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RESUMEN
TITULO :

Expresion de antigenos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC), niveles de Proteina
transportadora de Retinol y presencia de Papilomavirus humano en Carcinoma Escamocelular de
Cavidad Oral.

PSEUDONIMO :
OSAM
OBJETIVO :

Este es un reporte parcial en donde por medio del estudio de algunos aspectos inmunolégicos y
moleculares, se pretende entender un poco mas la biologia y la historia natural del Carcinoma
Escamocelular de Cavidad Oral, con miras a aportar nuevos conceptos en cuanto al pronéstico,
seguimiento y manejo del paciente oncolégico.

POBLACION :

Se estudiaron 10 pacientes con diagnéstico de Carcinoma Escamocelular de Cavidad Oral, a los
cuales se les tomaron biopsias de las lesiones para la deteccion de DNA de HPV y analisis de
moiécalas de histocompatibilidad y muestras de suero para la deteccion de anticuerpos anti- HPV
y concentraciones de proteina transportadora de Retinol.

MATERIALES Y METODOS :

Sobre cortes hechos a partir de las biopsias, se realizd el andlisis histopatolégico de las lesiones,
por medio de coloracibn de Hematoxilina-eosina, y la deteccion de moléculas de
histocompatibilidad por la técnica inmunoperoxidasa (Vectastain ABC). Los anticuerpos empleados
fueron ;. W6/32 (Para antigenos de clase 1, que reconoce el complejo HLA-A, B, C-82
micregiobulina) ; L243 (Para antigenos clase 1, que reconoce el determinante monomoérfico DR ) y
Anticuerpo anti CD58/LFA3 (Para antigeno de funcién leucocitaria).

Luego de una extraccion del DNA de los cortes de tejido se realizé una PCR segun el método de
Walboomers 1995 (Primers biotinados GP5+/GP6+), Como control positivo se emple6 DNA de
lineas celulares SiHa y HeLa y como control negativo DNA de tiroides humana. La deteccion
genérica de los amplimeros fue realizada por Southern blot utilizando el método de Walboomers
1995, con revelado no radioactivo luminiscente. La deteccion tipo especifica fue realizada
mediante un ensayo de (ElA) siguiendo la metodologia de Jacobs 1995, utilizando oligosondas de
HPV 16 y 18 marcadas con digoxigenina, leidas por colorimetria.

A partir de los sueros de los pacientes se determinaron los niveles de proteina transportadora de
retinol (PTR) empleando el Kit de ELISA (UBI-MAGIWEL) y ia respuesta de anticuerpos anti- HPV
también por un ensayo de ELISA, utilizando como antigeno las proteinas recombinantes : MBP-
E7/HPV 11, 16 y 18, cuyas condiciones se habian estandarizado previamente.

RESULTADOS :

De los 10 casos analizados, 5 correspondian a hombres y 5 a mujeres, el rango de edades fue
amplio y a lodos se les confimé el diagndstico de Carcinoma Escamocelular. El tiempo de



evolucion de las lesiones en 3 pacientes superaba los 12 meses y sélo 3 presentaban
concomitantemente lesiones premalignas.

En cuanto a la presencia de factores de riesgo como consumo de tabaco y alcohol por periodos
superiores a 12 meses, se observé en 5y 3 de los pacientes respectivamente.

La deteccion genérica para DNA de HPV fue positiva para 2 casos, uno de los cuales fue
positivo en EIA con las sondas HPV 6/11, y en la otra no se logr6 determinar el tipo viral con las
sondas disponibles.

El analisis inmunohistoquimico mostré expresion variada con los anticuerpos utilizados en las
células tumorales, pero en general se not6 una disminucién de las MHC clase 1, sobre todo en los
casos positivos para DNA de HPV. Para moléculas de clase Il y LFA3 se not6 una expresion
moderada.

En las muestras de suero de los pacientes no se encontré presencia de anticuerpos anti-HPV con
los antigenos utilizados y las concentraciones de PTR se encontraron en general disminuidas con
respecto a los controles.

CONCLUSIONES :

Los hallazgos en cuanto al consumo de tabaco y alcohol ratifican la asociacion que existe entre
estos factores de riesgo y el desarollo de la neoplasia. Sin embargo, los dos casos positivos para
HPVY no presentaban exposicion aparente a estos factores sugiriendo que estos pueden
representar un pequeiio grupo de pacientes con Carcinoma Escamocelular de Cavidad Oral en el
cual HPV juega un papel central en el desarrolio de la neoplasia.

La tendencia a la disminucion de expresién de las moléculas de histocompatibilidad de clase | fue
general en los casos analizados, pero mucho mas evidente en los casos positivos para DNA de
HPV.: se sabe que existen algunos virus capaces de alterar la expresion de MHC por diferentes
mecanismos, incluyendo, la producciéon de proteinas que interfieren con la generacion de MHC
funcienales como parte importante de los mecanismos de evasion del reconocimiento inmune.
Para-el-HPV, estos mecanismos no estan completamente estudiados pero la consecuencia final es
la misma ; una disminucién en MHC 1, lo cual podria ser un factor critico de progresion por falta
de generacion de células T citoloxicas capaces de controlar el crecimiento tumoral.

La expresion de moléculas de clase Il en muestras HPV positivas es variable y algunas veces
focal; su significado no es muy claro pero se sabe que esta influenciando de alguna manera la
progresion de la enfermedad y se relaciona con la agresividad tumoral.

El déficit de vitamina A, reflejado en los bajos niveles de PTR en el suero de los pacientes es
importante, pues los retinoides son potentes moduladores de la diferenciacién epitelial y
cargcinogénesis y tienden a suprimir el efecto transformante de carcinogenos fisicos, quimicos y
virales en epitelio aerodigestivo, siendo dtiles a nivel quimiopreventivo . Es de anotar que en los
casas positivos para DNA de HPV, los niveles de PTR no fueron los mas reducidos, lo cual podria
indicar que en este grupo de pacientes con infeccion viral, no es necesaria la deficiencia de
vitamina A para la progresion de la enfermedad.

