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INTRODUCCION

INMUNOLOGIA TUMORAL

1.- Concepto

Desde hace casi un siglo el término inmunidad comenzé a emplearse para definir
la resistencia del organismo frente al posible ataque de agentes infecciosos. La
INMUNOLOGIA es una rama de la Medicina relativamente joven. En sus inicios fué
estudiada como una parte de la Microbiologia. Fué a comienzos de siglo cuando nacié la
INMUNOLOGIA como una ciencia_ independiente, gracias a los sorprendentes y rapidos

avances en el conocimiento del SISTEMA INMUNOLOGICO'.

La INMUNOLOGIA ha sido definida como la ciencia que estudia las defensas del
organismo frente a sustancias extraias o convertidas en extrafas y que ponen en peligro

la integridad del individo.”

En los animales vertebrados existen dos grandes tipos de sistemas que confieren
resistencia o estado de inmunidad frente a los agentes patégenos. El mas primitivo en la
escala filogenética esta constituido por las barreras epiteliales, por elementos celulares
fagociticos (polimorfonucleares neutréfilos y monocitos) y por células NK ("natural killer"
o "agresoras naturales"), asi como por factores humorales como la lisozima, el sistema
complemento y el interferon, los cuales forman parte de los mecanismos de la

INMUNIDAD NATURAL o INESPECIFICA.’ El otro sistema, mis complejo y eficaz, esta
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INTRODUCCION

basado en el reconocimiento selectivo por parte de los linfocitos, de estructuras
moleculares precisas llamadas determinantes antigénicos y constituyen la INMUNIDAD
ESPECIFICA. La memoria, su caricter adaptativo y la especificidad, son los rasgos

definitorios de este tipo de respuesta*

E1SISTEMA INMUNE del hombre es un mecanismo de defensa flexible y altamente
especifico, sin cuya intervencion la supervivencia en un entorno lleno de "agresores” seria
imposible. Determinadas moléculas proteicas y células del organismo son responsables de
diferenciar lo "propio” de lo "no propio" y de eliminar las sustancias extrafias a través de

un proceso complejo.’

Los LINFOCITOS son los principales elementos celulares que generan la
respuesta inmunitaria y estin distribuidos por todo el organismo en forma de 6rganos bien
delimitados y encapsulados (ORGANQS LINFOIDES), o en forma de acumulaciones
difusas (SISTEMA LINFATICO), existiendo una intercomunicacién continua entre unos

Yy otros a través de las circulaciones sanguineas y linfiticas.

Inmunologicamente los érganos linfoides se dividen en dos grandes categorias:

primarios o centrales, y secundarios o periféricos.

Se consideran PRIMARIOS aquellos 6rganos donde se produce la linfopoyesis, es

decir, donde los linfocitos se originan y maduran hasta convertirse en células inmunologica
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mente competentes, capaces de reconocer y responder de forma especifica a los estimulos

antigénicos. Los organos linfoides primarios son la MEDULA OSEA y el TIMO.

Los SECUNDARIOS son aquellos donde se disponen los linfocitos ya maduros, y
donde se produce la respuesta inmunitaria frente a los determinantes antigénicos: incluyen
los ganglios linfaticos, el bazo, y el tejido linfoide asociado a las mucosas del tracto

respiratorio y gastrointestinal, como las amigdalas, las adenoides y las placas de Peyer.

Los nuevos avances producidos por la llamada INGENIERIA GENETICA con la
tecnologia del DNA recombinante, la TECNOLOGIA de los HIBRIDOMAS a través de la
produccién de los Anticuerpos Monoclonales y la INGENIERIA CELULAR con la
tecnologia de las clonas celulares, ha hecho posible la aparicion en los Gltimos afios de
nuevas ramas de la Inmunologia: Ia Inmunopatologia, la Inmunogenética, la INMUNOLO-

GIA TUMORAL, la Inmunologia de los Transplantes y la Inmunoquimica.’

La INMUNOLOGIA TUMORAL estudia las propiedades antigénicas de las células
transformadas, la respuesta inmunitaria del organismo a estas células tumorales, las
consecuencias inmunolégicas que para el paciente tiene el crecimiento de las células
malignas y los medios con los que el sistema inmune puede ser modulado para reconocer

las células neopldsicas y promover la erradicacién tumoral.’
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2.-PROPIEDADES ANTIGENICAS DE LAS CELULAS TUMORALES

2.1.-Inmunogenética de la transformacion maligna.-

La conducta de las células tumorales se caracteriza por la ausencia de respuesta
a sefales reguladoras responsables del crecimiento tisular normal; por su crecimiento
autdnomo sin requerimiento de sefiales exégenas, produciendo invasién de los tejidos
proximos y metistasis a distancia; por tener un origen monoclonal; por su desdiferencia-

cion o anaplasia y por la expresion de nuevos antigenos de membrana’.

Para que una célula normal se multipiique de una forma incontrolada, necesita
primero ser transformada. La idea de que existen genes que codifican antigenos con
caracteristicas bioquimicas Gnicas en la superficie de la célula cancerosa y que
posiblemente jueguen un papel importante en la transformacién maligna, estaba implicita
en la observacion de que las células cancerosas se diferencian de las células normales de

. . . o . 8
las cuales derivan, en su biologia e incluso en su comportamiento .

Las células tumorales al dividirse, transmiten el fenotipo neoplésico a las células

hijas, lo que explica que la herencia del mismo estd determinada por genes especiﬁcosg.

El cancer es un trastorno originado en los genes y de esta manera las alteraciones

fisicas, quimicas o biolégicas producidas en el genoma de una célula, pueden dar lugar a

-5.



INTRODUCCION

su transformacion malignam. En 1911, Peyton Rous descubre los pasos moleculares que
conducen a la carcinogénesis al identificar un virus capaz de producir tumores cuando se

inoculaba a animales sanos.

El estudio de los virus oncogénicos llevé al descubrimiento de los ONCOGENES.
En 1981 R.A. WEINBERG del Massachussetts Institute of Technology, M.\WIGLER del
Cold Spring Harbor Laboratory& M.COOPER de Harvard Universit:yll demostraron que
genes aislados de cinceres humanos podian transformar células normales en células
cancerosas. Un afio mis tarde, estos tres investigadores junto con M.Barbacid en el
Instituto Nacional del Cancer identifican el primer oncogén humano capaz de producir
cancer, comprobando que estos oncogenes adquieren sus propiedades malignas a causa de

Ia mutacién de un solo aminoacido de los 1.000 nucleotidos que forman un gen™’.

Los PROTOONCOGENES son genes de las células normales que cuando sufren
mutaciones se tranforman en ONCOGENES que pueden conducir al proceso canceroso.
La activacion de protooncogenes a oncogenes puede producirse por mutaciones puntuales,

. A N 2 e 8
amplificaciones o por traslocaciones de fragmentos cromosémicos.

Actualmente se conocen dos tipos de genes responsables de la transformacion
maligna: los ONCOGENES DOMINANTES capaces de inducir el fenotipo neoplasico y los
ONCOGENES RECESIVOS o ANTIONCOGENES que pueden suprimirlo. La ausencia

. ,ags . . 13,14,15
o mutacién de estos Gltimos resulta decisiva en la formacién del cancer *'*%,
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Los ONCOGENES DOMINANTES parecen estar relacionados con el control de
crecimiento o con los genes que controlan la expresion de factores de crecimiento o de sus

receptores

Los FACTORES DE CRECIMIENTO controlan tanto la proliferacion celular
normal como la anormal. Se descubrieron al observar la capacidad de determinados
factores séricos en la estimulacion del crecimiento de células animales en cultivo. Actuan
induciendo el ciclo celular de manera que las células pasen de la fase de reposo o0 G, a
la G, que culmina con la sintesis de ADN (fase S). Se conocen miiltiples factores de
crecimiento entre ellos las linfoquinas (IL1, IL2, IL3, TNF..), factores de crecimiento

fibroblsstico..*™*"

Los ONCOGENES DOMINANTES mis representativos de la activacién
oncogénica son los oncogenes mycy ras. Los oncogenes myc codifican proteinas nucleares,

mientras que los oncogenes ras codifican oncoproteinas citoplasmaiticas.ls

Los oncogenes myc permiten que la célula escape de las influencias negativas
inhibidoras de su entorno, mientras que los oncogenes ras favorecen la autoestimulacion

positiva del crecimiento celular. Ambos oncogenes colaboran en el desarrollo del tumor™.

Dentro de los oncogenes myc se conocen dos tipos. El c-myc es un oncogén que

codifica una proteina nuclear involucrada en el control de la divisién celular. Esta




INTRODUCCION

relacionado en una traslocacién reciproca con el locus de la Ig en el 100% de los linfomas
de Burkitt *Z, Estd sobrexpresado en diversos tumores sélidos como en el carcinoma de
mama, de cervix y de pulmén entre otros y se asocia a un pronéstico desfavorable. 2%,
El n-myc es un oncogén que esti sobrexpresado fundamentalmente en el neuroblastoma

y también estd asociado a un mal pronéstico >***

El primer oncogén descubierto al intentar establecer las bases moleculares del
cancer, pertenece a una pequefia familia de genes conocidos como ras, (Ha-ras, Ki-ras y
N-r:is) un acréonimo que significa sarcoma de la rata, dado que estos genes se identificaron
en los virus del sarcoma Harvey y Kirsten . Las mutaciones puntuales de los oncogenes
ras, se encuentran en una amplia variedad de‘ tumores. Se han observado en un tercio de
los adenocarcinomas de pulmén,” en un 90% de los pancreiticos™, en un 50% de los de

colon y también en neoplasias ovaricas y renales .

Los ONCOGENES SUPRESORES 0 ANTIONCOGENES, suprimen en condiciones
normales el crecimiento tumoral, es decir, inactivan los genes que favorecen la sintesis
de factores de crecimiento, por lo que su ausencia o mutacion resulta decisiva en la

oncogénesis."

Cada célula hereda un cromosoma paterno y otro materno y en consecuencia, los
tumores que se originan de la inactivacién del gen supresor requieren la presencia de dos

lesiones independientes.



INTRODUCCION

A diferencia de los oncogenes que se inactivan siempre por cambios de las células
somadticas, los antioncogenes se pueden suprimir (deleccion o mutar en la linea de células

germinales y por tanto ser heredables™>,

El primer antioncogén que se aislo fué el Rb y esti localizado en el brazo largo del
cromosoma 13. Se denomina asi porque los miembros afectados de una misma familia,
que son portadores de una copia inactivada de este gen, presentan de forma casi invariable
un retinoblastoma antes de los 3 afios™. Las mutaciones o pérdidas de expresion de este

sz P 33
gen también se encuentran en el cincer de mama y en los sarcomas.

Las mutaciones de otro gen supresor, el p53 (Ilamado asi por ser una proteina de
53.000 daltons) parecen ser las alteraciones genéticas mias comunes en el cincer humano.
La proteina p53 esti situada en el cromosoma 17. Se requiere la inactivacion de ambos
alelos para una transformacion completa; uno mediante la deleccién y el otro mediante

una mutacién puntual***

Un 50% de los carcinomas de mama y de colon, presentan inactivacion de este gen,
asi como un 80% de los carcinomas de pulmén. Otros tumores como el carcinoma de

vejiga, tumores cerebrales, sarcomas y leucemias exhiben mutacién de esta proteina **”

Estas mutaciones genéticas no solo contribuyen a la transformacién celular
maligna sino que también proporcionan determinantes antigénicos nuevos que son

especificos del tumor.
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Estudios recientes en cincer de mama y de pulmén no microcitico, sugieren que
la presencia de anticuerpos contra dichos antigenos constituyen una respuesta al tumor
en determinados grupos de enfermos que expi'esan anticuerpos antip-53. En un grupo de
30 enfermas con cincer de mama, solamente aquellas con sobreexpresién de p53
desarrollaron anticuerpos anti-p53 (23%), mientras que las pacientes cuyos tumores

expresaron niveles bajos o normales de p53 no presentaron anticuerpos™

-10 -
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2.2.-AGENTES PROMOTORES DEL CANCER

La transformacién de una célula normal en una célula maligna puede ocurrir por
una variedad de acontecimientos que unas veces son provocados por mutaciones al azar
o por reactivaciones genéticas y otras veces puede ser inducidas por carcindgenos fisicos,
quimicos o viricos. Estos agentes tras interaccionar con el genoma de una célula normal,

pueden inducir alteraciones en el DNA o cédigo genético ’

Carcinégenos Fisicos

Las radiaciones ultravioletas y las radiaciones ionizantes son los elementos fisicos

mas estudiados como promotores de neoplasias humanas.

La méds dramatica evidencia de que las radiaciones ionizantes inducian
carcinogénesis, se observd en los supervivientes de las explosiones de la bomba atémica
en 1945 en Japon. Asi mismo se comprobé que los primeros radiélogos que trabajaban sin
proteccion, desarrollaban dermatitis y posteriormente cincer de piel después de un largo
periodo de latencia. Se cree que las radiaciones ionizantes actuan alterando el DNA
celular, produciendo roturas cromosdmicas y reactivaciones genéticas que provocan la

transformacién de las células afectadas®,

-11 -
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La asociacién entre la exposicién al sol y el cincer de piel, se conoce desde hace
mads de un siglo. El potencial carcinogénico de las radiaciones ultravioletas, se dedujo por
la mayor incidencia del cincer de piel en las zonas expuestas al sol, sobre todo en los
individuos que pasan mucho tiempo trabajando bajo un sol intenso, como son los
labradores y los pescadores. La evidencia mis directa se obtuvo por la exposicién de
ratones a los rayos ultravioletas y observando la aparicion de cidncer de piel. Los
mecanismos de carcinogénesis por las radiaciones ultravioletas incluyen la produccion de
metabolitos éxidos carcinogénicos, la induccion de dimeros de pirimidina, y la

inmunosupresién®.

Carcinégenos Quimicos

Los tumores inducidos por carcinégenos quimicos fueron inicialmente descritos
en el siglo XVIII, cuando se observé que los individuos que trabajaban en contacto directo
con el alquitrin presentaban una alta incidencia de cincer de escroto. Los hidrocarburos
policiclicos presentes en el alquitrin son potentes carcinégenos como se ha podido
comprobar mediante el uso de pintura de alquitrdn para inducir carcinoma de células

epiteliales en el laboratorio °.

Mis de 50 sustancias quimicas presentes en el tabaco tienen capacidad
carcinogénica potencial y numerosos estudios lo han identificado como la causa principal

del cincer de pulmoén. En el adenocarcinoma de pulmén diversas investigaciones han re -

-12 -



INTRODUCCION

lacionado a determinados componentes del tabaco con la activacion del oncogén "ras"‘“.
Se han identificado una larga serie de agentes quimicos carcinogénicos que incluyen a las
nitroxaminas, la aflatoxina, el dimetil-bezantreno, el tetranitrometano, el benzopireno y
el 3-metilcolantreno que son capaces de transformar el protooncogén "ras" en un oncogén

activado®.,

Virus Oncogénicos

Aunque desde el siglo pasado se conoce la capacidad de los virus para inducir
tumores en animales, la relevancia de este hecho fué muy debatida hasta que finalmente

fueron identificados virus oncogénicos humanos®.

Cada dia se identifican mas tumores de etiologia virica, de tal modo que se ha
estimado que el 20% de los tumores que surgen en las mujeres, y el 8% en los hombres
puede resultar de la infeccion virica (TABLA 1.2.1). En algunos virus como el de la
hepatitis B, esta asociacién es de tipo directo, mientras que en otros es de tipo indirecto
como ocurie con el HIV y el sarcoma de Kaposi en los que la inmunodeficiencia provocada

por el virus permite probablemente el desarrollo del tumor®

Los tumores inducidos por virus tienen un particular interés en la inmunologia
tumoral por la introduccion de nuevos antigenos asociados a los genes virales los cuales

pueden ser expresados y reconocidos por el sistema inmune.

-13 -
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Los virus oncogénicos pueden ser subdivididos en tipos DNA o RNA segiin su
material genético. Aunque en los animales los virus productores de cincer son
fundamentalmente retrovirus o virus RNA, en el hombre predominan los virus DNA como

. . 44
potencialmente carcindgenos .

Los papiloma virus humanos (HPV) son virus DNA. Se han identificado mais de
60 tipos y una tercera parte de ellos se han asociado con lesiones premalignas y malignas
anogenitales “. Los HPV 6, 11, 31, 43 y 44 estan relacionados con la neoplasia
intraepitelial de cérvix uterino, el HPV 6 con el condiloma acuminado, el HPV 16y 42 con
la papulosis de Bowen, el HPV 6 y 11 con los tumores de Buschke-Lowenstein, el HPV 16,
18, 33, 35 y 39 con el carcinoma invasor del cérvix, el HPV 16 con el carcinoma de vulva
y de pene y, el HPV 18 con el adenocarcinoma endocervical®. Es posible que la
tumoregenicidad de un determinado tipo de HPV no dependa solo de su DNA sino también
del lugar que ocupe el genoma virico en el DNA humano. Solo una pequeifia proporciéon
de las lesiones producidas por el HPV 16 y 18 llegan a ser malignas y es posible
detectarlos en un 10% del tejido cervical normal, en un 60% de los condilomas, en un 77%
de los CIN y en un 90% de los carcinomas cervicales”®, Si se utilizan técnicas de PCR

(Reaccién en cadena de la polimerasa) los porcentajes son mayores *.

