparación 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 solución de ADNde timo de ternera (1-3 mg/ml en tam­

1 mMEDTA); se le agregapón tris ClH 10 mM, pH 7,4,

celulosa purificada y seca (1 g de celulosa/3 ml de

lución de ADN)hasta formar una pasta. Se deja secar

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 volúmenes

del tampón mencionado y se deja un día a 4OC. Se lava

brevemente para remover el ADNlibre y la mezcla ADN/

celulosa se guarda a -20°C diluïda con tris ClH 10 mM,

EDTA l mM, ClNa 0,15 M.

- Se arma 1a columna y se lava con tampón DE. Se aplica 1a

muestra y se eluye secuencialmente con CIK 0,05 M, 0,1 M,

0,2 M, 0,4 My 1 M; este último eluïdo contiene las proteí­

nas tempranas. Las fracciones se unen y dializan frente

CIK 50 mMy se liofilizan.

e) Obtención del Inmunosuero

—La proteína se homogeniza con adyuvante de Freund comple­

tp; se inyectan conejos con 10 Pg de proteína pura (en
patas delanteras ); a las dos semanas, los animales re­

ciben una nueva inyección (en patas traseras). Los anima­

les fueron sangrados a los 10 días.

f) Especifidad del suero

Luego de ser absorbido como se indica en la pág.153, su

especificidad se demostró (por IP) frente a células HEp2

infectadas con VHSZdurante 4 hs y fijadas enacetona fría.

15. PROPAGACION DE VIRUS PAPILOMA (VP) CLONADOS EN EL PLASMIDO

PBR 322 (l)

A) Transformación Bacteriana



Resistencia a Antibióticos

El plásmido PBR322 otorga a la bacteria Escherichia coli

(HB101) resistencia a la ampicilina y a la tetraciclina,

pero en los procesos de clonado que implican el corte del

ADNdel plásmido frecuentemente se destruyen los sitios

que codifican en el mismo1a resistencia a antibióticos.

Plásmido PBR 322 ADNVP Gb; PBR 322-ADV VP ll; PBR 322­

ADNVP 16. Son ampicilina resistentes y tetraciclina sensi­
bles.

Plásmido PBR322-VP 18: En el clonado, se empleó para cor­

tar el ADNdel plásmido, la enzima EcoRl que no inactiva

los sitios de resistencia a la ampicilina y a 1a tetraci­
clina, por lo cual la bacteriatransformada crece en presen­
cia de ambosantibióticos.

Bacteria Escherichia coli (HB101): es resistente a la es­

treptomicina por lo que elagregado de este antibiótico

al mediopreviene la proliferación de otras bacterias. Es
sensible a1 cloranfenicol, por lo que el agregado de este

antibiótico al medio amplifica la producción del plásmido

(sólo se produce síntesis de ADN).

l) Sembrar 0,5 m1 de un cultivo de 24 hs de E. coli HB 101

en 50 m1 de caldo LB.

2) ÏnCUbar a 370C con agitación constante hasta que la ab­

sorbancia a 600 nm sea igual a 0,2.

3) Incubar 10 min en baño de hielo con el objeto de dete­

ner el cultivo.



4

S

V

V

Centrifugar 15 min a 3000 rpm a 4OC. Descartar el so­
brenadante.

Resuspender el pellet en 10 ml de cloruro de calcio
50 mMestéril frío.

6)1hcubar 20-25 min a ooC con agitación períodica.

7) Centrifugar 15 min a 3000 rpm a 40€,

8)

9 )

Resuspenderen 0,5 de cloruro de calcio-estéril frío­

Fraccionar en tubo Eppendorfi 0,2 m1 por tubo

10) Incubar 24 hs entre o y 4OC.

Tranformación

1) Agregar a 0,2 m1de bacterias E. coli lolpl de plásmido

2

4

5

6

V

si

VVV

diluido. Trabajar en paralelo con otro tubo, sin agregar

plásmido que servirá de control.
Incubar ambos tubos a OOCdurante 10 min.

Incubar ambos tubos durante 2 min exactamente a 42°C

En este punto, se puede dejar hasta una hora a tempera­
rura ambiente.