El manejo de pacientes con Carcinoma Escamocelular de Cavidad Oral desde el punto.de vista Qe
seguimiento y tratamiento podria mejorarse si se tienen en cuenta estos factores y la importancia
de una historia natural distinta relacionada con un agente infeccioso como el VPH.



EXPRESION DE ANTIGENOS DEL COMPLEJO MAYOR DE
HISTOCOMPATIBILIDAD, NIVELES DE PROTEINA TRANSPORTADORA DE
RETINOL Y PRESENCIA DE PAPILOMAVIRUS HUMANO EN CARCINOMA
ESCAMOCELULAR DE CAVIDAD ORAL

GENERALIDADES :

Los procesos malignos de cavidad oral han sido definidos y caracterizados con
frecuencia como desordenes neoplasicos del epitelio de revestimiento de la boca,
incluyendo lengua, labios y orofaringe.

Este es un cancer humano comun, con una incidencia global de 500.000 casos
por ano (Parjin 1988, Vokes et al 1993). A pesar de varias intervenciones
terapéuticas, incluyendo cirugias, radioterapia y quimioterapia, las tasas de
sobrevida a 5 afios de esta enfermedad han mejorado s6lo marginalmente durante
las pasadas dos décadas.

Los pacientes con enfermedad de cavidad oral cuyo tratamiento fracasa,
presentan recurrencia de la enfermedad primaria (local, regional o distante) y
desarrollo de segundos tumores primarios. Estos ultimos ocurren en un 4-7% por
afio en sobrevidas de largo término, no siendo influenciados por el estadio de la
enfermedad (Dong 1996) .

En este pais las malignidades de cavidad oral representan hasta el 3% de todos
los casos nuevos diagnosticados en nuestra institucion en los ultimos 5 anos,
ocupando el noveno lugar en cuanto a incidencia.

El proceso de evolucion del carcinoma escamocelular de cavidad oral comprende
una serie de alteraciones del desarrollo celular desde una etapa premaligna, la
cual puede ser reversible o alcanzar un estadio maligno.

La localizacion mas frecuente es a nivel del tercio medio y posterior de la lengua,
observandose en menor proporcion, en otras areas de la mucosa oral (Batsakis et
al 1987).

Las lesiones premalignas o neoplasias intraepiteliales generalmente se originan
como un foco clional a nivel de la membrana basal, caracterizado por cambios
morfolégicos en las células que lo originan. Estos cambios se distribuyen
ascendente y lateralmente hasta invadir el epitelio e incluyen incremento en el
tamano del nucleo, alteracion de la morfologia, presencia de mitosis anormales,
desérdenes o ausencia de maduracion e hipercromatismo (Boone 1992).



Se consideran lesiones orales precancerosas las eritroplasias y leucoplasias.
Estas dltimas se definen clinicamente como lesiones blancas de la mucosa bucal.
Microscopicamente se conocen tres formas de leucoplasia oral: (i) la forma plana
o simple, (i) la papilar endofitica y (iii) la papilar exofitica: las dos UGltimas
corresponden a la forma verrugosa y erosiva. La atipia celular y el tejido
displasico son frecuentemente hallados en el tipo endofitico papilar, en tanto que
en la plana o simple hay hiperplasia o hiperqueratosis sin displasia. Otro tipo de
lesiones que pueden aparecer en la mucosa de la cavidad oral son placas rojas
conocidas como eritroplasias, de localizacién frecuente a nivel de la mucosa

alveolar, gingiva y piso de la boca. Esta lesidon por sus caracteristicas ha sido
considerada como una forma asintomatica de cancer.

En cuanto al origen del carcinoma escamocelular y de las lesiones
precancerosas orales se han descrito factores de riesgo como el tabaco; el
alcohol (Steinberg BM, 1989); las infecciones de tipo viral con HPV, EBV :
deficiencias vitaminicas , como la Vitamina A (Sani B.P et al 1995); la
sensibilidad mutagénica y polisomias cromosémicas (Sinndh et al 1995, Cloose et
al, 1992 ;Voraud et al, 1993 ; Blot et al,1995 ; Boone et al, 1992).

MOLECULAS DE HISTOCOMPATIBILIDAD :

Un importante factor que puede afectar la capacidad del tumor de evadir la
respuesta inmune es la modulaciéon en la expresion de antigenos de
histocompatibilidad humanos y moléculas de adhesion intercelular; estas
moléculas juegan un papel importante en la regulacion de la progresion del
crecimiento maligno. Las anormalidades en la expresion de moléculas del
compiejo mayor de Histocompatibilidad (MHC) tanto de clase | como de clase I, y
las alteraciones en el grado de infiltracion leucocitaria en lesiones precancerosas
y carcinoma escamocelular de cavidad oral, han sido relacionadas con un
pronostico desfavorable (Horuchi et al,1993).

La alteracion de la expresion de moléculas de MHC de clase | han sido
documentada en diferentes tumores humanos donde se ha observado pérdida de
la expresion en el 19% de tumores laringeos, 14% de carcinoma colorectal, 10%
de carcinoma gastrico y 10% de melanoma maligno (Perez et al 1992). La
implementacion y uso de reactivos especificos contra alelos individuales del MHC
clase | han incrementado estos porcentajes de deteccion de alteraciones (Lopez
et al 1989). En general, la pérdida de la expresion puede correlacionarse
significativamente con la disminucion en el grado de diferenciacién tumoral y por
ende con el prondstico de la enfermedad.

Las moléculas del MHC de clase Il como las -DR, no e§tén expre_asgdas
normaimente en epitelios, pero pueden aparecer en varias condiciones
inflamatorias presumiblemente después de la induccién por citoquinas secretadas
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por células T activadas infiltrantes y otros leucocitos, lo cual hace dificil la
interpretacién de las variaciones encontradas en el analisis inmunohistoquimico
de los tumores. Mas aun, la expresion de -DR en lesiones premalignas y malignas
es considerada mas compleja y el significado biol6gico de sus cambios durante el
desarrollo tumoral aun no se conoce claramente (Glew et al 1992).

Por otra parte, desde hace varios afos se conoce que Como mecanismos de
evasion, los virus pueden manipular no solo la carga del MHC sino también la
sintesis, ensamblaje y expresion de glicoproteinas en la superficie celular que
sefialan la presencia de células infectadas por virus al sistema inmune (Maudsley
et al 1991, Hill 1995).