Otro virus DNA potencialmente carcinégeno para el hombre es el virus de Epstein-
Barr (HVB) el cual esti relacionado epidemiologicamente con algunos carcinomas de la

nasofaringe, el linfoma de Burkitt y linfomas cerebrales.

-14 -
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Actualmente se estin investigando las relaciones entre el DNA del virus y las

alteraciones cromosémicas caracteristicas del linfoma de Burkitt*™".

El DNA del virus de la hepatitis B (VHB) se puede detectar en un 80% de los
pacientes con hepatocarcinomas *. Sin embargo, poco se sabe sobre el verdadero papel que
este virus tiene en la patogenia de esta neol;lasia. Se han observado algunas alteraciones
genéticas que podrian explicar la transformacién maligna del hepatocito infectado.
Estudios recientes han puesto de manifiesto la posible importancia de la activacion del
oncogén myc, en los hepatocarcinomas de roedores™. No obstante, parece improbable que
el VHB sea el responsable por si solo de la mayoria de casos de hepatocarcinoma. En
cualquier caso, la integracion del ADN viral en el genoma humano parece ser una

condicién necesaria, aunque no siempre suficiente™,

La relacién entre retrovirus y cancer es conocida desde principios de siglo en que
se descubrid el virus del sarcoma de Rous. En 1970 se identificé el primer retrovirus
humano. El virus de la inmunodeficiencia (HIV) y los virus linfotréficos humanos de
células T del adulto (HTLV Iy II) son los tnicos virus RNA o retrovirus asociados a

patologias neoplasicas en los seres humanos™.

El HTLV-I es el agente etiolégico de la leucemia de las células T . Con la aparicién
del SIDA causado por el VIH, y el aumento de frecuencia de dos tipos de neoplasia
(sarcoma de Kaposi y linfomas no Hodgkinianos) en los pacientes infectados por este

virus, ha quedado demostrado el papel del sistema inmunitario en el cincer *,
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VIRUS CANCER

Virus de la hepatitis B(HBV) Carcinoma hepatocelular

Linfoma no hodgkiniano

Virus de Epstein-Barr(EBV) Carcinoma nasofaringeo

Linfoma de Burkitt

Citomegalovirus(CMV)

Sarcoma de Kaposi
(+HIV)

Virus linfotrépico de células

Leucemia de células T
T humanas

Papilomavirus humanos 16 y 18 | Carcinoma epidermoide

(HPV 16, HPV 18) de cérvix uterino

TABLA 1.2.1: VIRUS ASOCIADOS CON CANCER
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23.- EL CONCEPTO DE INMUNOVIGILANCIA

El concepto de INMUNOVIGILANCIA lo establecié por primera vez Paul Ehrlich
en 1908, cuando postulé la posibilidad de que durante el desarrollo fetal y postfetal se
produjeran clones de células aberrantes que en su mayoria quedarian en un estado latente,

debido a los mecanismos de proteccién del organismo”.

En 1957, Macfarlane Burnet * postulé su teoria de inmunovigilancia, segiin la cual,
los pequeiios acimulos de células cancerigenas que se desarrollasen en el organismo,
serian eliminados mediante una reaccién inmunoldgica eficaz producida frente a los
nuevos determinantes antigénicos que expresan las células tumorales. Burnet sefiala que
en el hombre, en el cual, mis de 10" células se reproducen constantemente, existen
pruebas suficientes para suponer que en cualquier locus genético pueda aparecer un
error con una frecuencia que varia de 10*"° por duplicacién, lo que significa que en una
poblacion celular deben producirse millones de errores o mutaciones al dia. Es inconce-
bible que el organismo de los seres superiores hayan evolucionado sin haber desarrollado
algiin procedimiento para neutralizar esta eventualidad. Segiin esto, el riesgo oncogeno es
consustancial con la especie humana, aunque gracias a sus defensas inmunoldgicas
naturales, el hombre es capaz de reconocer las células geneticamente alteradas y
destruirlas de manera selectiva antes de que proliferen. Por tanto el desarrollo del tumor
se deberia a algiin mecanismo de escape inmunolégico que permitiria la libre evolucién

de los clones celulares malignos, originados espontanea e inevitablemente, por mutacién
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somdtica continua a lo largo de la vida del individuo *. Esta teoria atribuyé la resistencia
del organismo frente a los tumores, a la destruccion de las células susceptibles de

transformaciéon neoplasica por linfocitos maduros inmunes de tipo T ®,

Esta hipodtesis de vigilancia inmunolégica, ha generado muchos estudios
experimentales y numerosas discusiones y controversias. Se ha comprobado que la
timectomia neonatal u otras formas de inmunosupresién de los linfocitos T en animales
de experimentacién, no incrementan la susceptibilidad al desarrollo de tumores
espontaneos o inducidos por carcinégenos. Sin embargo, los tumores inducidos por virus
oncogénicos ADN, son inequivocamente mis frecuentes en ratones con déficit de células
T%. Asi, se ha podido demostrar que el crecimiento de injertos tumorales isogénicos, no
se produce mis que cuando se llega a transl;lantar un nimero critico (10° ) de células
neoplisicas; cuando se inocula un volumen inferior, no se origina crecimiento tumoral

debido a un mecanismo de rechazo inmunolégico.

A nivel clinico, existen evidencias de que enfermedades que producen inmunodefi-
ciencias estin asociadas con una mayor incidencia de linfomas y leucemias ©. También el
SIDA, con déficit progresivo y selectivo de células T4 se asocia con frecuente desarrollo del
linfosarcoma de Kaposi. Asi mismo, pacientes a los que se les ha trasplantado érganos y
han recibido firmacos inmunopresores, presentan una mayor incidencia de tumores

principalmente de tipo linfoproliferativos.
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A pesar de los criterios a favor de la‘inmunovigilancia frente al cancer, exiten
también argumentos en contra de esta tesis. La mayoria de tumores humanos no tratados,
crecen sin evidencia de inmunidad tumoral. Las regresiones espontaneas documentadas
soﬂ raras y ocurren con mayor frecuencia en los tumores del tejido embrionario, lo que
sugiere que existen otros factores que controlan el desarrollo tumoral ademais del sistema
inmunitario. Se puede explicar la reaparicion de metistasis después de largos periodos de

latencia, por diversos factores aparte de la inmunidad ©.

La explicacion méas probable para estos hechos discordantes es, que en la
resistencia del huesped frente al cincer estin envueltos una gran variedad de mecanismos
efectores. Es probable que factores no inmunolégicos puedan contribuir sustancialmente
a la disposicion o resistencia al desarroﬁo tumoral. Ademais, parece existir una
heterogenicidad genética importante entre individuos, en cuanto a su susceptibilidad a la
transformacién maligna por virus oncogénicos o por carcinégenos quimicos, de manera,

que la inmunodepresion de un individuo geneticamente resistente podria no conducir al

desarrollo tumoral %,
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2.4.-ANTIGENOS DE LAS CELULAS TUMORALES

La Inmunologia tumoral se basa en su mayor parte en la suposicién de que los
tumores expresan antigenos lo cual permite la separaciéon inmunolégica entre las células

normales y las células malignas.

Los inmunédgenos son sustancias capaces de inducir una respuesta inmunolégica
humoral o celular en el huésped. Los antigenos son moléculas que reaccionan con los
anticuerpos . Los haptenos son sustancias antigénicas pero no inmunégenas (se unen a
los anticuerpos pero no generan respuesta inmune). Los epitopos (determinantes
antigénicos) son la forma mas simple de un antigeno (partes de la molécula del antigeno

reconocidas como extrafias por el sistema inmune).

Estudios experimentales realizados en animales con tumores inducidos, asi como
en neoplasias espontaneas humanas, han demostrado que muchos tumores expresan
antigenos los cuales son capaces de inducir respuestas humorales o celulares en el

paciente.

Las células neoplisicas ademis de poder expresar en su superficie los mismos
antigenos que expresan las células normales (p.ej. antigenos de transplantes o HLA),

expresan tambien ANTIGENOS "NUEVOS" ASOCIADOS AL TUMOR® .
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En algunos sistemas, la respuesta inmunitaria frente a estos antigenos puede ser
tan potente como una reaccion alogénica (reaccién de rechazo a transplante), mientras que

los tumores debilmente antigénicos provocarian una escasa o nula respuesta inmunégena.

Los ANTIGENOS DE LAS CELULAS TUMORALES pueden dividirse en dos

grandes grupos: A) antigenos asociados a tumores y, B) antigenos especificos tumorales.
A.-ANTIGENOS ASOCIADOS A TUMORES (A.A.T)(TABLA 1.2.2)

Se encuentran en las células neoplisicas pero también se pueden encontrar en las
células normales. Sin embargo, diferencias cualitativas y cuantitativas en la expresién
antigénica permite el uso de estos antigenos para distinguir las células normales de las

células malignas ©.

En realidad estos antigenos asociados a tumores no son verdaderos antigenos, ya
que no inducen una respuesta inmunoldgica especifica en el huésped capaz de provocar
una resistencia al desarrollo de la neoplasia, pero pueden ser iitiles en el diagndstico y en
la monitorizacién del volumen tumoral en cuanto a la respuesta al tratamiento, y en la

aparicién de recidivas %,

Cuando un tumor crece, la cantidad de A.A.T. aumenta y si un tumor responde a

un tratamiento, estos antigenos disminuyen. Teoricamente por tanto, los A.A.T. pueden
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aprovecharse como marcadores tumorales, pero en la prictica clinica, solo unos cuantos

son validos. Esto se explica por varias razones:

1)Para que un antigeno esté presente en la circulacién y pueda ser detectado, no
solo debe ser producido por la célula cancerosa, sino también trasladado al torrente
circulatorio . Los antigenos asociados a tumores pueden pasar a la circulacion por
diferentes mecanismos: bien por muerte celular, bien por vertido fisiologico de moléculas
antigénicas procedentes de la superficie celular, o bien mediante el paso de fragmentos de

la membrana celular a la sangre ®.

2) Porque la expresion de muchos antigenos oncoasociados es heterogenea en un
mismo tumor y varia considerablemente en diferentes pacientes con idénticos tipos de
cancer, razén por la cual, no todos los enfermos con una variedad particular de neoplasia
tienen incfementos séricos del antigeno. Ademis, en algunos tumores la expresion
antigénica puede variar con las diferentes fases del ciclo celular o con su proximidad a los

vasos sanguineos®.

3) Porque como ya se ha expuesto anteriormente, los antigenos asociados a
tumores, también pueden ser producidos por algunos tejidos normales del adulto y por
tanto, los niveles séricos del enfermo neoplisico pueden ser a veces equiparables a los de

pacientes con enfermedades benignas™.
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La identificacion de antigenos asociados a tumores, ha progresado muy
rapidamente con el desarrollo de técnicas que permiten la produccion in vitro de grandes
cantidades de anticuerpos contra un determinante antigénico producido por un clono
simple de células”. Estos ANTICUERPOS MONOCLONALES son producidos por un
hibridoma, es decir, por una linea celular inmortal derivada de la fusion de un linfocito
B secretor de anticuerpos y una célula de mieloma. Ciertos descendientes de estas fusiones
tendrin caracteristicas de ambas células progenitoras: la especificidad del anticuerpo
producido por el linfocito B y la capacidad de crecer indefinidamente en el cultivo de la
célula del mieloma™. Se producirin muchos clonos individuales de hibridomas que pueden
dar lugar a anticuerpos puros contra cualquiera de las especificidades antigénicas del
inmundégeno. Puede por tanto disponerse de anticuerpos especificos, en forma pura y en

grandes cantidades, lo cual facilita considerablemente su estudio.

Una vez producidos los anticuerpos monoclonales, se pueden emplear diferentes
técnicas para la identificacion y cuantificacion de antigenos, tanto en medios liquidos como
en tejidos. Actualmente se dispone de métodos de precipitacion, aglutinacién, deteccion de

radioactividad, actividad enzimética y actividad fluorescente ™.
Entre los antigenos asociados a tumores se encuentran: a) los antigenos oncofetales

b) los antigenos de diferenciacién y c) los determinantes antigénicos asociados a

determinadas lineas celulares.
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a) ANTIGENOS ONCOFETALES: se sintetizan en cantidades relativamente
grandes durante la vida fetal, pero al llegar a la época adulta no se produce mis que en
minimas proporciones, a no ser que los érganos que los producen estén en un proceso de
transformacion neopldsica. Sabemos hoy dia que la actividad genética se desarrolla por
medio de un proceso molecular controlado, gracias al cual, una informacién codificada es
transcrita en forma de mensaje. Estos mensajes son captados por el citoplasma celular

originando en él, la sintesis de una cadena proteica de naturaleza especifica.

En las primeras etapas de la ontogénesis cada célula contiene la totalidad del
material genético heredado, pero a medida que progresa el desarrollo organico, se
suprimen algunos mensajes genéticos que se han hecho innecesarios una vez completada

la etapa de morfogénesis.

Durante el crecimiento neoplisico, las células experimentan un proceso de
retrodiferenciacion, pudiendo expresar de nuevo algunos mensajes genéticos fetales que
habian quedado inhibidos. Esta informacién genética lleva implicita la produccién de
componentes especificos o neoantigenos que por analogia con los producidos en las etapas
fetales son denominados ONCOFETALES ‘. Entre los antigenos oncofetales mejor

identificados se encuentran el CEA y la AFP.

ANTIGENO CARCINOEMBRIONARIO (CEA) : fué descrito por primera vez por

Gold y Freeman' en 1965 y es una glucoproteina con peso molecular de unos 200.000
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daltons. En un principio se detecté en la mucosa intestinal fetal y en las células del cancer
de colon humano, por lo que se pens6 que era especifico para este tipo de neoplasia y que
podria utilizarse para su despistaje”. Sin embargo, estudios posteriores demostraron su
presencia en otros tumores humanos incluyendo los del tracto digestivo, reproductor,

pulmén y mama.

También se pueden encontrar niveles séricos elevados de CEA en enfermedades no
malignas como ocurre en procesos inflamatorios del intestino, enfermedades hepaticas y

pulmonares, asi como en el embarazo y en grandes fumadores’ .

Aunque como hemos visto el CEA es un marcador tumoral con limitaciones, se ha
observado que el descenso postoperatorio de los niveles anormalmente elevados de este
antigeno, guarda un evidente paralelismo con la radicalidad de la exéresis y su posterior
elevacion, constituye un indicador fidedigno y sensible del crecimiento recidivante o

continuado del tumor™ .

ALFAFETOPROTEINA (AFP): es una glucoproteina fetal que a diferencia del CEA
persiste durante toda la vida intrauterina. Se sintetiza en el saco vitelino y mas tarde en
el endodermo y en el higado fetal. Es una alfa-globulina con un peso molecular de 70.000
daltons identificada por primera vez en 1956™. Es la proteina sérica predominante en la
vida fetal realizando casi todas las funciones adscritas a la albiimina en el adulto y

también juega un papel importante en la inmunoregulacién.
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Su valor como marcador tumoral, fué reconocido por primera vez por Abelev" en

el cincer de higado en 1963 y en el teratoma ovarico en 1967 .

La presencia de AFP en pacientes con tumores ovaricos sugiere firmemente un
tumor del seno endodermico. Su utilidad en el seguimiento de este tipo de neoplasias es
de gran interés ™ . En procesos hepaticos benignos, asi como durante el embarazo los

niveles de AFP también se encuentran elevados.

b) ANTIGENOS DE DIFERENCIACION: son antigenos asociados a tumores
producidos en subpoblaciones de células en tejidos adultos normales y reflejan distintos
estadios de diferenciacion. Estos antigenos pueden estar restringidos o no, a células de un
linaje o de un érgano particular. Los ﬁltil.nos ejemplos estudiados de antigenos de
diferenciacion estin asociados con células B, células T y precursores hematopoyéticos .
Uno de los antigenos mas conocidos de este grupo es el TL el cual normalmente solo se
encuentra en los timocitos que pertenecen a la cepa TL* pero que sin embargo, se

encuentran en la superficie de células leucémicas de ratones pertenecientes a la cepa TL™®.

¢) DETERMINANTES ANTIGENICOS ASOCIADOS A CIERTAS LINEAS
CELULARES: han podido ser demostrados en tumores sélidos, gracias al desarrollo de
anticuerpos monoclonales que reaccionan con ellos® . Estos determinantes antigénicos
pueden ser itiles marcadores para la monitorizacion del crecimiento tumoral. A este tipo

de antigenos asociados a tumores pertenecen : el Ca 125 y el SCC.
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Ca-125: descrito por Bast”, es una glucoproteina de la superficie celular de alto
peso molecular que se determina por el anticuerpo mono-clonal murino denominado OC
125. Este anticuerpo es una IGg , obtenido inmunizar un ratén con la linea celular del

cincer ovarico seroso de la mujer.