Agregar a cada tubo l m1 de caldo LB precalentado a 37°C

Incubar 1 h a 37°C

Sembrar 100 }fl.por placa, según el siguiente esquema:
agar LB; b) ampicilina + tetra­- Bacterias control: a)

ciclina, medio 63 B1.

- Bacterias transformadas con el plásmido PBR322 con­

teniendo.los tipos 6b 6 11, ó 16: a) agar LB; b) am­
cilina medio 63 B1; 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: b) sólo crecen lasa) crecen;

bacterias que portan el plásmido; c) no crecen

pues en el clónado, el plásmido fue cortado

con la enzima Bam H1 que rompe el ADNen el

área del gen que codifica para la resistencia
a ése antibiótico.

Unavez efectuado el plaqueo, las colonias resultantes
se inoculan en caldo o directamente se utilizan los cul­

tivos líquidos en los cuales se efectuó el plaqueo.

B) Conservación de Cepas Bacterianas Transformadas

Se siembra en medio líquido LB 2 m1 de cultivo por cada 100

de caldo.

Se incuba 4 hs. a 37°C con agitación

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 LBy glicerina (aproximadamente 10

m1); se fracciona y congela a —70°C.

Reactivos

l) 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 OHNal M) y autoclavar.

2
V Agar LB: agregar al caldo LB 1,5% de agar.

3 Soluciones de antibióticos
V

Tetraciclina (Tc): solución madre: 15 mg/ml (en etanol/

agua destilada 1:1)

Ampicilina (AP): solución madre: 10 mg/ml (en agua desti­

lada).

Estreptomicina (St): 20 mg/ml (en agua destilada}

agregar llpl/ml de medio
Medios con antibióticos: se prepara el medio LB y se

autoclava. La soluciOn ue antibió­

tico se agrega al medio cuando la

temperatura llega a b60C. Plaquear

luego de 10 min.

4) Solución de cloruro de calcio: 100 mMen tris ClH 10 mM

pH 8; autoclavar y conservar en la heladera.

5) Medio 63 BL: medio mínimo: solución de sales:

KH2 P04 . . . . . . . ... 3g

NaHPO4 . . . . . . . . . .. 6g

Agua dest csp...1000m1

Cl NH4. . . . . . . . . . . ..1g

MgSO4. . . . . . . . . . . . ..0,Zg

Llevar a pH 7,2 y autoclavar.

Preparación y extracción de Plásmidos Bacterianos

1) Se toma una c010uia de E.coli HB101 transformada



2
V

3
V

4
V

5
V

6
V
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crecida sobre un cultivo sólido a1 cual se le agregó
ampilicina. Se siembra en 20 m1 de caldo LB adicionado

con ampicilina (100 Pg/ml) en Erlenmeyer de 100 ml.
Incubar toda a1 noche con agitación constante y a
37°C.

Se siembran 2 m1 del cultivo anterior en 100 m1 de caldo

LB + ampicilina (100 Pg/ml).
Se incuba 8 hs a 37°C con agitación.

Se agregan 0,5 ml de estreptomicina y cloranfenicol

(estreptomicina 20 mg/ml).(34 mg/ml de etanol/agua 1:1)

Incubar toda la noche a 37°C con agitación.

Extracción (todos los pasos se realizan en baño de hielo).

7
V

8
V

9
V

10)

11)

12)

13
V

14)

Centrifugar el cultivo 10 min a 4000 rpm a 40€; descar­

tar el sobrenadante.

Resuspender en 10 m1 de buffer T10 E1.

Centrifugar 10 min. a 4000 rpm a 4°C. Descartar el sobre­
nadante.

Resuspender en 4,5 m1de solución de lisis (se preparan

5 m1 en el momento).

Agregar 0,5 ml de solución de lisozima fresca (se pre­

para 1 m1).

Incubar 30 min. a OOC.

Agregar 10 ml de solución alcalina fresca, mezclar

por inversión.
. oIncubar exactamente 5 min. a 0 C.
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15
V Agregar 7,5 m1 de acetato de Na 3 M, pH 5 e incubar

3o min. a o°c.