En los casos de infeccion viral, particularmente los virus DNA de doble cadena
como el HPV, el mRNA viral es traducido usando la maquinaria normal de la
célula ; los productos wcitoplasmaticos del genoma viral son degradados por
proteasas celulares, entre estas las presentes en un complejo llamado
proteosoma (Coux et al 1996). La degradacién de las proteinas virales en el
citoplasma lleva a la formacioén de péptidos que pueden ser transportados al
interior del reticulo endoplasmatico por un complejo transportador que comprende
los productos de los genes fap? y fap2. Tap se encarga del transporte asociado
con presentacion de antigenos (Heemels 1995). En el reticulo endoplasmico este
péptido se ensambla con la cadena pesada del MHC unida a la membrana y la
cadena liviana, R-2m. La unién del péptido estabiliza la interaccion de las
cadenas y resulta un complejo trimolecular. EI MHC cargado con el péptido es
llevado por el reticulo endoplasmatico, a través del aparato de Golgi a la
membrana celular (Jorgensen et al 1992, Bogger 1990), lograndose de esta
manera hacer la presentacion a los diferentes subtipos de células T con receptor
para el antigeno especifico del péptido en cuestion.

Existen diferentes modelos donde se han estudiado los efectos de algunos virus
en la expresién de moléculas de histocompatibilidad (Wiertz et al 1997). Varios
son los mecanismos de evasion de la respuesta que los virus pueden inducir
alterando este proceso ; el virus Herpes simplex codifica por ejemplo una proteina
citoplasmatica de 9 kDa, la ICP47, que interfiere con la generacion de péptidos 0
con la funcion de TAP, de tal manera que las moléculas del MHC son sintetizadas
normalmente pero retenidas en el reticulo endoplasmatico, generando una
resistencia a la lisis por linfocitos T citotoxicos (LTC) en las células infectadas
(York et al 1994, Heemels et al 1993).

En el caso de la infeccion por citomegalovirus (CMV), existe una rapida
disminucion en la expresion de superficie de MHC | las cadenas pesadas solo no
son retenidas en el reticulo endoplasmatico, sino que son degradadas poco
después de la sintesis. Existen dos genes involucrados, el us2, y us1, cada uno
es suficiente para inducir degradacion de moléculas del MHC clase |. Ademas,
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CMV codifica una proteina UL18 que tiene homologia con MHC clase |. Cuando
UL18 es co-expresada con B-2m, las moléculas asociadas y el complejo
resultante son transportados a la superficie celular, lo que sugiere que UL18
secuestra B-2m previniendo la formacion del complejo cadena pesada-R-
2m.(Jones et al 1995, Wiertz et al 1996,Browne et al 1992).

EL virus de Epstein Barr expresa un antigeno llamado EBNA 1 contra el cual no
se monta respuesta inmune, pues parece que este tiene un epitope que puede
unirse con el MHC clase | o alternativamente puede que este epitope no sea
eficientemente generado para el procesamiento del antigeno y maquinaria de
presentacion (Khanna R et al 1992, Chen F et al 1995).

El gen E71a de Adenovirus tipo 12 reduce la expresion del MHC clase | por
interferir con la transcripcion de genes de clase |. La expresion de TAP ademas
esta reducida por este mecanismo (Rotem et al 1994). La expresion del MHC es
regulada por una serie de proteinas, entre ellas el complejo NFxB, la cual se une
a un elemento promotor en el MHC clase |, La E1b inhibe el procesamiento de
precursores de NFkxB y consecuentemente reduce los niveles de estos dos
activadores de transcripcion (Schouten et al 1995).

Para el HPV, estos mecanismos de evasidon no estan completamente estudiados,
pero se supone que al usar uno o mas de estos, la consecuencia final es una
disminucion en la expresion adecuada del CMH y/o del péptido que se presenta a
los linfocitos T citotoxicos (CTL).

HPV 'Y ONCOGENESIS :

Varios estudios han permitido relacionar la presencia de algunos tipos de HPV
tanto en leucoplasias como en carcinomas escamocelulares conduciendo esto a
una asociacion del virus con el desarrolio y progresion del carcinoma (Snijders et
al, 1994 ;Brandsma et al, 1989 ;Brachman et al,1992).

El HPV ha sido detectado por hibridizacion in situ en un rango de 0-24% de SSC
de cavidad oral, por Southern blot en el 12-70% y por PCR en el 0-100%
(Kashima et al 1990 ;Yeudall et al 1991 ;Woods et al 1993). El HPV también se
ha detectado en el 62.5% de leucoplasia verrugosa, 50% de eritroleucoplasias y
12% de Leucoplasia nodular ;en otro estudid, la tasa de deteccion en lesiones
premalignas fue del 40.8% y negativo en grupos controles (Steinberg B.M et al
1996). Generalmente, el tipo mas frecuentemente observado es el HPV 16
seguido del HPV18 y otros tipos como HPV 6b presentes en laringe y faringe ;
también, han sido observados en una frecuencia similar los tipos 31, 33 y 35
(Kashima et al, 1990 ; Woods et al,1993).



Las oncoproteinas E6 y E7 de HPV, en particular de los tipos de alto riesgo como
16 y 18, estimulan la proliferacion celular por activacion de ciclinas E y A e
interfieren con las funciones de las proteinas celulares Rb y p53 ; esta uitima es
una fosfoproteina nuclear que regula apoptosis y juega un papel fundamental en
la reparacion de dafo del DNA. La mutacion en el gen p53 se han encontrado
como la anormalidad genética mas frecuentes presentes en la mayoria de
neoplasias de adultos (Couturier et al 1990). En el caso de la oncogénesis para
HPV, la interaccion p53-E6 aparentemente es responsable de actividades
mutagénicas y aneuploidias (Kern et al 1991). En regiones de cavidad oral, las
mutaciones en este gen se han identificado en lineas celulares derivadas de
carcinoma escamocelular de cavidad oral asi como en tumores primarios.
Ademas, la sobreexpresion de la proteina detectada por inmunohistoquimica, que
es un indicativo de mutacion, esta presente en el 54-67% de los canceres orales
(Dong M et al 1996). Existe la hipotesis de que en los casos negativos para HPV,
la expresion inadecuada de p53 es debida a mutaciones, mientras que en los
casos positivos, la alteracion en la funcién de p53 se da por la interaccion con
E6 que lleva a una degradacion acelerada de la proteina la que de otra forma, al
igual que el gen, es completamente normal.