La funcién normal del Ca 125 se desconoce pero se encuentra en la membrana de
las células que revisten las trompas de Falopio, endometrio, endocérvix, peritoneo, pleura,
pericardio y bronquios. Es expulsado desde la superficie celular y se le ha detectado en
el liquido amniédtico, moco cervical, glandulas endometriales, liquido seminal, secreciones

bronquiales, y liquido peritoneal™ .

En un 80 a 90 % de pacientes postmenopaisicas afectas de cincer epitelial de
ovario (excepto los de tipo mucinoso), presentan niveles elevados de Ca 125. En pacientes
premenopaiisicas, esta proporcién es menor y en ellas, este marcador puede elevarse
también en algunos procesos benignos como en la endometriosis® , miomatosis uterina,
enfermedad inflamatoria pélvica * e incluso en el embarazo y en la menstruacién. Asi
mismo, otras neoplasias de origen genital como son las de endometrio, endocérvix y
trompas de Falopio™. La mayor incidencia de niveles elevados de Ca-125 en neoplasias

extragenitales, se observa en el cincer pancreitico.

ANTIGENO DEL CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS(SCC): es una

subfracciéon del TA-4, un antigeno tumoral descrito por primera vez por Kato y Tarigoe
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en 1977 %, El TA-4, obtenido a partir del tejido carcinomatoso del cervix uterino, es una
glicoproteina con un peso molecular de 48.000 daltons y que puede separarse en 14
subfracciones por focalizacién isoeléctrica®. Posteriormente, se utilizaron anticuerpos
monoclonales de ratén que reaccionan con una de dichas subfracciones de TA-4 para crear
una técnica conocida como SCC. El método utiliza el principio de "emparedado”; el
antigeno SCC que esti soluble en el suero, sirve de puente de unién entre los anticuerpos
anti-SCC con un marcador radioactivo y anticuerpos similares ligados en una fase

solida®™,

Crombach y cols” midieron la concentracién del antigeno SCC en extractos de
tejido y en suero de pacientes ginecologicas con enfermedades benignas y malignas y
encontraron niveles superiores en el epitelio escamoso normal y en el carcinoma de células
escamosas del exocérvix que en el epitelio columnar normal y en el adenocarcinoma del

endocérvix, endometrio, del ovario y de la mama.

El SCC ha sido estudiado en tumores malignos de células escamosas tanto de
cuello uterino como de pulmén, cabeza, cuello, esifago y piel”” . En todos ellos se observa
que los niveles de este antigeno aumentan segiin el estadio de la neoplasia y en
determinaciones seriadas puede indicar una recurrencia de la enfermedad, una enfermedad

residual o una respuesta a la terapia ”.
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B.-ANTIGENOS ESPECIFICOS TUMORALES:

Son aquellos que solo pueden ser detectados en células malignas y no en otras

células del huesped.

Los primeros estudios para demostrar la presencia de antigenos tumorales
especificos fueron realizados por Gross en 1943 y posteriormente por Prehn y Main* en
1957 es tumores transplantables murinos inducidos por un carcinégeno quimico, el

metilcolantreno (MCA).

Un sarcoma fué inducido mediante MCA en un paciente primario, resecado
completamente antes de que se diseminara y transplantado a un paciente secundario
singénico (geneticamente idénticos). Después de que el tumor transplantado hubiera
crecido, el tumor fué de nuevo resecado y transplantado a otro ratén singénico normal y
al paciente original el cual habia sido curado mediante la extirpacién quiriirgica del

tumor.

Un crecimiento progresivo del tumor fué observado en el raton singénico normal,

pero el paciente original del cual derivaba el tumor, lo rechazé.

Ademis, la inmunizacién con tejido normal no otorgaba resistencia al injerto

tumoral. El tumor maligno parecia haber adquirido un componente antigénico durante la
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transformacién maligna del tejido de los ratones, que permitia que el tejido maligno fuera
reconocido como "no propio”, mientras que el correspondiente tejido normal era aceptado

o 194
como "propio” .

En estudios posteriores, se demostr6 la especificidad inmunoldgica de esta
respuesta contra el tumor en el animal expuesto a ¢l %, Por tanto, los tumores inducidos
por MCA expresan antigenos tumorales especificos capaces de producir una respuesta

inmunolégica por parte del huésped.

Se pueden administrar vacunas que contienen células tumorales previamente
tratadas con radiaciones o drogas citotoxicas f‘. Después de la inmunizacién, los animales
rechazan los transplantes tumorales los cuales pueden crecer de forma progresiva hasta
matar a los receptores no inmunes, Este tipo de resistencia es mas relativa que absoluta,
ya que una inoculacién excesivamente grande del tumor puede crecer progresivamente en
el portador inmune’™, Debido a que este tipo de antigenos fueron detectados mediante
pruebas de transplantes, se les conoce como T.S.T.A. o antigenos tumorales especificos de
transplantes. Experimentos similares fueron realizados utilizando virus oncogénicos como

inductores de tumores ”.

Una de las caracteristicas de los antigenos de los virus inductores de tumores es
que son especificos del carcindgeno, es decir, semejantes en todos los tumores inducidos

por el mismo carcinégeno. Se denominan antigenos de reaccién cruzada, ya que son
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capaces de reaccionar contra tumores producidos por el mismo virus. Sin embargo, los
tumores inducidos por carcinégenos quimicos, son individualmente especificos, de manera
que provocan una respuesta inmunolégica contra el tumor en particular pero no contra

otros tumores inducidos por el mismo carcinégeno *.
Los tumores de aparicion espontanea tanto en animales como en humanos tienen

unos TSTA muy débiles, perd algunos pacientes oncologicos parecen capaces de

desarrollar una respuesta inmune humoral o celular contra sus propias neoplasias =,
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Antigenos asociados a tumores(A.A.T.)

Antigenos oncofetales

Antigeno carcinoembrionario(CEA)

Alfafetoproteina (AFP)

Antigenos de diferenciacion

TL

Determinantes antigénicos

Ca-125

SCC

CA 19.9

CA 153

Otros determinantes antigénicos.

Antigenos especificos tumorales (T.S.T.A.)

TABLA 1.2.2: ANTIGENOS TUMORALES
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3.-MECANISMOS INMUNOLOGICOS CONTRA LAS CELULAS
TUMORALES:

Los mecanismos inmunolégicos que desarrolla el organismo para combatir a las
células tumorales, se basan en primer lugar en el reconocimiento y procesamiento de las
células tumorales como "materia extraia" ; en segundo lugar en la activacion del sistema
inmune central y por dltimo, en la respuesta efectora para eliminar las células

neoplisicas ©.

En teoria, todos los componentes del sistema inmune (elementos celulares,
inmunoglobulinas, complejo mayor de histocompatibilidad, sistema complemento e
interleuquinas) intervienen de forma interactiva en los mecanismos inmunolégicos para

la erradicacién de las células tumorales’ .

3.1.-Elementos celulares:

Los Linfocitos.-

Los linfocitos constituyen los elementos celulares del sistema inmune y son los
responsables del reconocimiento del antigeno. Se dividen en dos grandes categorias: los
linfocitos B responsables de la respuesta inmune humoral, y los linfocitos T responsables

de la respuesta celular inmune”
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LINFOCITOS B:.-

Los linfocitos B son los precursores de las células plasmaticas, productoras de

inmunoglobulinas o anticuerpos.

Al entrar en contacto con el antigeno, las células B maduras aumentan de tamaiio
transformindose en linfoblastos y estos, por accion de los linfocitos T, en células plas-

maticas productoras de anticuerpos.

En cada linfocito B solo se expresa una region variable de la cadena ligera y otra
de la cadena pesada de la inmunoglobulina, por lo que cada linfocito B es especifico para

un antigeno.

LINFOCITOS T:

Derivan también de la médula ésea a partir de la célula madre, pero a diferencia
de los B, emigran al timo (T) durante la vida fetal y en las primeras etapas de la vida
postnatal, donde completan su diferenciacién. Los linfocitos T son los efectores primarios
de la inmunidad mediada por células y de la hipersensibilidad retardada; regulan la
funcién de los linfocitos T y B y de los monocitos mediante la produccién de linfoquinas
y el contacto celular directo y también regulan la maduracion de las células eritroides en

la médula ésea.
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Los linfocitos T se dividen en dos subpoblaciones, segiin expresen en su membrana
un antigeno T, (cooperadores) o T, (citotdxicos), los linfocitos cooperadores reconocen los
antigenos asociados con moléculas de clase I del MHC, mientras que los linfocitos
citotéxicos reconocen los antigenos asociados con moléculas clase I del MHC. La relacién

T/Ts en condiciones normales es de 2.

Las subpoblaciones T, se dividen funcionalmente a su vez en:

Células Tc : con funciones cooperadoras que influyen positivamente sobre la
respuesta inmunitaria de las células B y T : inducen la diferenciacion de las células B, la
proliferacién de los linfocitos citotéxicos, son productores de algunas linfoquinas y

regulan algunas fases de la eritropoyesis.
Células Ts con funcién inductora de la supresién de la respuesta inmunitaria®.
Es importante destacar que los linfocitos T no son capaces de reconocer antigenos
que no estén asociados con moléculas del CMH. Mientras que los linfocitos B reconocen

a los antigenos por si mismos, las células T sélo detectan complejos antigeno-CMH. Esto

es lo que se denomina restriccién CMH de las células T'*'".
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LINFOCITOS GRANULARES GRANDES.-

Son células que contienen grandes grinulos citoplasmaticos azuléfilos, conocidos
en el pasado como células nulas porque no expresan en su superficie los antigenos propios
de las células B o T. Constituyen un § a un 10% de los linfocitos de la sangre periférica.
Expresan receptores de membrana para la porcién Fc de la IgG. Son capaces también de

producir citoquinas principalmente TNF e interferon gaanma.

Las células asesinas activadas por linfoquinas (LAK) son linfocitos que proliferan
y aumentan su actividad in vitro en presencia de altas concentraciones de IL2 y alfa

interferén y desarrollan la capacidad para destruir con eficacia células tumorales'”.

MONOCITOS Y MACROFAGOS.-

Proceden de las células precursoras de la médula ésea. Abandonan la circulacién
periférica y se marginan en los capilares y posteriormente, emigran a una amplio fondo

comiin extravascular y se convierten en macréfagos tisulares”.

Son las células presentadoras de antigenos a los linfocitos, producen interleuquina
Iy son fundamentales para la activacién de los linfocitos T.También presentan actividad
del tipo de las células asesinas NK, siendo capaces de destruir células tumorales en

o . 103
ausencia de anticuerpos .
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3.2.-EL. COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD.-

El complejo mayor de histocompatibilidad 0 CMH fué descrito por primera vez a
principios de los afios 50 en ratones, estudiando las reacciones frente a los transplantes
y tumores por Gorer y Snell. En 1958 Dausset descubri6 el primer antigeno del complejo
mayor de histocompatibilidad en los leucocitos humanos y lo denominé HLA (human

leucocyte antigen).

El CMH humano o HLA consiste en un grupo de genes localizados en una region
del brazo corto del cromosoma 6 cercana al centromero. Estos genes codifican una serie
de antigenos llamados de histocompatibilidad, que se encuentran situados en la

membrana de todas las células nucleadas del organismo normales y neoplisicas'™.

Estos antigenos son unas glucoproteinas indispensables para la deteccion de
antigenos propios y extrafios y responsables del rechazo de los tejidos y érganos
transplantados pertenecientes a miembros genéticamente distintos de una misma especie.
Controlan - también la produccion de anticuerpos, la proliferacién linfocitica, la
citotoxicidad y la supresién de la respuesta inmunitaria. Asi mismo en el MHC se hallan

los genes que codifican la produccién del complemento'™.
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Dentro del HLA se codifican tres clases de productos génicos atendiendo a sus
caracteristicas bioquimicas y funciones en relacién a la respuesta inmunitaria. Los

antigenos HLA de clase LII y III.

Las moléculas de clase I se codifican en los locus A, B y C del HLA. Estin
presentes en la superficie de todas las células del organismo excepto en los eritrocitos,
células germinales y en el trofoblasto. Se denominan antigenos de transplante porque los
linfocitos T citotéxicos que originan el rechazo de un injerto no histocompatible van

dirigidos contra ellos'™.

Cada antigeno de clase I esti constituido por una cadena ligera, la beta 2

microglobulina, y una cadena pesada que tiene las especificidades antigénicas'®.

Las moléculas de la clase Il estin codificadas en el locus D del HLA (antigenos
DR,DQ y DP). Cada molécula de clase II estd formada por dos cadenas polipeptidicas:
alfa y beta unidas por enlaces no covalentes'”. Son expresadas en los linfocitos B, los
monocitos y los linfocitos T activados, asi como en los macréfagos, en las células dendriti-
cas y en las células cutaneas de Langerhans. Las moléculas de clase II son antigenos
asociados a la respuesta inmune de células linfoides humanas que ayudan a la

presentacién de antigenos a los linfocitos T y B '*.
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Algunos tumores sélidos expresan de forma ectdpica antigenos de clase II,
incluyendo un 40% de carcinomas de ovario'®. Por el contrario una proporciéon de
neoplasias humans no expresan antigenos de clase I que normalmente son expresadas en
el tejido de origen. Ello tiene importantes consecuencias, especialmente en lo que se
refiere a las reacciones inmunitarias mediadas por células, ya que las células tumorales
que carecen de antigenos MHC de clase I no pueden ser lisadas por células T citotoxicas,
mientras que las células tumorales que expresan antigenos MHC de clase II, posiblemente

pueden presentar autoantigenos a las células T cooperadoras"3 .
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3.3.-LA RESPUESTA HUMORAL INMUNE

La respuesta humoral inmune es aquella que esta producida por inmunoglobulinas.
Las inmunoglobulinas son sintetizadas por las células plasmitica cuando son activadas
por un inmunégeno como ocurre con los clonos celulares neoplisicos dotados de poder

antigénicos.

Las inmunoglobulinas son moléculas proteicas que tienen actividad de anticuerpo,
es decir, la propiedad de combinarse especificamente con las sustancias que indujeron su

formacién (antigenos)'”.

Las enzimas pepsina y papaina rompen la molécula de inmunoglubulina en
diferentes fragmentos. La papaina la rompe en dos fragmentos iguales Fab y un fragmento
Fc. El fragmento Fab (amino-terminal) esti compuesta por una cadena pesada y otra
ligera. Es el lugar de combinacion con el antigeno. Por tanto posee una marcada
variabilidad en su secuencia de aminoacidos que capacita a la molécula de inmunoglobuli-
na para combinarse con los distintos antigenos. El ideotipo es Ia region especifica de la

L4 rd 0
porcion Fab a la cual se une el antlgenou .

El fragmento Fc se denomina carboxiterminal y solo contiene cadenas pesadas. El
fragmento Fc o regién constante (secuencia de aminoacidos fija)es responsable de las

propiedades bioldgicas de la molécula.
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El fragmento Fc se une a los receptores Fc de la superficie de los macréfagos,

linfocitos granulares grandes y células B'®.

Se han detectado anticuerpos contra tumores experimentales pero no se demostré
un importante papel de la inmunidad humoral en cuanto a la resistencia contra el
crecimiento del tumor primario y la inyeccién de suero conteniendo estos anticuerpos no
confieren proteccién. Sin embargo, los anticuerpos pueden unirse a las células tumorales

circulantes e interferir de una forma limitada, el establecimiento de metistasis distantes.

La union de una inmunoglobulina a la superficie de la célula tumoral no es
suficiente para destruirla. Se conocen dos mecanismos por los cuales los anticuerpos
pueden destruir las células neopldsicas diana: la citotoxicidad mediada por células

dependientes de anticuerpo (CCDA) y citotoxicidad dependiente del complemento.

En la CCDA, anticuerpos IgG especificos se unen a antigenos asociados a tumores
Yy a células efectoras que poseen receptores para la porcién Fc de 1a molécula de inmuno-

globulina. El anticuerpo actua como puente entre la célula efectora y la célula diana'".

Una nueva forma de CCDA ha sido descrita recientemente en los que anticuerpos
murinos monoclonales IgG2a se unen con macriéfagos que poseen receptores para este
isotipo. La interaccién con los epitopos antigénicos de las células tumorales diana,dispara

la activacién de los macréfagos y produce la lisis de las células neopldsicas en 24-48 horas.
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En esta forma alternativa de CCDA los anticuerpos pueden "armar’ a los
macrdfagos mediante enlaces con el receptor Fc de 1a célula efectora antes de unirse a las

células efectoras '®.