16 Centrifugar 10 min. a 10,000.rpm a 4°C,V

17
V

Separar cuidadosamente el sobrenadante sin contaminar

e1 pellet.
18 Distribuir en tubos con capacidad de 30 m1 (cónicos

V

de plástico). Agregar 3 volúmenes de etanol frío; mez-'

clar por inversión.
19) Incubar 30 min. a -70°C<>toda Lanoche a —20°C.

20 Centrifugar 15 min. a 3000 rpm a 40€. Descartar el sobre­V

nadante.

21) Secar el pellet a1 vacío.

Purificación

22) Resuspender en buffer E-SDS 0,2%.

23 Centrifugar 15 min. a 3000 rpm a 40€. Separar el sobre­v

nadante sin contaminar con el pellet.

24) Pasar el sobrenadante a un tubo de centrífuga de plás­

tico y agregar igual volumende fenol/cloroformo.

25) Agitar 4 min. por inversión 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 inversión.

28) Centrifugar 2 min. a 3000 rpm a 40€.



29
V Separar la fase acuosayragregar 3 volúmenes de etanol

frío.

30) Incubar 30 min. a -20°C y centrifugar 15 min. a 3000

rpm (40C).

31) Descartar el sobrenadante y secar el pellet a1 vacío.

32) Resuspender el pellet en buffer T10 E1, pH 8 estéril.

33) Agregar 0,1 volúmenes de solución de ribonucleasa.

34) Incubar 30 min. a 37°C.

35) Agregar 3 volúmenes de etanol frío.

36) Incubar 30 min. a -2o°c.

37 Centrifugar 15 min. a 9000 rpm a 40€ y descartar elV

sobrenadante.

38I Secar el pellet a1 vacío.

39) Resuspender en buffer T10 El, pH 8 estéril.

A fin de controlar las plásmidos que contienen secuencias

de virus Papiloma, se efectúan análisis con enzimas de
restricción.

Digestión Enzimática de los ADNPlásmido-virus Papiloma

ADN 16 ¡.11

Enzima X 2 ¡ul

Buffer Mle 2/11
Incubar 1 h a 37°C; incubar 5 min a 70°c.

Agregar tris pH 7,5 2 P1

Enzima Z 2 Pl



Incubar una hora a 37°C. Incubar 5 min. a 70°C.

Se puede emplear una sola enzima y verificar los patrones
de restricción.

Verificación en Geles de Agarosa

a)

b)

e)

Preparación del Gel

En un Erlenmeyer de 125 m1, pesar 0,5 g de agarosa y

agregar buffer de electroforesis. Colocar a bañomarïa

a lOOoC,agitando periódicamente hasta 1a disolución

completa. Dejar enfriar hasta los 50°C. Vertir en 1a

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 soportes.
Se coloca el buffer de corrida a los costados de la

cuba.

Siembra X Migración

A 10/11 de muestra se agregan 3/11 de solución BBP-E
y se siembran. Se hace migrar del cátodo al ánodo a

150 V hasta que azul de bromofenol migre 7 cm (aproxi­

madamente 1 h).

Coloración

Colorear por inmersión durante 15 min. en solución
de bromuro de etidio.
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Decolorar 1 h en sulfato de magnesio 1 mM.

Observar el gel bajo lámpara ultravioleta.

Enzima

Ava I

Ava LL

Bam HI

Bgl II

Eco R1

Hae III

Hind III

Hpa II

Pst I

Sma I

Reactivos

Solución Madre de Tris ClH 1 M, pH 8

6b

13

11 16 18 'PBR 322

22

26

12,1 g de tris se disuelve en cantidad mínima de agua;

llevar -a 5fií8 con ClH. Enrasar a 100 m1.

Solución Madre de EDTA 200 mM

7,45 g de EDTAse disuelven en cantidad mínima de agua.

Llevar al pH 8 con OHNa1 N. Enrasar a 100 m1.