VITAMINA AY CANCER:

Un aspecto importante que puede influir en la interaccién del virus con el huésped
es la presencia de niveles adecuados de Vitamina A (Ross et al 1996). La
respuesta inicial del huésped ante una infeccion viral, esta dada particularmente
por la produccion de citoquinas de la familia del interferon al sitio de infeccion
inicial y la actividad citotoxica de los linfocitos NK (Ross et al 1996).

Luego de la respuesta inicial, se desarrolla una respuesta inmune especifica
contra proteinas virales que incluye la produccién de anticuerpos y mecanismos
efectores mediados por células. Experimentos hechos por Nauss y Newheme
demuestran reduccion de citotoxicidad de células NK en linfocitos de bazo de
ratas deficientes de vitamina A infectadas con HSV, la cual se restaura con
tratamiento con retinol y acido retinoico (Nauss y Newherne 1995). Un posible
mecanismo de la disminucién de la respuesta a virus y otros agentes infecciosos
en animales deficientes de vitamina A, puede relacionarse con el impedimento en
fa producciéon y maduracién de células NK suprimiendo la accién citolitica y
resultando en una posible reduccién de citoquinas que participan en la regulacion
de la respuesta de humoral antigeno-especifica.(Ross et al 1996).

Los metabolitos de la vitamina A promueven diferenciacion de células epiteliales
en el tracto respiratorio ; el modelo mejor caracterizado para la interaccion de la
vitamina A e infecciones virales es la infeccion por el virus Newcastle en polios ;
este es un virus sincitial respiratorio que se transmite por via aérea. Se especula
que el retrasd en maduracion epitelial en animales deficientes de vitamina A hace
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que se den altos niveles de replicacion viral ya que el epitelio inmaduro puede
expresar enzimas como tripsina que es necesaria para el clivaje de la proteina Fo
del virion ndv y asi producir la infeccidn, de tal manera que el epitelio columnar es
incapaz de regenerarse remplazandose por un epitelio escamoso queratinizante
(Alexander et al 1991).

Los estudios sobre deficiencia de vitamina A en el humano, muestran que el
numero total de linfocitos T y B disminuye en sangre periférica asi como en
organos linfoides primarios y secundarios, sugiriendo un efecto directo de los
niveles de vitamina A sobre la replicacién viral y la respuesta inmune contra el
virus (Sommer.A etal. 1995, Sijtsma.S.R etal 1991,Davis.C 1992, West etal 1992)

El tratamiento con f-all trans-acido retinoico (ATRA) de queratinocitos
epidermales humanos normales, durante o inmediatamente después de la
transfeccion con HPV 16, inhiben el efecto de inmortalizacion en un 95%.
Cuando células inmortalizadas con HPV-16 se tratan con ATRA, su crecimiento es
suprimido y la expresion de oncogenes E6 y E7 de HPV-16, asi como los marcos
de lectura E2 y E7 se suprimen (Creek et al 1994).

En un modelo de displasia severa (NIC Ill), (células con HPV-16 en cuitivo
organotipico), ATRA previene la formacion de epitelio similar a NIC 1l y suprime la
expresion de citoqueratinas asociadas a lesiones premalignas, produciendo
epitelios similares a los normales (Shindoh 1995).

Muchas neoplasias se desarrollan como resultado de la exposicidon a
carcinégenos y agentes promotores ; [a exposicion a estas sustancias llevan a
cambios histologicos sobre grandes areas del tejido (piel o tracto aerodigestivo)
resultando en una cancerizacion de campo con lesiones no sincronicas
potencialmente premalignas y malignas, lo cual explica las altas tazas de
recurrencia que siguen a la reseccion de ciertos canceres en estado temprano y
el desarrollo de segundos tumores primarios.

La administracion topica o sistémica de vitamina A, en la dieta o
intragastricamente, antes o después de la exposicién a un carcinégeno y/o a un
agente promotor de tumor, han demostrado actividad anti-promotora. Estudios
donde animales control desarrollan mditiples tumores asincronicamente, la
administracion de retinoides luego de la aparicion del tumor primario ha
demostrado la supresién del desarrollo de segundos tumores primarios y un
tratamiento continuo es efectivo para alcanzar supresion de carcinogénesis a
largo plazo. Estas estrategias de quimioprevencion apuntan a pacientes con
riesgo de desarrollar cancer como son los pacientes que tienen lesiones
premalignas 6 quienes tienen un cancer diagnosticado en forma temprana,
tratados pero con riesgo de desarrollar segundos tumores primarios. Los
pacientes con lesiones premalignas mditiples o extensas donde la cirugia no es
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una buena opcion, son candidatos a quimioprevencion con 13-CRA. (Hong et al
1994).

Este nuevo acercamiento al control del cancer incluye tratamientos dirigidos al
epitelio; la quimioprevencion con agentes sistémicos es una de las estrategias
utilizadas actualmente y los retinoides son uno de los agentes mas usados. La
deficiencia de vitamina A en animales experimentales se ha asociado con una alta
incidencia e incremento de suceptibilidad a carcinogenos quimicos (Moon et al
1994)-Esta observacion ha llevado a la hipotesis de que niveles fisiol6gicos de
retinoides protegen el organismo contra el desarrollo de lesiones malignas y
premalignas. Los modelos experimentales de carcinogenesis han demostrado la
eficiencia de niveles farmacologicos de retinoides en prevenir el desarrollo de
cancer de piel, cavidad oral, pulmén, glandula mamaria, prostata, vejiga, higado y
pancreas en animales expuestos a agentes carcinogenicos (Moon et al 1994).

Este es un reporte preliminar donde se pretende por medio del estudio de varios
aspectos inmunolégicos y moleculares, entender un poco mas la biologia e
historia natural del Carcinoma Escamocelular de Cavidad Oral, con miras a
aportar nuevas conceptos en cuanto al manejo, prondstico, seguimiento y
tratamiento del paciente oncolégico.