En la citotoxicidad dependiente del complemento, la uniéon del anticuerpo a la
superficie de la célula tumoral dispara la via clisica del complemento. Los componentes
finales del complemento producen soluciones de continuidad en la superficie de la célula
tumoral y destruye su integridad osmética. En contraste con los CCDA donde solo
intervienen anticuerpos IgG en la citotoxicidad dependiente del complemento, la IgM es

mis eficiente que la IgG™.

La citotoxicidad dependiente de anticuerpos es mas eficiente "in vitro" que la
citotoxicidad mediada por complemento ya que en ensayos realizados se ha observado que
este ultima precisa de mayor cantidad de anticuerpos por molécula para producir lisis
tumoral. Estudios efectuados en individuos normales y en pacientes con déficit de
complemento bajo el aspecto neoplasico han sugerido que la citotoxicidad mediada por
complemento no es muy efectiva. Por el contrario, parece ser que la CCDA puede ser el
mecanismo efector "in vivo" mds importante para destruir las células tumorales segiin se

deriva de estudios realizados con anticuerpos monoclonales de diferentes’.
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3.4 .-RESPUESTA INMUNE CELULAR

La inmunidad mediada por células es un mecanismo de proteccién del huesped
que proporciona resistencia a infeccién intracelular e invasion neoplisica, hiper-

sensibilidad retardada, y rechazo de transplante.™™

La citotoxicidad mediada por células se basa en el reconocimiento de
determinantes antigénicos en la superficie de la célula y en la puesta en marcha de
mecanismos efectores que culminan con la destruccién celular. Este tipo de reaccién juega
un papel importante en la vigilancia y aniquilacién de las células neopldsicas™*

(ESQUEMA 1.3.1)

La respuesta de las células T es incuestionablemente la mas importante del

huesped para el control del crecimiento de las células tumorales antigénicas"’.

Como anteriormente se expuso, los linfocitos T identifican los antigenos extrafios
en asociacion con moléculas de la superficie celular codificadas por el HLA, presente en
las c€lulas presentadoras de antigenos (macréfagos). Puesto que 1a mayoria de los tumores
expresan moléculas HLA de tipo I pero no de tipo II, los linfocitos T cooperadores nece-

. * p rd » 6
sitan la colaboracién de los macréfagos para reconocer las células tumorales'.
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Al entrar en contacto con el antigeno, los macrofagos segregan IL1, presentan el
antigeno a los linfocitos cooperadores T4 en asociacién con moléculas HLA de tipo I y los
activan a la vez que induce en ellos receptores para la IL2. Una vez activados los linfocitos
cooperadores segregan linfoquinas. Estas linfoquinas (fundamentalmente la IL2) produce
la proliferacién de linfocitos T cooperadores y T citotoxicos y, la activacion de las células

T citotéxicas, macrifagos, NK y células B productoras de anticuerpos.’”’

Los mecanismos precisos por los que los linfocitos citotéxicos destruyen las células
tumorales permanece desconocido. Las células T citotoxicas se adhieren mediante enlaces
especificos a las células diana (para lo cual es necesario el Mg++), segregan una
sustancia llamada perforina que perfora la membrana celular y secundariamente se
produce la entrada de Ca++ y agua que altera su osmolaridad produciendo la lisis de la
misma. Niveles elevados de cAMP en el interior de las células T suprimen la citolisis y los
efectos inhibitorios de la PG1 y PG2 en la destruccién celular probablemente son mediados

por el cAMP ',
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CRLULA NEOPLASICA
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Esq.1.3.1: Inmunidad celular frente a los tumores
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3.5.- RESPUESTA INMUNE NATURAL :

La inmunidad natural es realizada por células capaces de lisar las células
neoplésicas sin sensibilizacién previa. Los efectores de la inmunidad natural comprenden

las cdlulas NK y LAK, los fagocitos mononuclears y los polimorfonucleares®.

CELULAS NK y LAK: Las células NK o linfocitos granulares grandes, a diferencia
de las células T citotéxicas, carecen de memoria, no presentan restricciéon por el MHCA
y tienen capacidad para destruir una gran variedad de tumores in vitro, asi como para
ofrecer resistencia al crecimiento de las células tumorales transplantadas '*.

Las células NK exhiben una clara especificidad para destruir las células tumorales
con mayor facilidad que las células no malignas (ESQUEMA 1.3.2). El reconocimiento de
las células tumorales por las NK, comprende un fenémeno de unién que debe producir una
alteracién en la estructura de la célula diana. La susceptibilidad de esta célula diana
parece depender de su estado de diferenciacion asi como de la ausencia de los antigenos

de las células normales, tales como las moléculas MHC"

La actividad citotoxica de los LGG puede intensificarse, tanto in vivo como in vitro,
por la IL2 , el interfer6n o inmunoestimulantes tales como BCG e Corinebacterium
parvum , e inhibirse por accion de algunas prostaglandinas como la PGE1, PGE2, PGA1

y PGA2, glucocorticoides y ciclofosfamida .
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No se sabe con exactitud la funcién antitumoral que ejercen las células NK. Segiin
estudios experimentales se sabe que intervienen en el rechazo de las células tumorales
transplantadas y en la prevencion de metistasis, en cambio, no tienen influencia sobre los

cinceres ya establecidos'.

No todos los tumores tienen la misma susceptibilidad para las NK. Usando
preparaciones de linfocitos granulares grandes purificados se ha podido provocar citotoxi-

cidad contra tumores sblidos y leucemias ',

Las células LAK resultan de la incubacién de linfocitos de sangre periférica en IL2
durante un periodo minimo de 48 horas. Estas células se caracterizan por su especificidad
hacia una gama de tumores sélidos y resistentes a la actividad NK y por la falta de
citotoxicidad hacia las células normales. Es posible que las LAK representen un estadio

ulterior de la activacién de las células NK'Z

LOS MACROFAGOS: son importantes en la inmunidad frente a las células
neopldsicas, no solo como células presentadoras de antigenos , sino también como células
efectoras cuando son activadas, produciendo lisis tumoral. Los linfocitos T segregan
factores activadores de los macréfagos (MAF) en respuesta al estimulo antigénico. Los
MAF y principalmente el interferon ganma, son linfoquinas capaces de transformar en

tumoricidas a los macréfagos tanto in vivo como in vitro'>.
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Los macréfagos activados pueden suprimir la proliferacion de linfocitos T, la

actividad de las NK y la produccion de mediadores posiblemente, debido a las

prostaglandinas que segreganm.

natural

Célula agresora

Polimorfonucleares
Macroéfago
activado
CITOLISIS CITOTASIA

N

4

CELULA TUMORAL

Esq.1.3.2: Inmunidad natural frente a los tumores
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3.6.-LINFOQUINAS :

Las linfoquinas son glicoproteinas sintetizadas en respuesta a estimulos concretos
por miiltiples tipos celulares como linfocitos T y macréfagos, asi como por linfocitos B
y células NK , con un amplio rango de efectos fisiolégicos en la inmunidad. Se asemejan
a las hormonas en el hecho de que tienen una multiplicidad de efectos intracelulares, estin
presentes en pequeiiisimas cantidades en suero o tejidos y actuan sobre receptores de
membrana especificos de forma endocrina (en sitios distantes de donde se producen),
paracrina (de forma localizada o no circulante) o autocrina (sobre las células que las

producen) “*'**

Las linfoquinas carecen de especificidad y no presentan restriccion por las
moléculas del sitema mayor de histocompatibilidad. Modulan las actividades de las células
que participan en los procesos inmunes. Intervienen en el crecimiento, diferenciacion,

proliferacién y activacién de otros linfocitos, de los macréfagos o de otras células'”

El término de linfoquinas fué introducido en 1969 por Dumond'” para enfatizar
su origen (linfocitos) y su papel en el mantenimiento de la fisiologia del sistema inmune
(quinesis). A los mediadores biélogicos semejantes pero segregados por monocitos se les
denominé monoquinas y citoquinas cuando son producidos por otras células no linfoides

como son los fibroblastos, células epiteliales, osteoblasto.'”,
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Desde que se descubri6 la primera linfoquina hasta la actualidad, se han descrito
una gran cantidad de ellas, de manera que en la actualidad no se conoce el niimero exacto

que existen.

Al principio, las linfoquinas fueron nombradas en base a la actividad que
producian y sus nombres fueron abreviados por acronimos (por ejemplo MIF o factor
inhibidor de la migracion). Dado que una misma sustancia puede tener diferentes
actividades bioldgicas, comenzaron a aparecer miltiples nombres para una misma

linfoquina, lo que cred una cierta confusién *

Gracias a la tecnologia del DNA recombinante, se ha podido purificar e investigar
la estructura bioquimica de estos inmunomoduladores **. Generalmente las linfoquinas
clonadas incluyen seis interleuquinas numeradas y otras que conservan sus nombres

basados en su actividad"™(TABLA 1.3.1)

IL1.-La IL1 o FACTOR ACTIVADOR DE LOS LINFOCITOS (LAF):

Descubierta en 1972 en el sobrenadante de cultivos de células sanguineas humanas,
es una linfoquina producida por todos los tipos de macréfagos incluyendo los de la cavidad

peritoneal, higado, bazo y de los alveolos pulmonares”.
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En 1981, se observé que también otros tipos de células como keratinocitos, células
epiteliales, astrocitos y células de microglia, dendriticas, de Langerhans, osteoblastos,

fibroblastos y células endoteliales entre otras son también productoras de IL1'%,

La funcién principal de 1a IL1 es la activacién de los linfocitos T. Los macréfagos
reconocen al antigeno y lo presentan al linfocito T en asociacion con las moléculas de clase
II del HLA. Al procesar al antigeno, los macréfagos segregan IL1 la cual actua sobre los
linfocitos cooperadores, permitiendo que pase a la fase G1 del ciclo celular (aumentan de
tamaiio y entran en una gran actividad transcripcional), con lo cual expresan receptores
para la IL2 y luego la producen. Por otro lado anula la acciéon inmunosupresiva de los

linfocitos T supresores™*

La IL1 ejerce efectos antitumorales actuando por diferentes mecanismos: por un
lado, estimula las funciones citotoxicas de los linfocitos T8 al promover la expresion de
receptores de IL2 y su produccion por estas células, por otro, aumenta también la
actividad de NK de las celulas mononucleares junto con la IL2 y el interfer6n™ y
finalmente tiene un efecto citolitico directo sobre las células malignas como se observa in

vitro .

Los efectos de la IL1 pueden ser suprimidos por los corticosteroides,ciclosporina,

prostaglandinas PGE2 y otros agentes inmunosupresores'>.
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TNF o FACTOR DE NECROSIS TUMORAL:

Fué descubierto desde hace mis de 100 afios mediante observaciones que
relacionaban la remisién espontanea de tumores en pacientes que padecian una infeccion
concomitante'” . Entre los afios 40 y 50 se comprobé que inyectando lipopolisacaridos de
las endotoxinas de bacterias gram (-) se producia necrosis hemorrigica de cierto tumores

en el raton.

En 1962, O*Malley'® y colaboradores sefialaron que el efecto antineoplésico de la
endotoxina era debido a un factor sérico endégeno potenciado por la propia endotoxina
Fué en 1975 cuando Carswell y Old"™ inyectando este factor en ratones con sarcoma
trnasplantados a nivel subcutaneo, observaron que se producia una necrosis hemorragica
y la regresion del tumor y en base a ello lo denominaron "factor de necrosis tumoral” .In
vitro el TNF exhibe una actividad citostitica y citolitica contra determinadas lineas

celulares malignas tanto humanas como murinas'® .

Se ha demostrado que el TNF es producido por los monocitos macrifagos y se ha
sugerido que es una de las potentes moléculas para destruir las células tumorales por
estos'”. No se sabe cual es el mecanismo que provoca la necrosis hemorragica del tumor
in vivo; se cree que puede ser debida por una parte, a la accién procoagulante sobre el

endotelio vascular y a la activacion de los neutréfilos y por otra, a sus efectos citotoxicos

y citoliticos sobre las células tumorales como se observa in vitro'®
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— ——

En 1980, Cerami y cols'® redescubrieron este factor como caquectina al aislar una
monoquina sintetizada por los macréfagos y que uno de sus efectos es la inhibicion de la
protein-lipasa en los adipocitos en cultivo, lo que produce la hipertrigliceridemia al
impedir la entrada de los triglicéridos exdgenos en los adipocitos y la caquexia en los

pacientes con cdncer.

En 1985 y gracias a la técnica del DNA recombinante se pudo comprobar que el
TNF y la caquectina son la misma sustancia . La linfotoxina es una linfoquina producida
por los linfocitos T activados, se une a los mismos receptores que el TNF y ambos
comparten las mismas actividades funcionales, por lo que se les considera pertenecientes
a una misma familia, de forma semejante a lo que ocurre con los interferones, al TNF se

le conoce como TNF alfa y a la linfotoxina como TNF beta'“.
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PRINCIPALES
LINFOQUINA ORIGEN DIANAS ACCIONES
ILle, Macréfagos, LGL, | Células TB, Act.lvaclot.llde los linfocitos
células B macréfagos estimulacion de los
IL18 & macréofagos
, , Factor de crecimiento
12 Células T Células T de las células T
IL3 Células T Células primordiales Factof estimulador de las
colonias
IL4 Células T Células By T Finctor de crecimiento de las
células B
Crecimiento/diferenciacion
IL5 Células T Células B de las células B
Células T,B y N Crecimiento/diferenciacion
IL6 macrofagos Células B de las células B
TNFe Macrofagos,linfocito Macréfagos Activacion de los
Granulocitos macréfagos,linfocitos,células
TNF 8 Células T citotoxicas,caquexia...
IFN e Leucocitos Células histicas Induccion MHC clase I
IFN 8 Efecto antivirico
IFN ¥ Células T Leucocitos y Induccion MHC, activacién
Células NK células histicas de los macréfagos
MCSF Monocitos
G-CSF Macréfagos Células primordiales Estimulo de la division y Ia
diferenciacion
G Células T
M-CSF macréfagos
MIF Células T Macréfagos Inhibicion de la migracién

TABLA 1.3.1: LINFOQUINAS
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3.7.- EL SISTEMA COMPLEMENTO:

El SISTEMA COMPLEMENTO comprende una serie de enzimas, proteinas
reguladoras y proteinas citoliticas plasmiticas, que actuan en cascada y juegan un papel

clave en los mecanismos de defensa del huesped

Las proteinas del complemento ejercen tres funciones principales. La primera y
mas conocida, es la lisis directa de células extranas, bacterias y virus. La segunda consiste
en el proceso de opsonizacion mediante el cual se produce un revestimiento de las células
diana por fragmentos activos de las proteinas del complemento, que son reconocidos por
receptores especificos de las células fagociticas. La interaccién del complemento con las
células diana produce su inmovilizacién y adhesi(m a los macréfagos facilitando su
fagocitosis. La tercera funcién es la regulacion de las caracteristicas de la respuesta

inmune e inflamatoria®™**'%

La activacién en cascada de las proteinas del complemento se puede realizar por

dos vias: la via clisica y la via alternativa.

La via clasica se denomina asi porque fué descrita en primer lugar y se inicia por
la unién del anticuerpo especifico de la clase IgG o IgM a la superficie del antigeno. La
via alternativa se activa por interaccién directa con lipopolisaciridos presentes en la

superficie de bacterias, por endotoxinas y por inmunocomplejos que contienen IgA™"®
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Tanto la activacién de la via clisica a través de sus componentes C1, C4 y C2,
como la via alternativa mediante el factor D, C3 y B, conducen a la lisis y activacion de
C3. Esta es una proteina que a través de su fragmento C3b conduce a la activacion de los
componentes finales del complemento (CS, C6, C7, C8 y C9), que originan el COMPLEJO
DE ATAQUE de las membranas y que al unirse a la superficie de las células diana

provoca la lisis osmética de las mismas *'*®

La unién del anticuerpo (IgM fundamentalmente) a la superficie de la célula
tumoral, activa la via clisica del complemento dando lugar al complejo de ataque de
membranas, el cual produce soluciones de continuidad en la superficie de la célula tumoral

y origina su lisis osmética™
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4.- EVASION DEL TUMOR AL CONTROL DEL SISTEMA INMUNE.

El fracaso del sistema inmune para impedir la aparicion de nuevos tumores, no
significa que no se produzcan respuestas inmunes especifcas contra tumores ya
establecidos. Desafortunadamente esta respliesta que puede ser detectable durante el

crecimiento inicial pero no tardio del tumor, es generalmente inefectiva.