Solución de Acetato de Na 3 M, pH 5

40,8 g de acetato de Na se disuelven en cantidad míni­
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ma de agua. Llevar a pH 5 con ácido acético y enrasar
a 1000 m1.

Solución Madre de OHNa 4 M

1,6 g de OHNa. Llevar a 10 ml.

Solución Madre de SDS 20%

20 g de SDS (dodecil sulfato de sodio) se disuelven con

agua, en caliente a bañomarïa. Llevar a 100 m1.

Solución de lisis

0,9 g de glucosa + S ml de solución madre de EDTA

200 mM+ 2,5 m1 de tris C1H l M, pH 8 + agua destilada

hasta llegar a 100 ml.

Solución Alacalina

6,25 ml de solución madre de SDS 20% + 6,25 m1 de so­

lución madre de OHNa4 N + agua destilada en cantidad

suficiente para 100 ml.

Solución de Lisozima

30 mgde lisozima/ml de solución de lisis. Preparar
o

en el momento y mantener a 0 C.

Buffer T10 El (tris 10 mM, EDTA 1 mM)

l ml de solución madre de tris ClH l M, pH 8 + 0,5

m1 de solución madre de EDTA200 mM, pH 8 + agua desti­

lada hasta 100 m1.



Buffer E-SDS 0,2%

4 ml de tris ClH 1 M, pH 8 + 1 ml de EDTA 200 mM,

pH 8 + 0,27 g de acetato de Na + l m1 de solución

madre de SDS 20% + agua destilada csp 100 m1.

Solución Madre de Ribonucleasa

1 mg de ribonucleasa en 1 m1 de tris ClH 5

Buffer Mle, pH 7,5: ClNa 50

Tris ClH,pH 7,5 10

C12 Mg 10

Ditiotreitol 1

Buffer de Electroforesis: Tris 89

Acido Bórico 89

EDTA 2

Solución de BBO-E: Azul de bromofenol 0,2%

glicerol y 50 mMEDTA.

Solución de Bromuro de Etidio:

mM, pH 8.

mM

mM

mM

mM

mM

mM

mM

en 50% de

40 Pl de una solución lO mg/ml en 200 ml de agua des­
tilada.

16. HIBRIDACION "IN SITU"

A) Técnica de Nick Translation: Preparación de Sondas Biotili­
nadas.

En tubo Eppendrof de 1,5 ml colocar:



- Slpl de solución A (mezcla de nucleótidos)

_-_X/Jl de 1a solución B (1 /ug ADNfago o 1 Pg de ADNviral).

- 25Ipl de nucleótido biotilinado

- lel de solución E (agua) hasta llevar a 45/J1.
Mezclar brevemente.

Adiconar 5/ilde solución C (ADNpolimerasa y ADNasa)
Cerrar el tubo, mezclar brevemente, centrifugar a 15.000

g por 5 seg.

Incubar a 15°C por 60 min.

Adicionar 5 }U.se solución D.
Adicionar medio volumen de acetato de amonio 7,5 My 2

volúmenes de etanol; centrifugar a 15.000 g por 5 min. y

repetir 1a extracción con etanol.
Secar al vacío.

Reactivos: Kit Nick Translation Cat. 8160 SB Bethesda Research

Lab.

Biotina 11 duTP Cat.

B) Control de la Marcación con Nucleótido Biotinilado

l) Marcar sectores en filtros Millipore de ZO/mnde poro
(los que se usan para esterilización por filtración).
Usar lápiz de grafito.

2) Colocar en el centro de cada sector 2¡11 de tipo de ADN
viral biotinilado.
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12)

13)

14
V

15)
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Colocar cada membranaMillipore entre discos de

papel de filtro y colocar en caja de Petri.
Secar 15 min. a 37°C.

Secar 1 h a 7o-eo°c

Lavar con SSC 2x+3% BSA; dejar 15 min. a 42°C (cubier­

tos por el buffer)
Secar 30 min. a 70-800C.

Lavar con SSC 2x+3%BSA, cubrir con el buffer y dejar

15 min. a 42°C.

Secar a temperatura ambiente.

Agregar 3 }fl.de complejo PAPstreptavidina a cada
sector.