MATERIALES Y METODOS
Pacientes :

Fueron recolectadas las muestras provenientes de 10 casos de carcinoma
escamocelular de cavidad oral de pacientes que ingresaron por primera vez a la
consulta de Cabeza y Cuello de nuestro instituto. Dentro de la historia clinica, se
analizaron aspectos como consumo de tabaco, alcohol .tiempo de evolucion de
las lesiones y presencia de lesiones premalignas. Como controles, se tomaron
muestras tejidos blandos de cavidad oral de pacientes sin historia de cancer ni
infecciones por HPV.

A partir de las biopsias frescas congeladas, se realizaron cortes en criostato para
el analisis histopatologico de las lesiones, expresion de moléculas de
histocompatibilidad y extraccion de DNA para evaluar la infeccion por HPV.

Por otro lado, se tomaron muestras de suero de los pacientes con el fin de evaluar
la respuesta inmune contra diferentes proteinas del virus y también para
determinar los niveles de proteina transportadora de Retinol en estos pacientes.

Inmunohistoquimica :

Los cortes de tejidos se fijaron por 5 minutos en acetona fria ; posteriormente se
lavaron 3 veces por 5 minutos con PBS. Los anticuerpos utilizados, provenian de
sobrenadantes obtenidos en el laboratorio a partir de hibridomas de la Americam
Type Culture Collection (ATCC). Para los antigenos HLA-l, se empled el
anticuerpo W6/32 que reconoce el complejo HLA-AB,C- B2- microglobulina
(Homna et al 1989) , para HLA-II ; el anticuerpo L243 dirigido contra el
determinante monomoérfico DR (Gutierrez 1990) y para el antigeno de funcion
feucocitario (LFA3), el anticuerpo anti CD58/LFA3 (Goebels et al 1992).

La deteccion se realizé mediante la técnica de inmunoperoxidasa (Vectastain
ABC Kit : Funakoshi, Tokyo, Japdn) y se visualizé empleando una solucion de
Diaminobenzidina (0.5mg/ml) mas Hz0 0.03% : como colorante de contraste se
utilizo Hematoxilina. La lectura se realizé sobre tejido tumoral y normal se valoro
semicuantitativamente la expresion segun la intensidad de la coloracion.

Deteccién de HPV por PCR :

La deteccion de HPV fue realizada a partir DNA extraido de los cortes de tejido
fresco congelado,utilizando la PCR segun el sistema de Walboomers et eal 1995
(iniciadores biotinados GP5+/GP6+). Estos iniciadores amplifican un fragmento
de 150 pb correspondiente a la regién L1 de al menos 23 tipos diferentes de
HPV.
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La PCR fue realizada en 40 ciclos en un procesador Perkin-Elmer 9600. Cada
ciclo involucra un paso de denaturacion de 1 minuto a 94°C, un paso de
anillamiento de 1.5 minutos a 40°C y finalmente un paso de elongacidon de 1.5
minutos a 72°C . El primer paso fue precedido por un paso de denaturacién de 4
minutos y el ultimo paso fue seguido por uno de elongacion de 4 minutos. Como
control positivo se utilizo DNA de las lineas celulares SiHay HelLa (100 pgy 10
pg respectivamente); como control negativo, el DNA extraido de cortes de
tiroides humana. Los productos de PCR fueron analizados por southern blot,
realizando una ftransferencia a filtros de nylon cargados positivamente
(Boehringer) por difusién en NaOH 0,5N y NaCl 0,6N. La deteccion de genérica
de los amplimeros fue realizada por Southern Blot usando el método de
Walboomers 1995.

La deteccién tipo especifica fue realizada mediante un inmunoensayo en fase
sélida (EIA) siguiendo la metodologia de Jacobs 1995. En breve, los productos
de amplificacion marcados con biotina a partir de los iniciadores GP5+/GP6+,
fueron adicionados a microplacas (NUNC) cubiertas con estreptavidina ; luego de
su fijacion y denaturacion, fueron adicionadas oligosondas de HPV 11,16 y 18
marcadas con digoxigenina a una concentracion de 2 pm 5 pmy 25 pm
respectivamente. Los hibridos fueron detectados adicionando el anticuerpo
monociona!l anti-digoxigenina marcado con fosfatasa alcalina. La reaccion se
revelo adicionando pNPP como sustrato. La intensidad del color fue medida a
405/620 nm en un lector de ELISA Labsystems MCC/340. El punto de corte para
cada uno de los ensayos de deteccion para DNA de HPV 16 y 18 fue de 0.267 y
0.282 respectivamente, obtenidos a partir de los resultados de la media
multiplicada por 3, correspondiente a 17 casos de controles normales, negativos
para HPV por PCR genérica.

Niveles de Proteina Transportadora de Retinol :

Los niveles de PTR fueron medidos por ELISA en sandwich utilizando el Kit UBI-
MAGIWEL. En este ensayo, cada pozo de la microplaca esta cubierto con un
anticuerpo anti-PTR ; cada pozo se incub® con los estandars de 5, 10 ,20, 50y
100 ng/ml de PTR y con los sueros de los pacientes en una dilucién 1/1000
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se realiz6 una segunda
incubacion con el conjugado anti-PTR marcado con peroxidasa por 30 minutos a
temperatura ambiente. Por uitimo, se adicion6 el sustrato ; tetrametilbencidina
mas H,0, por 10 minutos, y la reaccion se freno con H,SO,4 1N.

La lectura se realizé a 450nm en un lector de ELISA Labsystems MCC/340. La
intensidad de color desarrollado es proporcional a la concentracion de RBP en los
sueros. Los valores fueron calculados en mg/dl, a partir de la curva de calibracion.
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Como controles se utilizaron 10 sueros de personas de la poblaciéon normal con
edades similares a la poblacion de estudio los cuales no presentaban ninguna
lesion a nivel de cavidad oral.