Uno de los objetivos mas importantes en la inmunologia tumoral es determinar los
mecanismos por los que las células tumorales burlan o suprimen una respuesta inmune
potencialmente efectiva. Se han propuesto varios mecanismos de evasion del tumor al

control del sistema inmune.(ESQUEMA 1.4.1)
A.-ANTIGENICIDAD DISMINUIDA DE LAS CELULAS TUMORALES:

Se ha observado que las neoplasias que surgen espontaneamente son mucho
menos antigénicas que las inducidas de forma experimental por virus oncogénicos o

carcinégenos quimicos’

Muchos tumores humanos son debilmente antigénicos o no lo son en absoluto.
Aunque todas las células tumorales sintetizan nuevos antigenos, puede ocurrir que estos
no sean expresados en la superficie celular o que no sean presentados en un contexto

adecuado®. Recientemente se ha sefalado que la forma en que los antigenos tumorales son
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presentados por los macrofagos o células presentadoras de antigeno, es fundamental para
el desarrollo de una respuesta celular eficaz frente al tumor. Macréfagos obtenidos de

portadores de neoplasias, presentan una marcada inhibicién funcional in vivo e in vitro,
necesitando la reactivacion con MAF (IFN ganma) para que recuperen su funcion

tumoricida®

Estudios de tumores inducidos por virus, sugieren que la presencia de ciertos genes
confiere resistencia a la leucemia de origen virico y que al menos en algunos casos esta
resistencia es consecuencia de una respuesta inmune mis intensa a antigenos asociados

. 149
a virus

B.-HETEROGENICIDAD DE LA EXPRESION ANTIGENICA:

Una sustancial heterogenicidad en la expresién de antigenos asociados a tumores,
ha sido demostrada mediante heteroantisueros, anticuerpos monoclonales e inmunidad

mediada por células'”

Actualmente se tiene evidencia de que las neoplasias humanas, estin constituidas
por subpoblaciones celulares heterogeneas en cuanto a su inmunogenicidad, propiedades
antigénicas, potencial metastitico, receptores hormonales, caracteristicas metabdlicas,

sensibilidad a las radiaciones y susceptibilidad a drogas citotéxicas **'
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La clonacién de células tumorales ha revelado fenotipos heredables distintos,
algunos de los cuales se caracterizan por disminuir la expresion de antigenos tumorales.
Esto daria lugar a la aparicién de un clon dominante de mayor capacidad de resistencia
frente a la repuesta inmunolégica del huesped y a la eliminacién de clones inmunogénicos.

Este seria el caso de las células que integran los tumores invasivos y metastiticos™”

C.-MODULACION ANTIGENICA:

Este fendmeno incluye la endocitosis, el enmascaramiento y la redistribucién de
los antigenos asociados a las células neoplisicas lo que impediria que las células
inmunolégicas reconozcan y destruyan el tumpr. La modulacion antigénica fué observada
por primera vez en leucemias murinas, pero similares observaciones se han realizado en

tumores de células B y leucemias humanas'®

D.-FACTORES BLOQUEANTES:

En 1974, Hellstrom y cols * realizaron una serie de investigaciones que pusieron
de manifiesto la existencia de anticuerpos bloqueantes. Observaron que cuando ponian
en contacto un cultivo de células neoplasicas con linfocitos de pacientes con cincer, se
producia una destruccion de las células tumorales. Sin embargo, cuando a este cultivo le
agregaban suero de pacientes con tumores en crecimiento, no se producia citolisis, debido

a un bloqueo de la accion citotoxica de los linfocitos inmunes. Posteriormente también
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observaron que si la adiccion de suero procedia de portadores de neoplasias en fase de

remisién desaparecian estos anticuerpos bloqueantes. Se supone, que los antigenos de las
células tumorales se unen a anticuerpos procedentes del huésped y forman complejos
antigeno-anticuerpos que pueden ocupar los receptores Fc de las células efectoras
responsables de la CCDA (citotoxicidad celular mediada por anticuerpos) y bloquean su

. s o 48
funcion efectiva

E.-CELULAS SUPRESORAS ESPECIFICAS:

En animales experimentales se ha demostrado, que inmediatamente después de
la inoculacion de células tumorales antigénicas, aparecen células T supresoras (Tsl) las

cuales producen a su vez un factor supresor (TsF1)*

capaz de inducir un nuevo tipo de
células supresoras o Ts2 que pueden inhibir a las células T efectoras (Tc citotoxicas y
células T de hipersensibilidad retardada). Se han descrito también un factor TsF2 que

induce la produccién de células supresoras Ts3 que inhibirian a las células T colabo-

radoras Th

Asi mismo, se ha demostrado un descenso de la subpoblacion de linfocitos T
colaboradores y una elevacion de la subpoblacion de linfocitos T supresores, en sangre
periférica y en 6rganos linfoides de portadores de tumores en crecimiento. En consecuencia

se produce una incapacidad para la formacién de células T citotéxicas y para la liberacion
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de linfoquinas necesarias para la activacién de otros elementos efectores acentuindose la

inmunosupresién del huesped ’

F.-SUPRESION ESPECIFICA:

En estados de desnutricion comunmente asociados a los procesos neoplisicos, se
ha observado una disminucién de la inmunidad mediada células y en menor medida de
la inmunidad humoral. En portadores de tumores que presentan desnutricion, los
macréfagos activados pueden suprimir la proliferacion de linfocitos en presenc;a de
mitogenos tales como la BCG y el C parvum'”

Los macrofagos activados por los antigenos tumorales y también las propias
células neoplasicas liberan PGE2, la cual puede inhibir la accién efectora de la respuesta

inmune. La PGE2 induce la elevacién de la ciclogenasa que suprime la produccién y

activacién de los linfocitos efectores
La interaccion de estos diversos y complejos mecanismos colaboran para que la

respuesta inmunolégica del huesped sea ineficaz y la célula cancerosa adquiera una auto-

nomia completa y prolifere de forma incontrolada.
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Heterogenicidad de la expresion
antigénica de dones

Expresion antigénica Camuflaje
escasa o nula antigénico

N {7

EVASION DEL TUMOR
‘Factores bloqueantes &;a::og:presién

asociado al
tumor

Células supresoras especificas

Esq.1.4.1:Evasion del tumor al control del sistema inmune

-62-



INTRODUCCION

5.- INMUNOTERAPIA:

Como consecuencia de los avances en el conocimiento del sistema inmune y de los
mecanismos que inhiben el crecimiento de las células neoplisicas, estin apareciendo

nuevas estrategia para el control inmunolégico del cincer.

En la actualidad, con pocas excepciones, no hay ninguna pauta de inmunoterapia
que sea mas eficaz que la terapeiitica convencional; unicamente puede facilitar la

eliminacién de focos tumorales inaccesibles al tratamiento habitual.

La inmunoterapia tiene como objetivo, por un lado, aumentar la resistencia
especifica e inespecifica del huesped, y por otro, reducir al minimo las posibilidades de
escapar al control inmunolégico por la induccion de otros cambios potencialmente

perjudiciales en la regulacién inmunitaria.”

Mathe clasific6 la inmunoterapia en el cincer en tres grandes grupos: activa,

pasiva y adoptiva (ESQUEMA 1.5.1). La inmunoterapia activa la subdividié en especifica

e inespecifica'”
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5.1-INMUNOTERAPIA ACTIVA:

La finalidad de la inmunoterapia activa consiste en estimular la respuesta
inmunolégica del portador frente a su propio tumor. Antes de aplicar cualquier tipo de
tratamiento inmunolégico, es preciso reducir al minimo la masa tumoral, preferentemente
a 10° células con métodos quirirgicos, radioterapicos o quimioteripicos . De esta manera
se reducen al minimo el niimero de células tumorales y ademas, se eliminan las células Ts

del paciente, que inhiben Ia accién de las células efectoras inmunolégicas.'®

Inmunoterapia activa especifica.-

Basandose en el hecho de que algunos tumores expresan antigenos asociados que
pueden esti'mular la respuesta inmunolégica especifica, se han desarrollado vacunas

experimentales tumorales®.

En un principio se usaron con este fin, células tumorales inactivadas mediante
procedimientos radiactivos o quimicos y posteriormente, eran inoculados al paciente sin
resultados prometedores. En algunos casos estas células tumorales intactas se han
mezclado con inmunoestimulantes como la BCG o bien, se han tratado con neuroaminida-

sa la cual, puede desenmascarar determinantes inmunogénicos'®
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Recientemente se han desarrollado técnicas mis sofisticadas, mediante el uso de
células tumorales geneticamente alteradas, en las que se han insertado genes para una

citoquina '®

. Parece ser que la presencia de un gen extra para la IL2, 114, u otras
citoquinas, asi como para antigenos de histocompatibilidad (HLA-DR), pueden hacer a las
células tumorales inoculadas considerablemente mds inmunogénicas, dando lugar a un

aumento de la resistencia del huesped frente al tumor. Actualmente se estin realizando

ensayos clinicos en esta linea’

También se han realizado estudios en animales inmunizados con células tumorales
modificadas con virus o con haptenos, con el fin de aumentar la respuesta inmunitaria

» 165
especifica

Inmunoterapia activa inespecifica.-

Consiste en emplear una serie de agentes capaces de incrementar de manera

inespecifica la respuesta inmunitaria hacia las células tumorales. A estos agentes se les

ha denominado Modificadores de la Respuesta Biologica (MRB)(TABLA 1.5.1).

Los MRB pueden ser divididos en dos categorias principales:

a) Agentes bioldgicos o quimicos, que estimulan los mecanismos de defensa del

huésped involucrados en el control del crecimiento de las células tumorales ya sea
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aumentando la activacion de los elementos efectores o bien inhibiendo los mecanismos

supresores de la respuesta inmunolégica frente a los tumores

b) Productos celulares que pueden tener efectos antitumorales directos'®

La lista de inmunomoduladores aumenta continuamente a medida que se
adquieren nuevos conocimientos sobre el sistema inmune y sus mecanismos de regulacion

(TABLA 1.5.1)

Inmnomoduladores bioldgicos.-. Los mas usados han sido la BCG y el

Corynebacterium parvum

BCG: Es una cepa atenuada del Mycobacterium bovis que fué desarrollada como
una vacuna frente a la tuberculosis humana por Calmette y Guerin en el Instituto Pasteur
en 1908. La inyeccion intralesional de BCG puede producir regresion de hepatomas en
modelos animales y reactivar la inmunidad sistémica'®. Esta reactivacion de la respuesta
inmune puede ser la causa del aumento de la supervivencia en pacientes con melanoﬁnas
malignos que han recibido BCG intralesional antes de su extirpacién quirdrgica. La BCG
produce la estimulacién de los macréfagos y secundariamente la liberacion por estos de

tres linfoquinas: el interferon, el factor estimulante de colonias y el TNF'®,
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El Cparvum es otro adyuvante microbiano que produce varias reacciones
inmunolégicas. La administracién intraperitoneal de C.parvum a pacientes con carcinoma
epitelial de ovario, ha inhibido la formacién de ascitis y producido regresién de implantes

tumorales pequefios en la superficie peritoneal'®

El C.parvum produce estimulacién de las celulas B, induccién de la actividad
citotéxica de los macrifagos y de las células NK, recuperacion de la hematopoyesis
(probablemente a través de la produccion de CSF mediante macréfagos activados)

activacion del complemento, produccién de TNF y actividad antitumoral'™.

Inmunomoduladores sinteticos. El Levamisol es el inmunomodulador mas
ampliamente estudiado. Fué introducido como un antihelmintico de amplio espectro en
1966. El levamisol activa la produccién de linfocitos T en pacientes inmunodeprimidos,
restaura la inhibicion de la migracion de los linfocitos en respuesta a un estimulo
antigénico y aumenta la producciéon de mediadores solubles de la hipersensibilidad
retardada'®. Su utilidad como coadyuvante en el tratamiento del cincer ha sido
comprobado en muchos ensayos clinicos, pero estos resultados no han sido suficientes

como para justificar su uso generalizado para este propésito'” .

Productos celulares: La timosina produce un efecto estimulante sobre la funcién

de las células T en los pacientes con enfermedades malignas en los que la actividad de
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estas células estd deprimida. Se dispone de dos productos de la timosina, sintetizadas
mediante técnicas de DNA recombinante para uso clinico: la fraccion 5, es extraida del
timo de los terneros y contiene varios polipéptidos y la fraccion a-1, un polipéptido con
funcién linfoquina varias veces mis potente que la fraccion 5; ambas inducen la
maduracién de los prelinfocitos T estimulando la aparicion de marcadores fenotipicos

4 e 172
caracteristicos .

Citoquinas.-Las citoquinas han sido identificadas, caracterizadas e investigadas
mediante técnicas de ingenieria genética por su capacidad para el tratamiento de tumores
humanos y experimentales'”. Las dos citoquinas mas utilizadas en la inmunoterapia son

los interferones y la IL2.

Los interferones.- Debido a su actividad antiviral su utilizacion clinica ya ha sido
usada en papilomas juveniles de laringe o en condilomas genitales por HPV.Casi un 60%
de pacientes con SIDA y sarcoma de Kaposi pueden responder temporalmente al

tratamiento con interferén’

La IL2.- Se ha utilizado conjuntamente con las células LAK (células Killer
activadas con linfoquinas) y con los TILs (linfocitos infiltrantes de tumores) para el
tratamiento de tumores malignos que normalmente no responden a la quimioterapia

convencional como los melanomas e hipernefromas '™
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52.-INMUNOTERAPIA PASIVA.-

Tiene como fundamento la transferencia al enfermo de anticuerpos procedentes de
sujetos portadores del mismo tumor en regresion o curados. Dentro de la inmunoterapia
pasiva tiene especial importancia los anticuerpos monoclonales producidos mediante la

técnica de los hibridomas™.

Los anticuerpos monoclonales anti AAT(antigenos asociados a tumores) tienen la
capacidad de localizar de forma selectiva las células neoplisicas. Se han utilizado
diferentes estrategias para el control inmunoldgico tumoral mediante el uso de anti-
cuerpos monoclonales. Unas veces dirigiéndolo a la superficie de la célula tumoral como
un anticuerpo citotoxico con o sin la participacion del complemento, otras veces
dirigiéndolo hacia moléculas que son necesarias para el crecimiento y la diferenciacion de
las células tumorales como, por ejemplo, receptores para factores de crecimiento, y en
otras ocasiones conjugados a isdtopos radioactivos, drogas quimioterdpicas o toxinas

. 176
bacterianas

Anticuerpos monoclonales antilinfomas y antileucemias han conseguido respuestas
parciales en leucemias y linfomas en varios estudios publicados'”. Desafortunadamente
los resultados obtenidos hasta ahora no han sido tan halaguenos como se esperaban y la
mitica "bala mégica" que destruye solo las células neoplisicas pero no las normales, no ha

conseguido sus fines.

- 69 -



INTRODUCCION

—— — —

Las razones de este fracaso se explican por la heterogeneidad de los tumores (no
todas las células del tumor expresan los mismos antigenos), la modulacion antigénica, el
rechazo hacia el anticuerpo monoclonal, la baja expresion antigénica de algunas neoplasias

o el inadecuado acceso vascular.
5.3.-TERAPIA ADOPTIVA .-

Se basa en la inoculacién al paciente de células inmunocompetentes (linfocitos T
y B) y productos celulares (factor de transferencia) que intervienen en la respuesta

inmunolégica frente a las células tumorales.

Stéven Rosenberg,™ del National Institute of Healt de BetHesda basindose en la
capacidad de los linfocitos para reconocer y destruir las células neoplasicas y en que los
niveles de tales linfocitos son insuficientes en los individuos portadores de tumores, aislé
mediante leucoforesis de sangre periférica gran nimero de estos linfocitos. Posteriormente
los cultivé in vitro durante varios dias en presencia de IL2. Esto convirti6 a los linfocitos
en células Killer activadas por la linfoquina o células LAK, capaces de destruir las celulas
tumorales. Seguidamente las inyecté a pacientes junto con grandes dosis de IL2
recombinante obtenida mediante técnicas de ingenieria genética. Con esta terapia se

obtuvieron resultados muy prometedores en carcinomas renales y en melanomas malignos.
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Posteriormente se aislaron linfocitos infiltrantes de tumores o TILs en lugar de
linfocitos periféricos y desarrollando la misma técnica obtuvieron remisiones totales

parciales en un 20% de pacientes con estos mismos tipos de carcinomas.

Actualmente se estin investigando nuevas técnicas de terapia genética contra el
cancer. Las células tumorales extraidas de un paciente con cdncer, se transforman” in
vitro" en potenciales "vacunas” al introducir en ellas un gen extra para la IL2 o para
alguno de los factores activadores de los macréfagos o para antigenos de histocompatibili-
dad y posteriormente son reintroducidas en el paciente para estimular un rechazo

inmunolégico del tumor'®.

Aunque actualmente el problema consiste en que el sistema inmunolégico no sabe

reconocer el tumor como algo "extrafio", es posible que la manipulacién genética de las

células neoplasicas quizis lo consiga.
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Tipo

timopoyetina

de BRM Ejemplos Efecto principal

Productos BCG, C..pa.rv um, Activacién de

bacterianos | mUramil-dipeptido macréfagos y NK
dimicolato-trehalasa

Moléculas Copolimel.'o pirano Induccion del

sintéticas MVE, poli-I:C, interferén
pirimidinas

. . Interferones Activacion de
Citoquinas IL-2, TNF ’ macréfagos y NK
Timosina,timulina, | Modulacion de la fun-
Hormonas cion de las células T

TABLA 1.5.1: Modificadores de la respuesta biolégica
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INMUNOTERAPIA ACTIVA

Modificadores de la respuesta biologica
(IL2, IFN, BCG....)