Incubar en caja de Petri, colocando en.la tapa un

disco de papel de filtro húmedo (que debe pegarse a

1a misma sin tocar las membranas Millipore (cámara

húmeda). Dejar 30 min. a 37°C.

Lavado con SSC2 X, dos cambios; dejar 20 min. en

igual buffer.
Secar al aire.

Revelado con DAB:se corta inmediatamente que aparez¿

ca el color (aprox. 1 min.) con agua destilada.

Se pueden guardar en cámara oscura.

Reactivos:

ADNviral: (lOPg/m1)diluir con agua destilada estéril.
3 M ClNa, 0,3 M citrato de Na.Solución Madre de SSC 20X:

Solución SSC 2X: hacer una dilución 1/10 con la solución



anterior y agua destilada.

Solución SSC 2X + 3%.BSA: agregar por cada 100 ml de

la solución anterior 3 g de albúmina bovina.

Solución DAB: 30 mg de diaminobencidina (Sigma): se

disuelven en 100 ml de buffer tris, pH 7,5 (ver fórmu­

la en la técnica inmunoperoxidasa).

Solución Reveladora: 10 ml de solución-DAB + 0,03-O,3%

de agua oxigenada común de 30 volúmenes. Se prepara

en el momentoy se tira lo que sobra.

Resultados Esperados (según el protocolo anterior)

En el esquema se muestra el control de tres stocks

por virus. Los controles son: ADNde timo o esperma

de salmón (10 mg/ml, calentado previamente a baño­

marïa hirviente por 10 min.).

Sin muestra: Controla al complejo streptavidina­

peroxidasa.

Se agregan por cada Pg de ADNa marcar 2,5 ¡.11de bio­
tina 11 DUTP.Se debe efectuar una sola reacción por

tubo, pues sino baja la eficiencia de marcación.

C) Técnica de Hibridación "in situ" 9178)



1) Preparación

2
V

3)

4
V

5
V

6
v

7
V

8
V

de las Muestras de Estudio:

- Fijación: etanol/cloroformo 2:1 durante 3 hs luego

de embeber en parafina como es habitual en

histología. Alternativamente: paraformal­
deïdo a1 4% en PBS 7.7 durante 30 min. Lue­

go lavar con PBS y embeber en parafina como

es habitual. Para preparados citológicos,
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 hibridación y 2 para inmunoperoxidasa).

Desparafinar con varios cambios de xilol durante l h.
Lavar con etanol absoluto dos veces.

Inactivación de 1a peroxidasa endógena: incubación con

etanol a1 10%de agua oxigenada (de 30 volúmenes) du­

rante 30 min.

Lavado con etanol absoluto y luego hidratación por a1­

(96 80°,ocoholes rde graduación decreciente 600) y

varios cambios de agua destilada.

Tratamiento con pronasa (autodigerir 1a enzima previa­

mente -ver en reactivos). Colocar105portas en cámaras

húmedas y cubrir los cortes con gotas de enzima. Dejar

5 min. y lavar con PBS-glicina para inhibir la pronasa.

Tratamiento con ARNasapancréática 15 min a 37°C.
cada vezLavado dos veces con PBS durante 5 min. (colo­
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car los portas en Koplin cuando se efectúan los lava­
dos.

9) Post fijación con paraformaldehïdo 4%en PBSdurante

5 min. (directamente en los Koplin).

10) Lavados dos evces durante 5 min. cada vez con PBS gli­

cinado.

11) Deshidratación con alcoholes de graduación decreciente

y luego dos cambios con etanol absoluto.

12) Los cortes deshidratas y secos se cubren con 10-20/11
de mezcla de hibridación.