Deteccion de Anticuerpos Anti-HPV :

Los anticuerpos anti- E7 /HPV fueron detectados por ELISA siguiendo el método
estandarizado por Combita (1995) En breve, las microplacas de titulacion
(NUNC-maxisorp) fueron acopladas con 100 ul de proteinas recombinantes :
MBP-E7/HPV 11,16,18 a una concentracion de 2 ug/ml, toda la noche a 4°C ; El
exceso de antigeno fue removido y los sitios no especificos fueron bloqueados
con BSA 3% en PBS por 2 horas a 37°C. Después de 5 lavados, 100ul del
suero de los pacientes fueron adicionados en una dilucion 1/50 e incubados por
1 hora a 37°C. Luego se adicionaron 100ul del conjugado anti-lgG humano
marcado con peroxidasa diluido en PBS-BSA 3% por 1 hora a 37°C. Las placas
fueron lavadas 3 veces y la reaccién se reveld con 100ul del sustrato para
peroxidasa, ABTS 0.1% en buffer citrato-fosfato 50mM pH 5.0 mas H,O, 0.03%.
La intensidad del color fue medida a 405 nm en un lector de ELISA Labsystems
MCC/340.

Para cada antigeno el valor del punto de corte fue calculado con la absorbancia
media mas 3DS obtenida a partir de los sueros del grupo control normal. En este
caso el punto de corte para anti E7 de HPV16 y anti.-E7 de HPV 18 fue de 0.308 y
0.373 respectivamente.
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RESULTADOS

De los 10 casos analizados, 5 correspondieron a hombres y 5 a mujeres, todos
ellos con diagnostico histopatologico de Carcinoma Escamocelular de Cavidad
Oral. La distribucion por edades se presenta en la figura 1, donde se puede
observar cierto predominio de pacientes mayores de 50 anos.

En cuanto al tiempo de evolucién, 3 de los pacientes presentaban lesiones con
una evolucion superior a un afo y 3 de ellos presentaban ademas lesiones
premalignas concomitantes.

Se detectaron factores de riesgo como el consumo de tabaco y Alcohol por
periodos superiores a un ano, en 5y 3 de los pacientes respectivamente (Tabla

1).

Tabla 1 : Caracteristicas de pacientes con carcinoma escamocelular de cavidad oral.

CASO |SEXO | EDAD |[TABACO |ANOS |ALCOHOL ANOS |EVOLUCION |LEUCOPLASIA
1 F 24 0 0 0 0 4 Sl
2 M 60 40 4 1 30 8 NO
3 M 70 20 50 3 50 4 NO
4 F 53 20 45 0 0 4 NO
5 F 68 0 0 0 0 4 NO
6 M 67 40 10 6 22 5 St
7 M 73 40 20 0 0 36 NO
8 F 19 0 0 0 0 8 NO
g M 23 0 0 0 0 14 NO
10 F 37 0 0 0 0 18 NO

F : Femenino TABACO : Cigarrillos / dia EVOLUCION : meses

M : Masculino ALCOHOL : Botellas / semana

En todos los casos analizados, el patron inmunohistoquimico mostré una
expresion muy variada de los antigenos HLA |, HLA 1l 'y LFA3 en células
tumorales, pero en general se noté una disminucion de las moléculas de clase |
{(comparada con los tejidos normales ) sobre todo en los dos casos positivos para
HPV. En cuanto a la moléculas de clase Il se notd una expresion moderada al
igual que para LFA3. (Tabla 2).

En los controles normales provenientes de tejidos blandos de cavidad oral se
encontré una alta expresion de MHC de clase | y fue negativo para DR y LFA3,
como podria esperarse.
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En la prueba de PCR de deteccidn genérica, solo dos muestras fueron positivas
para DNA de virus de papiloma humano ; una de ellas fue positiva con las sondas
para HPV 6/11 y en la otra muestra no se logré determinar el tipo viral con las
sondas disponibles. Con respecto a la deteccion de anticuerpos anti HPV , todas
las- muestras fueron negativas en ELISA con las proteinas utilizadas como
antigeno (Tabla 2).

En la determinacidon de niveles de proteina transportadora de Retinol, se
evidencié en general niveles significativamente bajos en los casos con respecto a
los controles (p= 0.01) (Tabla 2).

Tabla 2: Analisis de : DNA para HPV tipo especifica, anticuerpos anti-HPV-11, -16, -18,
inmunohistoquimica y concentraciones para PTR.
- PCR Anti-HPV HQ I3
CASO HPV 11 16 18 HLAI HLAI LFA3 PTR
t - - - - + +/- - 5
2 - - - - +/- +/- +/- 9
3 - - - - +/- - - 6.4
4 - - - - +/- - - 8.4
5 HPVX - - - - - - 1
B - - - - +/- - - 8.1
7 - - - - +/- +/- +/- 14
8 16 - - - - +/- +/- 10
9 - - - - +/- - - 7.1
10 - - - - +/- + +/- 9
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DISCUSION

En el Carcinoma Escamocelular de Cavidad Oral, el uso de carcinégenos como
el humo del tabaco y el consumo de alcohol, son factores de riesgo comunmente
asociados a esta patologia y parece ser que se relaciona con un porcentaje
importante de casos (Baron et al 1993). Sin embargo, no todos los individuos
expuestos desarrollan esta patologia, por lo que una susceptibilidad intrinseca ha
sido sugerida como factor importante en el desarrolio de carcinogénesis (Li et al
1994). En este trabajo se encontré que 5 de los pacientes consumian tabaco y 3
alcohol por mas de un ario, lo cual ratifica que si existe relacion en cuanto a estos
habitos y el riesgo de desarrollar esta patologia, pues el metabolismo del etanol
(aunque no se considera un carcinégeno) puede temporalmente inhibir la
capacidad de reparacion del DNA y ha mostrado ser capaz de incrementar la
produccion de radicales libres y altos niveles de oxidantes se presentan tanto en
el consumo de este como en el de tabaco (Hsv et al 1991).

La distribucion por edades fue similar a la encontrada en varias series, donde la
mayoria de pacientes presentan edad avanzada, lo cual es coincidente con la
historia natural pues es el comportamiento normal en este tipo de neoplasias
(Nielsen et al 1996). ‘

La distribucion por sexo fue igual tanto para hombres como para mujeres; la
localizacion predominante fue a nivel de lengua, seguido por labio, amigdala y
piso de la boca. Con respecto al tiempo de evolucion de las lesiones, 3 tenian una
evolucién de mas de un afo y los restantes de 4 a 10 meses. Solo se encontraron
lesiones premalignas concomitantes en 3 casos.