[ |

Macréfagos

NK
%j @ INMUNOT. PASIVA

Ac monoclonales
+

LINMUNOT, ADOPTIVA Farmacos citotoxicos

A 4

TILS + IL2 :z> TUMOR @ BALA MAGICA

ESQUEMA 1.5.1:INMUNOTERAPIA
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HIPOTESIS DE TRABAJO

En el transcurso de los iltimos afios ha habido un gran interés para afrontar la
problemitica del cincer desde el punto de vista inmunolégico, esto es, del estudio de los

mecanismos de defensa del organismo frente a las células cancerosas.

A los inmunélogos les gusta pensar que la conquista del cincer estd en sus manos, sin

embargo, debe decirse que por el momento tal conquista no esti garantizada.

Sabemos que muchos tumores humanos expresan antigenos de superficie y que algunos
de éstos son capaces de inducir una respuesta inmunolégica en el paciente, tanto en el Ambito
local como en el ambito sistémico; que el cincer asocia un estado de inmunodeficiencia y,
finalmente, que existen en la actualidad posibilidades terapeiiticas para modular la respuesta

inmunitaria.

Basiandonos en estas premisas, hemos querido estudiar bajo un aspecto inmunolégico los
dos tipos de neoplasias ginecolgicas mis frecuentes: el carcinoma epidermoide del cuello uterino
y el adenocarcinoma de endometrio en estadios precoces, es decir, cuando en teoria el sistema
inmunitario puede ofrecer resistencia al desarrollo tumoral.

Para ello hemos investigado :

A) En primer lugar, la expresién antigénica de estas neoplasias bajo dos puntos de

vista :
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- En el dmbito sistémico, mediante determinaciones séricas de diversos antigenos

asociados a tumores .
- En el dmbito local, mediante la expresién de antigenos HLA de clase I y de clase II.

B) En segundo lugar, para observar la respuesta inmunolégica, hemos estudiado las

concentraciones séricas de dos interlenquinas.

C) Finalmente, para valorar las repercusiones inmunolégicas que para el paciente tiene

el crecimiento de las células malignas, hemos explorado:
- Lainmunidad celular in vivo mediante pruebas cuténeas de hipersensibilidad retardada

- La inmunidad humoral, mediante determinaciones de inmunoglobulinas y fracciones del

sistema complemento.
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MATERIAL Y METODO

1.- Pacientes :

Durante tres aiios (junio 90 - junio 93) hemos asistido en el Servicio de Obstetricia
y Ginecologia del Hospital Universitario Virgen de Valme, un total de 85 pacientes con el
diagndstico de carcinoma epidermoide de cuello uterino y adenocarcinoma de endometrio,

en estadios tempranos ( 0y I, F.I.G.O.).

A todas se les ofrecié participar en el ensayo que planteamos, aceptando
voluntariamente 59 de ellas, seis abandonaron el estudio en los primeros meses y las 53

restantes ( 31 neoplasias cervicales y 22 endometriales ) lo completaron.

De estas 53 pacientes, 11 han sido controladas durante tres afios, 12 durante dos

ainos y 30 durante un afio, con una media de seguimiento de 20 meses (tablas 3.1 y 3.2).

Como grupo control, seleccionamos 10 pacientes con patologia ginecolégica
benigna y le aplicamos el mismo protocolo de estudio experimental. Para el anilisis de la
expresion de antigenos HLA de clase I y de clase II, elegimos 10 cortes histolégicos de

cérvix y 10 de endometrio sin patologia.
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Nuestros criterios para la inclusiéon de pacientes en el grupo de estudio fueron
dos: diagnéstico anatomopatolégico de carcinoma escamoso cervical o adenocarcinoma de
endometrio y, estadio 0 6 estadio I de la enfermedad segun la clasificacion de la F.I.G.O.

de 1988. (TABLAS 3.3 y 34).

CA CERVIX CA ENDOMETRIO
ESTADIO O 12 3
ESTADIO 1 19 19
TOTAL 31 . 22

TABLA 3.1.-Distribucion de las pacientes segiin tipo y estadio de la neoplasia

PRIMER ANO SEGUNDO ANO TERCER ANO
N % N % N %
CA DE CERVIX 6 11,3 8 15,1 17 32,1
CA ENDOMETRIO 6 11,3 4 7,6 12 22,6
TOTAL 12 22,6 12 22,7 19 54,7

TABLA 3.2.- Distribucién de las pacientes durante el tiempo del estudio
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ESTADIO 0: Carcinoma "in situ", carcinoma intraepitelial (CIN III).

ESTADIO I: La lesion tumoral esti limitada estrictamente al cuello.
Ia: Carcinomas preclinicos, solo se diagnostican mediante microscopio.
Ial: Evidencia microscopica minima de invasion del estroma.
Ia2: Lesiones detectadas microscopicamente que pueden medirse.
La profundidad de la invasién no puede sobrepasar los 5§ mm.
La extension horizontal no debe sobrepasar los 7 mm.
Lesiones mayores tienen que estadiarse como un E. Ib
Ib: Lesiones mayores que en el E. Ia2 vistas clinicamente o no.
Espacios endolinfiticos o endovenosos no tienen que alterar el estadiaje pero
tienen que ser especificados para determinar si afectaran decisiones en un

futuro tratamiento.

TABLA 3.3: Clasificacion del Carcinoma de Cérvix (FIGO 1988)

ESTADIO O: Hiperplasia endometrial atipica, carcinoma "in situ". Hallazgos sospechosos
de malignidad
ESTADIO Ia: (G 1,2,3): Tumor limitado al endometrio.
Ib: (G 1,2,3): Invasién de menos de 1a 1/2 del miometrio.

Ic: (G 1,2,3): Invasion de mas de la 1/2 del miometrio.

TABLA 3.4 : Clasificacién del carcinoma de endometrio
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2.-METODOLOGIA:

Protocolo de estudio:

A cada paciente incluida en el programa, la hemos estudiado bajo dos aspectos:

clinico y experimental.

Bajo el punto de vista clinico, el seguimiento lo hemos efectuado antes del
tratamiento y posteriormente cada tres meses durante el primer afo y cada 6 durante el

resto del ensayo.

Para el estudio experimental se realizé una extracciéon sanguinea de cada pacientes
antes de aplicarle la terapeiitica y otra al completar cada afio de seguimiento. Las
muestras fueron centrifugadas a 3.000 R.P.M durante 3 minutos y después de separado
el suero, éste fué conservado a -70°C hasta que fueron recopilados todos los casos del

estudio.

Realizamos finalmente el examen comparativo de los resultados en las distintas

fases del estudio, asi como entre ambos tipos de carcinoma.
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2.1.-Estudio clinico:

Pacientes con carcinoma de cérvix :

Evaluamos aspectos epidemioldgicos, clinicos, diagnésticos, analiticos

terapeiiticos.

Factores epidemioldgicos:

Los factores epidemiolégicos fueron fecogidos en la primera visita.
En las pacientes con carcinoma de cervix hemos considerado los siguientes datos:
-edad
-paridad
-edad de la menarquia
-edad de comienzo de las relacciones sexuales
-antecedentes de infeccion genital
-tabaquismo
-método anticonceptivo

-otro tipo de enfermedades asociadas
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Parametros clinicos:

En cada visita efectuada por las pacientes en estudio, hemos valorado los datos
clinicos y exploratorios que a continuacién se detallan:
-metrorragia:
-leucorrea
-algias pélvicas
-sintomas digestivos
-sintomas renales
-sintomas respiratorios
-exploracion genital

-exploracion mamaria

Pruebas diagnésticas
Previamente al tratamiento, en las pacientes con carcinoma cervical realizamos:
-citologia
-colposcopia
-biopsia dirigida
-legrado endocervical
-ecografia
-radiografia de torax

-urografia intravenosa (en casos de sospecha de ca invasor)
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En los sucesivos controles después del tratamiento pacientes con carcinoma de
cervix en estadio 0:
-Citologia (triple toma)

-Colposcopia y eventual biopsia cervical

En los casos de carcinoma invasor:
-Citologia vaginal
-Ecografia pelvico-abdominal (cada 6 meses el 12 afio y posteriormente anual)
-Urografia intravenosa anual

-Radiografia de térax anual

Pruebas analiticas:

-Hemograma completo: Hb, Hcto, leucocitos, linfocitos y plaquetas
-Bioquimica: glucemia, urea-, creatinina, ac.drico, GOT, GPT, Na, K y fosfatasa alcalina.
-Orina: sedimento, proteinas y glucosuria.

Procedimiento terapeiitico:

Quiriirgico: -conizacién con Laser CO2

-conizacion con bisturi frio
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-histerectomia simple
-histerectomia con anexectomia bilateral con o sin limpieza ganglionar

-histerectomia radical segiin técnica de Wertheim-Meigs

Radioterdpico : -radioterapia externa con acelerador de electrones

-braquiterapia con Cs '

Pacientes con carcinoma de endometrio :

Factores epidemioldgicos:

-edad
-paridad
-edad de la menarquia
-edad de la menopausia
-enfermedades mamarias
-antecedentes de: diabetes
obesidad
hipertension
medicacién hormonal
enfermedades hepato-biliares

radioterapia.
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Parametros clinicos:

En todas las visitas efectuadas por las pacientes en estudio, se valoraron los datos
clinicos y exploratorios que a continuacién se detallan:
-metrorragia:
-leucorrea
-algias pélvicas
-sintomas digestivos
-sintomas renales
-sintomas respiratorios
-exploracion genital

-exploracion mamaria

Pruebas diagnésticas :

Previamente al tratamiento, realizamos:

-citologia triple toma

-toma endometrial

-microlegrado

-legrado fraccionado
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-ecografia pelvico-abdominal
-urografia intravenosa
-radiografia de térax
En las revisiones posteriores a la terapeiitica:
-citologia vaginal
-ecografia pélvico abdominal(cada 6 meses el 12 afio y posteriormente anual)
-urografia intravenosa anual
-radiografia de térax anual

-mamografia anual

Pruebas analiticas :

-Hemograma completo: Hb, Hcto, leucocitos, linfocitos y plaquetas
-Bioquimica: glucemia, urea, creatinina, ac.irico, GOT, GPT, Na, K y fosfatasa alcalina.

-Orina: sedimento, proteinas y glucosuria.

Procedimiento terapeiitico :

Quinirgico: -histerectomia simple
-histerectomia con anexectomia bilateral y colpectomia parcial con o sin
limpieza ganglionar

-histerectomia radical segiin técnica de Wertheim-Meigs
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Meédico:-En el carcinoma endometrial: progestigenos (acetato de medroxiprogesterona)

Radioterdpico : -radioterapia externa con acelerador de electrones

-braquiterapia con Cs ™
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2.2.-ESTUDIO EXPERIMENTAL.:

En el estudio experimental investigamos la expresion antigénica de estas neoplasias
en el Ambito sistémico, mediante las determinaciones séricas de los niveles de Ca-125,
CEA y el SCC o antigeno del carcinoma eséamoso y, en el ambito local, mediante la
expresion de antigenos HLA de clase 1 y de clase II en el tejido tumoral, obtenido a través

del material de biopsia de las pacientes seleccionadas.

Para observar la respuesta inmunolégica, hemos estudiado las concentraciones
séricas de dos interleuquinas: la INTERLEUQUINA 1-8 (IL1-8) y el FACTOR DE

NECROSIS TUMORAL-« (TNF-a), antes y después de haber recibido el tratamiento.

Por tltimo, para evaluar las repercusiones inmunolégicas que para el paciente

tienen estas neoplasias, hemos explorado la inmunidad humoral, valorando los niveles de

inmunoglobulinas IgA, IgM, IgG, y de las fracciones C3 y C4 del complemento y, la

inmunidad celular ir vivo mediante pruebas cutineas de hipersensibilidad retardada

aplicando el MULTITEST, previamente y al aiio de la aplicacién terapeiitica.
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2.2.1.-Determinacion de los niveles de CEA:

La cuantificacién del CEA en suero se ha realizado en placas de microtitulacion
mediante un inmunoensayo en fase sélida (DELFIA CEA R Kabi Pharmacia S.A.); basada
en la técnica de sandwich directa en la cual, dos anticuerpos monoclonales (derivados del
ratén) son dirigidos contra dos determinantes antigénicos distintos en la molécula CEA.
Standards, controles y muestras de pacientes que contienen CEA reaccionaran con los
anticuerpos monoclonales inmovilizados en el fondo y superficie interna del pocillo de la
placa. Posteriormente, un segundo anticuerpo marcado con europium reaccionara con el

complejo de CEA-AC. monoclonal.

Una solucién intensificadora disociari los iones de europium de los anticuerpos
marcados en la solucién, donde formaran quelatos con los componentes de la solucién

intensificadora. La fluorescencia de cada muestra es proporcional a la concentracién de

CEA.

Procedimiento de ensayo:

1.-Aspirar el buffer utilizando un lavador automaitico (Automatic washer-Delfia
Platewash prod.n® 1296-024) que hay en los pocillos.

2.-Afiadir 25 ul de 6 estandards por duplicado, controles y muestras

3.-Dispensar 200 ul de buffer (Tris-clorhidrico pH 7,8).
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4.-Incubar durante 3 horas agitando (Automatic shaker-Delfia Plate-shake ) .Antes
de que transcurra la totalidad de este tiempo, se prepara la dilucién de trazador con
arreglo al nimero de tiras empleado en el ensayo.

S.-Lavar dos veces cada pocillo con soluciones de lavado (Tween 20).

6.-Afiadir 200 pul de trazador diluido.

7.-Incubar durante una hora a temperatura ambiente en un agitador horizontal
(Automatic shaker-Delfia Platéshake).

8.-Lavar cada pocillo 4 veces.

9.-Anadir 200 ul de solucién intensificadora.

10.-Leer fluorescencia en un fluorimetro con lectura a tiempo de resolucion.

Cilculos de los resultados:

Los resultados de muestras y controles se han obtenido mediante un programa

de reduccion de datos a partir de las concentraciones de los standares (FiaCalc).
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2.2.2-Determinacion de los niveles de Ca-125:

La cuantificacion del Ca-125 se lleva a cabo mediante un ELISA (técnica sandwich
en un paso con tecnologia de estreptavidina) adaptada a un autoanalizador ES-600 de

Boehringer Mannheim.

Procedimiento de ensayo:

1.-Pipetear 0,1 ml de estandards,control y muestras .

2.-Pipetear 1 ml de una solucion compuesta por:biotina unida a anticuerpo
monoclonal especifico en buffer fosfato y anticuerpo conjugado marcado con POD.

3.-Incubar durante 90 minutos.

4.-Aspirar y en el plazo de 5 minutos llenar los tubos 2 veces hasta el borde con
Enzimun test (solucién de lavado).

5.-En los 5 minutos siguientes aspirar completamente.

6.-En el plazo de 10 minutos, hacer el pipeteo siguiente:1 ml de solucién sustrato
(fosfato/citrato 100 mmoles/l, pH 4,4 H,0, y perborato sédico 3,2 mmoles/l) cromdgeno
(ABTS® 1,9 mmoles/l)

7.-Incubar 60 minutos sin agitar y evitando la luz solar directa

8.-Mezclar el contenido de los tubos, trasvasar a la cubeta de lectura y leer las

extinciones
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2.2.3.-Determinacién de los niveles de SCC:

El antigeno SCC o antigeno asociado al carcinoma de células escamosas se
cuantifica mediante el IMx SCC basado en la tecnologia de inmunoensayo enzimatico de

microparticulas (MEIA).

Procedimiento de ensayo

El ensayo se realiza con el analizador IMx Abbot. Los reactivos IMx SCC se
agregan a la celda de reaccién en la secuencia siguiente:

1.-El conjunto sonda/electrodo dispensa la muestra, el tampon de dilucion MEIA
nimero 2 y las microparticulas recubiertas de anticuerpo contra el antigeno SCC a la
cavidad de incubaci6n de la celda de reaccién.

2.-El antigeno SCC se une a las microparticulas recubiertas de anticuerpo contra
el antigeno SCC para formar un complejo antigeno-anticuerpo.

3.-Una alicuota de la mezcla de reaccién que contiene el complejo antigeno-
anticuerpo unido a las microparticulas se transfiere a la matriz de fibra de vidrio. Las
microparticulas se unen de manera irreversible a la matriz de fibra de vidrio.

4.-La matriz se lava para eliminar los materiales no unidos.

5.-Un segundo anticuerpo dirigido contra el antigeno SCC conjugado con fosfatasa
alcalina se dispensa sobre la matriz y se une al complejo Ag-Ac.