Mezcla de Hibridación

Condiciones Estrictas:

Formamida desionizada, pH6,8-7,2 . . . . . . . . . . . . . . . .. 5gp1

Sulfato de Dextran 50% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. lgpl

SSC 20X . . . . . . . . . . . . . ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ...... 2gpl

Probe (20 ¡ug/m1) (tipo 6 6 18 ó 16 u ll) . . . . . . . . . . . . . .. 20/111

Carrier (10 mg/ml):ADN salmón . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. ¿ul

Condiciones no Estrictas:

Formamida pH 6,8-7,2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 10/11

Sulfato de Dextran 50% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 10 Pl

Agua destilada estéril . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 30 P1

ssc 20x . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20 f1

Probe (20 pg/ml) tipo 6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..10 f1

Probe (20 ug/ml) tipo ll . . . . .:...;¿ . . . . . . . . . . . . . .. 10 y]

Carrier (10 mg/ml: ADNde salmón . . . . . . . . . . . . . . . . .. 4'P1

94 ¡fl
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Colocar los portas en caja metálica (de cirugía) y some­

terlos a vapor o calor húmedo a 90°C por 6 min. y luego

pasarlos inmediatamente a la cámara de incubación húme­

da y dejarlos secar por 18 hs a 37°C.

Detección de Híbridos

14)

16)

17)

18
V

Colocar los portas en Koplin y lavar con SSC 2X—3%BSA

durante 10 min. a temperatura ambiente.

Lavar con SSC 2x -3% BSA a 37°C. durante 10 min.

Lavar con SSC 2x -3%BSAdurante 10 min. a temperatura

ambiente.

Lavar con tris 0,05 M-3% BSA. Efectuar dos cambios rápi­

dos.

Escurrir bien los portas y agregar sin que se sequen 20

Pl de complejo streptavidina-proxidasa (o la c tidad su­
ficiente comopara cubrir el corte). Incubar 30 min. a
37°C.

19) Lavar con SSC 2x dos veces durante 5 min.

20) Lavar con PBS-tritón 0,1% por 2 min.

21) Lavar dos veces con tris 0,05 M.

Revelado

22) Preparar DABen el momento y agregarle 0,03-0,3% de
\

agua oxigenada. Cubrir los cortes y dejar 5 min. o hasta

la aparición de color; detener 1a reacción por lavado

con agua destilada.

23? Fijar por pasaje por agua osmificada y luego enjuagar



repetidas veces con agua destilada.
Coloración de Contraste

24) Colorear con hematokilina de Harris (débil), enjuagar

con agua destilada.

Montaje

25) Deshidratación por pasajes de etanol de graduación creciente.

26) Deshidratación por pasaje por xilol (dos veces).

27) Montaje sintético y cubre.

Reactivos_

gris 0,05 M, pH 7,6 EDTA 5 mM.

Pronasa: preparar un stock de 100 mg/mLEn tris EDTA,autodi­

gerir 1a enzima 2 hs a 37°C (inhibir las nucleasas).

Guardar a —20°C.A1 momentode usar, diluir con tris

EDTA (1 mg/ml).

Egg: 0,5 Mfosfato monosódicq 0,5 Mde fosfato bisódicq 0,15 M
ClNa.

Glicina: l M

PBS glicinado: 1 m1 de glicina 1 M + 24 m1 PBS

ARNasapancreáticazloolpg/ml en tris EDTA.
Paraformaldehïdo: 4%en PBS.

Formamida desionizada: USARLA Sigma que ya viene al pH indicado.

Erggg: diluir con agua destiláda'estéril, 20Pg/ml
Carrier: ADNde esperma de salmón 10 mg/ml; calentar por lO

min. a bañomaría (1000€).

SSC 20x: 3 M ClMa, 0,3 M citrato de Na.
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SSC2x; dilución 1/10 con agua destilada.

SSC 2X -9% BSA: por cada 100 m1 de SSC 2X agregar 3 g de albúmi­

na bovina.

Tris - 3% BSA

Streptavidina-peroxidasa: hacer dilución 1: 300 con tris.

Aguaosmificada:(ver perparación en técnica inmunoperoxidasa).
PBS tritón: PBS + 0,1% tritón.

95g: A 5 m1 de DAB0.05% se agregan 350/11C12N; 6H20 a1 1%.

2:

Preparados Citelógicos: fijar con glutaralheïdo 0,5% en PBS

7,2 de 10 a 15 min. Luego almacenar en congeladora

a -70°c.
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