Los virus de papiloma humano (HPV) son un grupo de virus epiteliotropicos cuyo
DNA genémico presenta homologia entre si, sin embargo solo los tipos de alto
riesgo (16,18) son involucrados en transformacion maligna ; las oncoproteinas
E6 y E7 de los tipos de alto riesgo se unen a proteinas celulares que tienen
propiedades de genes supresores tumorales : la oncoproteina E7 de HPV16 se
une a al producto del gen de retinoblastoma (pRb) (Dyson et al 1989) y la
oncoproteina E6 de HPV16 y 18 se une a la proteina pS3 (Huibregtse et al
1991,Scheffner et al 1990).

En este trabajo encontramos DNA de HPV en 2 de los casos, los que
correspondian a mujeres ; uno de los cuales fue positivo HPV 16 y el otro no se
Iogré determinar con las sondas disponibles ; ninguno de los sueros presento
reaccion positiva de anticuerpos al ser probado con las proteinas de fusion E7 de
los tipos 11,16y 18 . '

Los hallazgos de DNA de HPV en 2 de las muestras, sin exposicion aparente a
otros factores de riesgo asociados frecuentemente con esta neoplasia como
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alcoho!l o tabaco, sugieren que estos puede representar un pequeno grupo de
pacientes con carcinoma escamocelular de cavidad oral en el cual el HPV juega
un papel central en el desarrollo de la patologia (Crook et al 1992). Esta
asociacion ya ha sido demostrada en varios estudios ; en Taiwan Chang et al
1989, analizaron 17 muestras de Ca de cavidad oral, encontrando un 76.4% de
muestras positivas para HPV-16 contra un 5.9% de los controles de tejido
gingival normal ; Brandsma y Abramson en 1989, estudiaron presencia de HPV en
21 casos de Ca de lengua, encontrando 2 casos positivos ; Madem et al 1992, a
partir de células exfoliativas de 131 casos de cancer oral encontraron 19% de
positividad para HPV-6. ; Snijders et al 1992 por PCR e ISH analizaron 10 casos
de carcinoma de amigdala encontrando 100% de positividad para DNA HPV
(16,33 y 40).

La expresion de moléculas de histocompatibilidad fue muy variada, pero a pesar
de esto se puede notar una tendencia a la disminucion de MHC de clase | en
células tumorales en los casos positivos para HPV y en general en la mayoria de
casos, lo cual se puede explicar por muitiples mecanismos ; la existencia de
mutaciones y/o deleciones en las regiones codificadoras de genes estructurales
de la cadena pesada; solo dos mutaciones acumulativas en los genes de R-2
microglobulina pueden ser suficientes para inducir completa perdida de moléculas
de clase | (Viac et al 1990). Muchos estudios demuestran que aparentemente no
hay alteraciones en los genes de MHC -A, -Bo -C (Cromme et al 1993), pero los
genes de la cadena pesada y 3-2 microglobulina son frecuentemente afectados
(Hilders et al 1994).

E} anticuerpo W6/32 reconoce el complejo MHC-A, -B 6 -C, R2-microglubulina,
por lo tanto una alteracion a nivel de alguno de ellos basta para que el anticuerpo
no pueda reconocer la molécula; haria falta utilizar otros anticuerpos alelo
especificos para determinar en detalle donde se encuentra la alteracion que se
refleja en una baja expresion de MHC clase 1.

También se ha documentado que existe una asociacion directa entre la expresion
de superficie celular y los niveles de mRNA de MHC clase |, sugiriendo una
regulacion transcripcional de su expresion (Ruiz et al 1991, Doyle et al 1985,
Esteban et al. 1985, Blanchet et al 1991).

Algunos virus pueden modular la expresion de estas moléculas y modificar la
respuesta de CLT, independientemente de la produccién endogena de interferon
gamma. El virus de sarcoma de Rous reduce expresion de MHC clase | en
fibroblastos humanos infectados (Gogusev et 1988), por el contrario el virus
Epstein-Bar, paramixovirus y Flavovirus han sido asociados con un incremento en
la expresion de MHC 1 (Jilg et al 1991).
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Las moléculas de clase |l son glicoproteinas que sirven como elementos de
restriccion para el reconocimiento de péptidos antigénicos por LT CD4 positivos
(Scheherazade et al 1992). La expresion de estas moléculas en la superficie de
células neoplasicas de diferentes origenes ha sido documentada (Zaloudik et al
1988, Zuk and Walker,1987) y una variedad de mecanismos se han postulado
como inductores. Las citoquinas inflamatorias como IFN y y TNF son capaces de
inducir expresion de HLA-DR en una variedad de tipos celulares humanos
(Nickoloff et al 1990), lo cual ha llevado a la hipotesis de que la expresion de
estas moléculas son mas el resultado de una induccion que no un efecto
constitutivo de la transformacion neoplasica per se. La moderada expresion de
HLA-DR en los casos analizados que son normalmente negativos para esta
molécula, no indican necesariamente una respuesta efectiva de parte del
huésped contra el tumor ; su significado biolégico no es muy claro y parece ser
mucho mas complejo de entender que el de las variaciones de las moléculas del
MHC clase | (Stamley et al 1994).

En este como en otros trabajos la baja expresion de las MHC clase | se ha
observado tanto en lesiones HPV positivas como negativas, lo cual significaria
que existen dos grupos, uno con infecciones por HPV y el otro con factores no
bien definidos, que tendria la misma accion de disminucién de MHC clase |, que
al final llevaria a un pobre reconocimiento inmune e incapacidad de controlar el
crecimiento tumoral.

En varios trabajos se han demostrado que en una serie de tumores la pérdida de
estas moléculas es de forma post-transcripcional (Crome et al 1993). En los
tumores HPV 16 y 18 positivos esta perdida post-transcripcional de MHC clase i
es relacionado con la desordenes en el transporte de péptidos debido a una baja
expresion o regulacion del gen que codifica para las proteinas TAP-1 ; esta es
una importante observacion, pero es poco probable que todas las disminuciones
de MHC clase | sean debidas a este mecanismo (Connor, Stern 1990). Por ofro
lado se ha observado que la perdida de B-2 microglobulina estd ademas
acompafada por ausencia de cadenas pesadas y esto sugiere que la regulacion
de productos de los genes del MHC juega un papel importante, pues interfiere con
el reconocimiento de células T a su blanco (Connor and Stern 1990).