6.-La matriz se lava para eliminar los materiales no unidos.
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7.-El substrato, fosfato de 4-metilumbeliferona, se agrega a la matriz y el producto

fluorescente se mide por el sistema dptico MEIA

2.2.4.-Anilisis de la expresion de antigenos HLA de clase II .-

Las biopsias de las pacientes en estudio junto con la de los 20 casos controles,
previamente incluidas en parafina, fueron analizadas mediante técnica inmunohistoquimi-

ca en microscopia dptica, segiin la técnica de Sternberger

Técnica de Sternberger

1.-Poner los cortes en 3 bafnos de xileno de 15 minutos cada uno para su
desparafinizacion y pasar por los alcoholes de graduaciéon descendente hasta llevar al
agua.

2.-Proceder a la inhibicion de la peroxidasa endégena y pseudoperoxidasa tratando
con perdxido de hidrégeno al 3% durante 30 minutos a temperatura ambiente.

3.-Lavar con agua destilada.

4.-Cubrir los cortes con suero normal de cerdo al 10% en TBS (TBS-NSWS)
durante 20 minutos.

5.-Quitar el exceso de TBS-NSWS, secar los portas excepto la zona del corte y
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cubrir este con una o dos gotas del antisuero ANTIFHUMAN HLA-R (DAKO-HLA-
DR,CR3/43, monoclonal mouse) a una dilucién de 1/100.

6.-Incubar en placa de Petri himeda, colocando los portas sobre varillas de vidrio,
durante 60 minutos a temperatura ambiente.

7.-Al término de la incubacién, se lavan los cortes con TBS (tampé6n Buffer Salino)
durante 10 minutos. A continuacion se vuelven a secar como en el paso 5%y se cubren con
el anticuerpo MONOCLONAL ANTIMOUSE (Boehringer Mannheim Immunodiagnos-
tics), a una dilucion de 1/100,en placa de Petri durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

8.-Nuevo lavado similar al realizado en el paso anterior y cubrir con la dilucién
elegida del complejo PaP (peroxidasa antiperoxidasa) a una dilucion del 1/100 durante 30
minutos, en placa de Petri a temperatura ambiente.

9.-Al término de la incubacién con el PaP, se lavan los cortes con el tampon TRIS
en un vaso de Coplin, mientras se preparan los reactivos para la demostraciéon de la
actividad peroxidasica.

10.-Demostracion de la actividad peroxidisica:

Revelado con diaminobencidina:se prepara una solucion con 3mg de diaminobenci-
dina,10 ml de amortiguador TRIS y una gota de peréxido de hidrégeno al 30%.

11.-El revelado debe hacerse bajo control microscépico en un microscopio con solo
dos objetivos (panoriamico y 10%),al que se le ha quitado el carro. En la platina del
microscopio se coloca una placa de Petri con dos varillas de vidrio sobre las que se coloca

el porta el cual se cubre con una o dos gotas del revelador , observando al microscopio la
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aparicion del color propio de la reaccion .Se debe controlar el tiempo de inicio cuando se
cubre el corte y el momento en que consideremos que el color de la reaccion especifica es
suficientemente intenso.

12.-La reaccioén se para introduciendo los cortes en agua destilada donde se le dan
varios lavados.

13.-Finalmente se contratifien con hematoxilina y se deshidratan y montan en la

forma habitual.

Para cada especimen fueron incluidos controles negativos,sin afadirles el
anticuerpo primario o ANTI-HUMAN HLA-DR, y controles positivos usando cortes de

amigdala humana.

2.2.5.-Anilisis de la expresion de antigenos HLA de clase I:

El anilisis de la expresion de antigenos HLA de clase I, se realizo en cortes del
material de biopsia de las pacientes en estudio, incluido en parafina,mediante técnica de

inmunohistoquimica en microscopia dptica,segiin técnica de Sternberger:

1.-Poner los cortes en tres bafios de xileno de 15’ cada uno para su desparafiniza-
ciéon y pasar por los alcoholes descendentes hasta llevar al agua.
2.-Proceder a la inhibicién de la peroxidasa endégena tratando con peréxido de

hidrogeno al 3%, durante 30’ a temperatura ambiente.
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3.-Lavar con agua destilada.

4.-Cubrir los cortes con suero normal de cerdo durante 20’

5.-Quitar el exceso de TBS y secar los portas excepto la zona del corte y cubrir con
una o dos gotas de antisuero 8,-microglobulina (82-microglobulin DAKO-immunoglobu-
lins) a una dilucién de 1/100.

6.-Incubar a temperatura ambiente durante una hora, en caja hiimeda de Petri,
colocando los portas sobre varillas de vidrio.

7.-Al término de la incubacién se lavan los cortes con TBS durante 10° A
continuacién se vuelven a secar como en el paso 5%y se cubren con una o dos gotas de
anticuerpo policional de conejo (anti-rabbit IgG-biotin Boehringer Mannheim) a una
dilucién de 1/100. Incubar a temperatura ambiente durante 30°.

8.-Nuevo lavado similar al realizado en el paso anterior y cubrir con el complejo
PaP a una dilucién del 1/100 durante 30’ a temperatura ambiente.

9.-Al término de la incubacién ,se lavan los cortes con TRIS en un vaso de Coplin
mientras se preparan los reactivos para la demostracion de la actividad peroxidasica.

10.-Se realiza el revelado con diaminobencidina en solucién con TRIS y peréxido
de hidrdgeno, bajo control microscépico .

11.-La reacci6n se para introduciendo los cortes en agua destilada y finalmente se
contratifien con hematoxilina y se montan en la forma usual.

Como controles negativos en cada especimen se usaron cortes a los que se les
aplicé la misma técnica pero sin afadirles el anticuerpo primario o 8, microglobulina y

como controles positivos amigdala humana
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2.2.6.-Determinacion de los niveles de FNT-« e IL1-8

La cuantificacion de estas citoquinas en suero se ha realizado mediante un
enzimoinmunoensayo heterogeneo (ELISA), llevado a cabo en placas "microtiter" (FNT-a,
e IL1-f EASIA, Medgenix diagnostic, Bruselas). Dicha técnica se basa en el empleo de
varios anticuerpos monoclonales dirigidos, en cada caso, frente a distintos epitopos de las
moléculas de FNT-a e IL1-8. Uno de estos anticuerpos (AC de captura) se encuentra
absorbido al fondo y superficie interna del pocillo de la placa. Esta técnica no requiere
ningn proceso de extraccion de la muestra. El procedimiento de ensayo para cada

citoquina es el siguiente:
Procedimiento de ensayo para el FNT-«

1.-Colocar 200 ul de cada uno de los calibradores (por duplicado), controles y
muestras en los pocillos correspondientes.

2.-Dispensar 50 ul de bufer de incubacién (tris maleato con albimina sérica bovina
y conservantes) en todos los pocillos.

3.-Incubar la placa durante 2 horas a temperatura ambiente sobre un agitador

horizontal (EASIA) a 700 + 100rpm.

4.-Lavar con solucion de Tween 20 al 20%, haciendo 3 ciclos de dispensado y

aspirado.
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5.-Anadir 100 ul.de calibrador 0 a todos los pocillos.
6.-Dispensar 50 ul del anticuerpo anti-FNT-a conjugado con peroxidasa de rabano
picante (HRP).

7.-Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente sobre un agitador a 700 = 100

8.-Lavar la placa siguiendo el mismo procedimiento que la vez anterior.

9.-Aiadir 200 1 de la solucién de revelado recién preparada [tetrametilbencidina
(TMB) en tampédn acetato/citrato con peréxido de hidrogeno], dentro de los 15 minutos
que siguen al paso de lavado.

10.-Incubar la placa durante 30 minutos a temperatura ambiente agitindola
continuamente a 700 = rpm, evitando la exposicion directa a la luz del sol.

11.-Dispensar 50 ul de la solucién devparada (SO4H2 1.8N).

12.-Leer las absorbancias dentro de una hora y calcular los resultados como se

describe mas adelante.
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Procedimiento de ensayo para la IL1-8.

1.-Dispensar 200 ul.de cada uno de los calibradores (por duplicado),controles y
muestras, en los pocillos correspondientes.

2.-Anadir 50 ul de anticuerpo anti-ILLﬂ conjugado con HRP a todos los pocillos.

3.-Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente sobre un agitador horizontal
a 700 = rpm.

4.-Lavar la placa con solucién de Tween 20 al 20%, haciendo 3 ciclos de dispensado
y aspirado.

5.-Anadir 200 zl de la solucion de revelado (TMB en tampén acetato/citrato con
perdxido de hidrogeno), dentro de los 15 minutos que siguen al paso de lavado.

6.-Incubar la placa durante 15 minutos en las mismas condiciones que en el paso
3 evitando la exposicion directa a la luz del sol.

7.-Dispensar 50 ul de la solucién de parada (SO4H2 1.8N).

8.-Leer las absorbancias dentro de las 3 horas siguientes y calcular las

concentraciones correspondientes como se describe mds adelante.

Procedimiento de lectura:

La intensidad del color desarrollado se cuantificé en un lector automatico que
utiliza una reduccion de datos policromatica (Vmax EASIA reader,Medgenix,Belgica). La

placa es leida en primer lugar a 450 nm,y posteriormente a 490 nm para el caso de que
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hubiera absorbancias superiores a 1.5 Unidades de densidad éptica; el filtro de referencia
utilizado es de 630 nm. Se utiliz6 una funcion de 4 parimetros logisticos para construir
la curva de calibracion y las concentraciones de las muestras se determinaron por

interpolacion sobre dicha curva.

Evaluacion del método de ELISA:

Limite de deteccién: su estudio se ha llevado a cabo calculando la concentracién
correspondiente a la media de 20 replicados del calibrador 0 mas 2 desviaciones standar.
Asi mismo, se han practicado diluciones seriadas de un estindar conocido con el estindar
0, hasta una concentracion préxima al limite de deteccion establecido por la casa

comercial.

En las instrucciones del fabricante viene especificado un limite de deteccion de 3

pg/ml para el FNT alfa y de 2 pg/ml para la IL1 beta.

B.7-Determinaciones de los niveles de IgG, IgM, IgA, C3 y C4:

La determinacion cuantitativa de las inmunoglobulinas IgG, IgM, IgA, y del C3 y
C4, se ha efectuado mediante antisueros especificos frente a proteinas humanas con un

nefelémetro terminal Behring.

Las proteinas contenidas en el suero humano forman, por medio de una reaccién
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hubiera absorbancias superiores a 1.5 Unidades de densidad éptica; el filtro de referencia
utilizado es de 630 nm. Se utiliz6 una funcién de 4 parimetros logisticos para construir
la curva de calibracién y las concentraciones de las muestras se determinaron por

interpolacion sobre dicha curva.

Evaluacion del método de ELISA:

Limite de deteccion: su estudio se ha llevado a cabo calculando la concentracién
correspondiente a la media de 20 replicados del calibrador 0 mas 2 desviaciones standar.
Asi mismo, se han practicado diluciones seriadas de un estindar conocido con el estindar
0, hasta una concentracién préxima al limite de deteccion establecido por la casa

comercial.

En las instrucciones del fabricante viene especificado un limite de deteccién de 3

pg/ml para el FNT alfa y de 2 pg/ml para la IL1 beta.

2.2.7-Determinaciones de los niveles de IgG, IgM, IgA, C3 y C4:

La determinacién cuantitativa de las inmunoglobulinas IgG, IgM, IgA, y del C3 y
C4, se ha efectuado mediante antisueros especificos frente a proteinas humanas con un

nefelometro terminal Behring.

Las proteinas contenidas en el suero humano forman, por medio de una reaccién
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inmunoquimica con anticuerpos especificos, inmunocomplejos los cuales pueden dispersar
un rayo de luz incidente. La intensidad de la luz dispersada‘ es proporcional a la
concentraciéon de la correspondiente inmunoglobulina en la muestra. La valoracién se

realiza comparando con un estindar de concentracién conocida.

2.2.8.-Exploracion "in vive" de la inmunidad mediada por células:

El estudio de la inmunidad mediada por células "in vivo",se realiz6 mediante
pruebas cutineas de hipersensibilidad retardada.Empleamos el método MULTITEST IMC
del Instituto MERIEUX (RHONE-POULENC FARMA S.A.E.).Se trata de un
procedimiento de multipuntura constituido por un aplicador de resina acrilica, con 8

cabezas cargadas con 7 antigenos distintos y un control de glicerina.

Cada cabeza estd numerada del 1 al 8 conteniendo los siguientes antigenos :

1.-Tétanos 550.000 Unidades Mérieux/ml
2.-Difteria 1.100.000 Unidades Mérieux/ml
3.-Estreptococo (grupo C)..ce.. sensensnsesZ:000 Unidades Mérieux/ml
4.-Tuberculina 300.000 Unidades Mérieux/ml
5.-Control (glicerina).....escscssssecessss70% p/v

6.-Candida albicans. 2.999 Unidades Mérieux/ml
7.-Trichophyton mentagrophytes.......c.... wsee1 50 Unidades Mérieux/ml
8.-Proteus mirabilis 150 Unidades Mérieux/ml
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Aplicamos el MULTITEST en la cara anterior del brazo previamente desinfectado
con alcohol, ejerciendo una presién firme y constante durante al menos 5", de manera que
se visualicen claramente sobre la piel la marca de las 8 cabezas y posteriormente se

delimitan graficamente (con boligrafo o rotulador) el lugar donde se aplico el test.

La lectura de los resultados la realizamos a las 48 horas de la aplicacion. Medimos

solamente la induracion, no el eritema, con una regla de precision milimétrica.Una

reaccion la consideramos positiva si el diametro medio en mm es igual o superior a 2 mm.
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3.-Analisis estadistico

Para analizar las variables clinicas estudiadas dentro de los factores epidemiologi-
cos (edad, paridad..) en nuestro protocolo, hemos realizado un método estadistico
descriptivo. Para valorar el grado de significacion estadistica de las diferencias observadas
entre las pacientes con carcinoma de cérvix y las pacientes con adenocarcinoma de
endometrio, hemos aplicado la prueba de % . El nivel de significacién estadistico

establecido ha sido de 0,05.

En cuanto a las variables experimentales cuantitativas (CEA, Ca-125, SCC, TNF,
IL1, Inmunoglobulinas y fracciones C3 y C4 del complemento) en los dos grupos de
neoplasias (cérvix y endometrio) una vez estratificadas en las diferentes fases en que
efectuamos el ensayo (antes del tratamiento, después del tratamiento y en el tltimo control

efectuado) y en los distintos estadios clinicos de la FIGO, hemos aplicado :

a) un método estadistico descriptivo calculando la media, la desviacion estandar

la mixima y la minima de las concentraciones de estas variables.

b) un estudio de asociacién utilizando el test no paramétrico de Mann-Whitney,

debido a que los subconjuntos obtenidos de la estratificacién de las variables no fueron

homogeneos.
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La hipdtesis nula establecida fué la inexistencia de diferencias significativas al
comparar las concentraciones de las variables de los distintos grupos. Se consideré

significativo un valor de p=<0,05.

Para el estudié comparativo de las variables cualitativas del ensayo, es decir,
expresion de antigenos HLA de clase I y I , y pruebas cutineas de hipersensibilidad
retardada, entre los dos tipos de neoplasias (cérvix y endometrio) antes y después del
tratamiento, hemos utilizado el test de %  y el test exacto de Fisher para tablas 2 x 2

estableciendo como nivel de significacion estadistica 0,05.
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RESULTADOS

1.-ESTUDIO CLINICO

1.1-Factores de interés epidemiologico

Edad :

La edad media de las pacientes con carcinoma de cérvix ha sido de 42,9 afios y la de
las pacientes con adenocarcinoma de endometrio ha sido de 64,3 aiios, existiendo diferencias

estadisticamente significativas al comparar ambos grupos (p<0,05) (TABLAS 4.1 y 4.2).

Paridad :

La media del niimero de hijos para el carcinoma de cervix ha sido de 3,2y de 2,8 para
el carcinoma de endometrio, no apreciandose diferencias significativas entre ambos tipos de

neoplasias (TABLA 4.3).

Menarquia y Menopausia:

La edad media de la menarquia ha sido de 12,5 afios para las pacientes con carcinoma de
cuello y de 13,5 afios para las pacientes con adenocarcinoma de endometrio, lo que representa

diferencias significativas entre ambas (p<0,05).
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En cuanto a la edad de la menopausia en las pacientes con carcinoma de cérvix ha sido
de 45,5 aiios y de 50,4 en las que padecen carcinoma endometrial presentando también entre

ambas diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Edad de comienzo de las relacciones sexuales :

La edad media de inicio de las relacciones sexuales en las pacientes con carcinoma de

cérvix ha sido de 19,1 + 3,3 afios. Un 32,2% tuvieron su primer coito antes de los 20 afios.

Antecedentes de infeccion genital :

Dentro del grupo de pacientes que padecen neoplasias cervicales uterinas en nuestro

estudio, 11, es decir, un 35,48% han presentado infeccién por HPV.