De acuerdo a lo observado en los resultados, la expresion de MHC clase I en
células infectadas con HPV es variable y algunas veces focal : Glew et al postul6
que esta expresion es reflejo de la transformacion neoplasica (Glew et al 1992).
Pero una explicacion alternativa es que esta expresiéon de MHC clase Il es en mas
el producto de induccion por citoquinas que una expresion constitutiva de las
células neoplasicas (Coleman and Stanley 1994).

La expresion de CD58 detectado con el anticuerpo monoclonal LFA3, nos permite
evaluar la presencia del infiltrado linfoide, y su positividad podria interpretarse
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como el reflejo de una respuesta inmune adecuada. Sin embargo, la expresién de
este antigeno no fue observada en ninguno de los casos, como se muestra en la
tabla 2.

Cambios en este tipo de moléculas estan influenciando de alguna manera la
progresion de la enfermedad y se relacionan estrechamente con la agresividad
del tumor, pues son mecanismos de evasion de la respuesta inmune por parte
de las células tumorales y podrian explicar de alguna manera la ausencia de
anticuepos anti-HPV en los casos positivos para el virus (Gavioli et al 1993).

La proteina transportadora de retinol (PTR) es la encargada de llevar la vitamina
A a los tejidos y sus niveles séricos son proporcionales a las concentraciones de
retinot disponibles en el organismo. Existen muchas evidencias que sugieren que
aspectos del transporte y metabolismo del retinol se alteran durante infeccion viral
o inflamacion experimental, pues hay un efecto significativo en su sintesis
hepatica y secrecion (Ross et al 1996).

En el presente estudio se demostré que en general, los pacientes presentaron
niveles bajos de PTR al ser comparados con un grupo control, diferencia que fue
estadisticamente significativa y que refleja una deficiencia vitaminica, lo cual
pueden ser un factor de riesgo importante en el desarrollo del cancer de cavidad
oral, se ha demostrado que los retinoides son potentes moduladores de
diferenciacion epitelial y carcinogénesis y tienden a suprimir el efecto
transformante de carcinogenos fisicos, quimicos y virales en epitelio
aerodigestivo, siendo utiles a nivel de quimioprevencion en pacientes que tienen
riesgo de recurrencia o de desarrollar un carcinoma escamocelular secundario de
cabeza y cuello (Malcolm et al,1992). No obstante hay que anotar que en los 2
casos positivos para DNA de HPV no se observan niveles séricos disminuidos de
PTR, lo cual puede indicar que en este grupo de pacientes con infeccion viral no
es necesaria la deficiencia de vitamina A para la progresion de la enfermedad.

La eficacia de los retinoides en la inhibicion de carcinogénesis de cavidad oral se
ha examinado en varios modelos: el DMBA induce carcinogénesis bucal en
hamster similar a la carcinogénesis oral humana, donde lesiones premalignas
(leucoplasias) preceden al desarrollo de carcinoma escamocelular (SCC) (Shkiar
et al 1980). La carcinogénesis de lengua inducida por DMBA en hamster y la
carcinogénesis oral de célula escamosa inducida por el 1-oxido-4-nitroquinolina
(inoue et al 1993), se inhibe o retrasa por tratamiento con 13-cis-acido
Retinoico ; la aparicién de leucoplasia oral y la incidencia de carcinoma decrecen
(Verma et al 1992, De Luca et al 1994).

Tambien existen experimentos in vitro con linfocitos humanos que soportan el
posible papel del acido retinoico en la regulacion de la respuesta dada por IL-2,
que es el centro de la inmunidad mediada por células T, respuesta de anticuerpos

18



y activacion de células NK, lo cual puede explicar, en parte, la alteracion en el
reconocimiento de antigenos tumorales que permiten la progresion de la
enfermedad (Felli et al 1991).

Muchas evidencias indican que los retinoides actian a nivel de promocion tumoral
mejor que en la iniciacién. El estado de promocién involucra expansion de la
poblacion de células iniciadas a forma preneoplasica y la conversion de esta a
una poblacién maligna. Este proceso se asocia con alteraciones en diferenciacion
y proliferacion celular, asi como la disminucion de apoptosis (Lotan et al 1996).
Los retinoides pueden inhibir la promocion, modulando la proliferacion y
aumentando la apoptosis y adicionalmente puede prevenir la conversion de un
carcinoma in situ a uno invasivo por supresion de células premalignas, inhibiendo
la angiogénesis (Lotan 1996).

Todas estas bases teoricas y nuestros hallazgos nos permiten concluir que
existen, como en todos los procesos neoplasicos, multiples factores involucrados
en el desarrollo de esta patologia, pero algo que definitivamente esta jugando un
papel fundamental es la parte nutricional. El manejo de estos pacientes desde el
punto de vista de seguimiento y tratamiento podria mejorarse si se tienen en
cuenta estos factores.

Para lograr tener conclusiones definitivas es fundamental contar con un namero
mayor de casos que nos permitan confirmar el planteamiento de la existencia de
dos subgrupos dentro de esta poblacion ; uno donde la infeccion por HPV juega
un papel preponderante en el proceso oncogenico, y su deteccion seria muy
importante, pues al menos, parte de su manejo estaria orientado a reforzar y
modular la respuesta inmune antiviral, de manera que contribuya al control de la
neoplasia.

El otro subgrupo, serian los pacientes en los cuales la deficiencia de vitamina A
juega un papel importante en el proceso oncogenico y de progresion tumoral, y la
evaluacion de sus concentraciones en suero por medio de un método sencillo y
practico, como el empleado en este trabajo, permitiria un manejo mas adecuado
de los mismos, que incluiria el uso de retinoides como tratamiento adyuvante, no
solo para el control del tumor, sino para la prevencion de recaidas o aparicion de
segundos primarios.
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