Antecedentes de tabaquismeo :

Otro.de los factores epidemiolégicos que hemos estudiado en los casos de carcinomas
cervicales ha sido el tabaquismo. Un 25,8% de las pacientes de este grupo son fumadoras de

mds de 10 cigarrillos al dia (GRAFICO 4.1).
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Antecedentes anticonceptivos :

Es importante destacar que la mayoria delas pacientes de nuestro estudio con neoplasia
cervical (64,4%) han sido diagnosticadas cuando estaban en etapa asintomaitica en la consulta
de planificacién familiar (48,3%) y en la consulta de obstetricia (16,1%), mediante controles

citologicos rutinarios .

La distribucion de las enfermas en cuanto al método anticonceptivo usado ha sido de
un 45% para los anticonceptivos orales, un 35,4% para el coito interrumpido y un 22% para

el DIU.

Antecedentes de otras enfermedades asociadas :

Dentro del grupo de pacientes con carcinoma de endometrio, hemos investigado una
serie de antecedentes médicos que pueden asociarse con este tipo de neoplasia. Hemos
observado que ninguna enferma de nuestro estudio habia sido expuesta a radiaciones, ni

tampoco presentaba patologia mamaria.
Sin embargo, un 82,3% de estas enfermas son obesas, un 72,7% hipertensas, el 13,6%

padecen diabetes en tratamiento y el 40,9% tenian antecedentes de colecistopatia. Solo una

paciente habia recibido terapia tiroidea por presentar bocio hipofuncionante (GRAF 4.2)
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TABLA 4.1.-EDAD

MEDIA DS MIN MAX
Ca de cérvix 42,9 11,8 28 80
Ca de endometrio 64,3 98 39 81
p<005

TABLA 4.2.-EDAD SEGUN ESTADIO

ESTADIO 0 ESTADIO 1
Ca de cérvix 41,2 45,5
Ca de endometrio 493 66,6

N.S p <0,05
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TABLA 4.3.-PARIDAD

MEDIA DS MIN MAX
Ca de cérvix 32 1,5 0 7
Ca de endometrio 2,8 1,7 0 7
N.S
TABLA 4.4.-EDAD DE LA MENARQUIA Y MENOPAUSIA
MENARQUIA MENOPAUSIA

Ca de cérvix 12,5 45,5

Ca de endometrio 13,5 50,4

p <0,05 p <0,05
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1.2.- Parametros clinicos

Pacientes con carcinoma de cervix :

En la primera visita efectuada antes del tratamiento, un 35,4% de las pacientes que
padecen carcinoma cervical han presentado metrorragia, 32,2% leucorrea y solo un 6,4 se
quejaba de molestias en hipogastrio. Ninguna ha presentado clinica digestiva, respiratoria o

renal que hicieran sospechar enfermedad metastisica.

Todas las enfermas han permanecido asintométicas en los sucesivos controles excepto

una de las dos pacientes que han recidivado.

Pacientes con adenocarcinoma endometrial :

A diferencia de las pacientes con carcinoma cervical, el 100% de las enfermas con
adenocarcinoma de endometrio han acudido a la consulta por presentar metrorragia que se ha
acompainado de molestias abdominales en un 18,4% de los casos. Tampoco en este grupo de

enfermas hemos evidenciado sintomas digestivos respiratorios o renales (GRAFICO 4.3).
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1.3.- Exploracion clinica :

Pacientes con carcinoma de cervix :

Mediante la simple inspeccion del cuello uterino realizada con un espéculo, hemos
descubierto una tumoracién exofitica en el 16,1% de las pacientes y una tumoracion endofitica
en el 12,9%. En el resto de los casos hemos observado una mucosa macroscépicamente normal

con zonas mas o menos extensas de eritroplasia.

El tamafo uterino ha sido normal en el 90,3% de las enfermas y aumentado y de
caracteristicas miomatosas en el 6,4%. A una paciente le habian practicado anteriormente una
histerectomia subtotal. En la exploracién anexial solo una paciente ha presentado patologia (

un quiste unilateral de ovario tipicamente benigno.)

No hemos observado ningun hallazgo patoldgico en la exploracion mamaria en las

enfermas de este grupo (TABLA 4.5).

En los controles posteriores al tratamiento, hemos podido constatar dos recidivas

locales de la enfermedad (6,4%) con afectacién parametrial en una de ellas.

-114 -



RESULTADOS

Pacientes con carcinoma endometrial :

En la exploracion cervical de las pacientes con carcinoma endometrial no hemos

evidenciado patologia de interés. Dos pacientes presentaban pélipos endocervicales.

En un 28,5% de las enfermas de este grupo hemos observado un ttero aumentado de
tamafio sin aspecto miomatoso. La exploracion anexial fué siempre negativa . Tampoco hemos

encontrado patologia en el examen de las mamas de estas pacientes (TABLA 4.5).

En las exploraciones efectuadas a estas enfermas durante las visitas de control, hemos

evidenciado signos de recidiva en ciipula vaginal en dos pacientes (9%).

CA DE CERVIX CA DE ENDOMETRIO
CUELLO Ectopia 83% 9,2%
T. exofitica 16,1%
T. endofitica 12,9%
UTERO Normal 90,3% 71,5%
Aumentado 6,4% 28,5%
ANEJOS Normales 96,8% 100%
Aumentados 3,2% 0%
MAMAS Normales 100% 100%

TABLA 4.5: Exploracién clinica
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1.4.- Pruebas complementarias .

Pacientes con carcinoma de cérvix

La citologia ha sido positiva en un 100% de los casos, la colposcopia ha tenido un 16,1%
de falsos negativos y la biopsia dirigida ha sido positiva en el 96,7% de nuestras pacientes, ya
que hemos obtuvido un falso negativo. Solamente a un 29% de las pacientes le hemos

practicado legrado endocervical obteniendo un 22,2% de falsos negativos (GRAF4.4).

En los casos de sospecha de carcinoma invasivo , la exploracion ecogrifica pélvico-
abdominal ha evidenciado signos de enfermedad neopldsica en el 15,7% de las enfermas de este
grupo. No hemos observado hallazgos patologicos en el examen efectuado con los otros

procedimienﬁ)s utilizados para el estudio de extension (Rx torax, U.LV y T.A.C).

En los controles del curso de la enfermedad , las dos pacientes con recurrencia de la
neoplasia, han manifestado positividad en el estudio citologico siendo el resto de las
exploraciones complementarias negativas. En los demas casos, todas las pruebas complementa-

rias han sido negativas.
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Pacientes con carcinoma endometrial.

La citologia ha sido positiva solamente en el 8,3% de los casos y la toma de endometrio
ha tenido un 50% de falsos negativos . Sin embargo, con el legrado fraccionado no hemos
encontrado ningun falso positivo aunque en un caso el material obtenido no ha sido apto para

el diagnostico.

La ecografia, especialmente mediante la exploracion con sonda vaginal esta
imponiendose como uno de los medios mds itiles para el descubrimiento de la patologia
maligna del endometrio por su inocuidad y fiabilidad. Nosotros hemos obtenido un 63,6 % de
resultados positivos (hay que resefiar que en los dos primeros afios del estudio no disponiamos

de sonda vaginal en nuestro Servicio) (GRAF 4. §5).

El estudio de extensién realizado mediante Rx térax TAC y UIV ha sido inicialmente

negativo en todos los casos del estudio.

Sin embargo, durante el periodo de control, hemos observado que las dos pacientes que
han presentado recurrencia de la neoplasia, han mostrado citologias positivas y también el
TAC, la ecografia pélvico-vaginal y la radiografia de tdérax. han evidenciado iméigenes

sospechosas de metistasis.
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1.5.- Pruebas analiticas.

En los anilisis rutinarios efectuados a todos las pacientes incluidas en el estudio, hemos
observado como dato de interés, que un 5% de casos han manifestado leucopenia (menos de
4.8000 leucocitos/mm’) en la primera determinacion efectuada antes de recibir cualquier tipo
de terapeiitica y que ha ascendido a un 19% en los controles posteriores al tratamiento,
proporcién que se ha mantenido hasta el final del estudio. Asi mismo, inicialmente hemos
observado linfopenia (porcentaje de linfocitos inferior al 19%) en un 11,3% de pacientes ,
aumentando a un 15,5% después del tratamiento y a un 18,3% en la dltima revision efectuada

aunque estas variaciones no han sido significativas (TABLA 4.6).

Todos los parametros bioquimicos se han mantenido dentro de los limites normales
excepto un 9,4 % de pacientes que han evidenciado hiperglucemia secundaria a la diabetes que
padecian. Una paciente con recidiva de carcinoma endometrial ha mantenido cifras

anormalmente bajas de fosfatasa alcalina desde el comienzo del estudio.

TABLA 4.6: RESULTADOS ANALITICOS (SERIE BLANCA)

LEUCOPENIA LINFOPENIA
Determinaciones iniciales 5% 11,3%
Determinaciones postratamiento 19% 15,5%
Determinaciones finales 19% 18,5%
N.S N.S
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1.6.- Tratamiento

Pacientes con carcinoma de cérvix

En las enfermas con neoplasia cervical en estadio 0, hemos realizado una conizacién
en 14 de los 19 casos. El 50 % de estas conizaciones se ha efectuado mediante técnica con Laser
de CO2. Al 21,4% de estas pacientes le hemos practicado una histerectomia simple posterior

por encontrarse los bordes de la pieza afectados por la neoplasia.

Entre las 12 pacientes con carcinoma de cérvix en estadio I, en el 75% de los casos
hemos efectuado una histerectomia con anexectomia bilateral, colpectomia parcial y limpieza
ganglionar. En el 25% de los casos restantes hemos realizado histerectomia radical segtn

técnica de Wertheim-Meigs (GRAFICO 4.6).

Posteriormente la enfermas con neoplasia en estadio Ib (58 %) recibieron tratamiento
radioterapico combinado (radioterapia externa con acelerador de electrones y braquiterapia con

Cesio radioactivo) .

A lo largo de los tres aiios de estudio hemos observado dos recidivas. Una en un

carcinoma in situ y otra en una paciente con carcinoma en estadio Ib .
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Pacientes con carcinoma de endometrio

Entre las pacientes con adenocarcinoma de endometrio hemos encontrado unicamente
tres casos de neoplasia en estadio 0. Estas pacientes han sido tratadas exclusivamente, con

histerectomia y anexectomia bilateral .

Las pacientes con carcinoma endometrial en estadio I han sido sometidas a tratamiento
quirdrgico y posteriormente a las que presentaban invasion de mis de la mitad del miometrio
(59%) se les ha aplicado radioterapia externa mediante acelerador lineal de electrones

combinada con braquiterapia con Cs ' (GRAFICO 4.7).

A un 36,6% de estas pacientes se les ha administrado también hormonoterapia con

acetato de medroxiprogesterona durante un afio a dosis un gramo semanal.

Durante el periodo de seguimiento hemos encontrado dos recidivas entre el primer y

segundo aio después del tratamiento. Ambas en las dos pacientes que presentaban neoplasias

con un grado histolégico de diferenciacion de tipo 3.
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2.-ESTUDIO EXPERIMENTAL

2.1.- Concentracion de CEA

La cuantificacion sérica de CEA obtenida mediante inmunoanalisis en fase s6lida basada
en la técnica de sandwich establece como valores normales de 0 a 5 ng/ml. Las determinaciones
de CEA realizadas inicialmente, después de efectuado el tratamiento y en el Gltimo control, en
los dos grupos estudiados (carcinoma epidermoide de cérvix y adenocarcinoma de endometrio)
diferenciando las pacientes que se encontraban en estadio preinvasivo de las que se encontraban

en estadio I, han mostrado los siguientes resultados: ( FIGS 4.1, 4.2 y 4.3)

- Las concentraciones de CEA obtenidas en las pacientes con neoplasia cervical (tanto
en estadio 0 como en estadio I), se han mantenido dentro de limites normales a lo largo de

todo el estudio.

- Las pacientes con adenocarcinoma preinvasivo de endometrio, también han presentado

valores normales de CEA tanto inicialmente como durante el tiempo de control.

- En cuatro casos (21%) de neoplasia endometrial en estadio I, hemos comprobado
valores por encima de los limites normales antes de efectuar el tratamiento, pero estas cifras

se han normalizado una vez que estas pacientes han sido tratadas .
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Observando las concentraciones seriadas a lo largo del estudio en cada grupo de
pacientes, no hemos constatado variaciones en los niveles de CEA, excepto en los
adenocarcinomas invasivos de endometrio en los cuales se evidencia un descenso de los valores

iniciales después de efectuar el tratamiento. (TABLAS 4.7 y 4.8)

A pesar de la normalidad de los resultados obtenidos, en el estudio estadistico
realizado comparando las concentraciones de CEA entre los dos tipos histologicos de
carcinoma, los dos estadios y los casos control en las distintas fases del ensayo, la hipétesis
nula establecida, es decir, la inexistencia de diferencias entre los valores obtenidos en ambos

grupos se rechazé al comparar (TABLA 4.9).

- Los titulos iniciales de las pacientes con carcinoma de cérvix en estadio preinvasivo

e invasivo, observindose valores inferiores en las pacientes con carcinoma preinvasivo (p <0,05)
- Las concentraciones de las enfermas con neoplasia cervical en estadio I obtenidas
antes del tratamiento y el altimo control efectuado, presentando este grupo de pacientes

concentraciones superiores antes de efectuado el tratamiento (p<0,05).

- Los valores iniciales en los casos de adenocarcinoma de endometrio en estadio Iy el

grupo control, siendo menores los valores obtenidos en este ltimo grupo (p<0,05).
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TABLA 4.7: CONCENTRACION DE CEA EN EL CARCINOMA DE CERVIX (ng/ml)

MEDIA D.S MIN MAX

Estadio preinvasivo:*Pre 1,06 0,38 0,27 1,93
**Pos 1,15 0,57 0,30 2,54

**+U.C 1,04 0,68 0,10 2,72

Estadio invasivo: Pre 1,90 0,99 0,61 3,59
Pos 1,49 1,12 0,44 4,31

u.C 1,04 0,68 0,10 2,72

*Pre: previo al tratamiento; ** Pos: posterior al tratamiento;*** U.C: iltimo control

TABLA 4.8: CONCENTRACION DE CEA EN EL CARCINOMA DE ENDOMETRIO

MEDIA D.S MIN MAX

Estadio preinvasivo:*Pre 2,85 2,2 0,38 4,83
**Pos 3,09 2,45 0,25 4,52

**+U.C 1,06 0,26 0,88 1,37

Estadio invasivo: Pre 2,96 3,15 0,70 10,88
Pos 1,98 1,28 0,59 4,95

u.c 1,56 0,77 0,29 2,95

*Pre: previo al tratamiento; ** Pos: posterior al tratamiento;*** U.C: iltimo control
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N.S

POS N.S

N.S
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POS

N.S
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N.S
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N.S
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Pp<0,05

TABLA 4.9: RESULTADOS COMPARATIVOS DEL CEA

*Pre: Antes del tratamiento
**Pos: Después del tratamiento

*xxl.C: Ultimo control
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2.2.- Concentracion de Ca-125

Los valores normales establecidos al cuantificar el Ca-125 en plasma por el método

ELISA estin comprendidos entre 0 y 35 mU /ml.

Nosotros hemos analizado el Ca-125 de las pacientes incluidas en el estudio antes de

aplicar ningun tipo de terapeiitica, después de la misma y en el Gitimo control efectuado .

Los resultados obtenidos son los que a continuacién se detallan (FIG 4.4, 4.5 y 4.6):

A) Entre las pacientes con carcinoma de cérvix:

-No hemos encontrado elevacién inicial de la concentracion de este marcador tumoral

a excepcion de un solo caso de neoplasia preinvasiva y de otro caso de neoplasia invasiva.

B) En las pacientes con adenocarcinoma de endometrio

-La concentraciones de Ca-125 en el estadio 0, han permanecisdo normales a lo largo de

todo el estudio.
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-Hemos observado cifras elevadas en las determinaciones iniciales en cinco pacientes
(26,3%) que se encontraban en estadio L Después del tratamiento estos valores se normalizaron

excepto en una paciente que posteriormente mostré recurrencia de la enfermedad.

El seguimiento de los valores de Ca-125 a lo largo del ensayo demuestra que, solo en
las pacientes con adenocarcinoma de endometrio en estadio I, los niveles iniciales de este
marcador, han descendido de forma evidente después de realizado el tratamiento (TABLAS 4.10

y 4.11).

Desde el punto de vista estadistico la comparacion entre los dos tipos de carcinoma,
diferenciando los dos estadios y los casos control, en las diferentes etapas del estudio, arrojo

los siguientes resultados (TABLA 4.12):

La hipdtesis nula establecida se rechazé al comparar las concentraciones de Ca-125
antes y después del tratamiento de las pacientes con adenocarcinoma en estadio I, observindose

concentraciones mis elevadas del Ca-125 previos a la terapia (p<0,01).
Cuando son comparados los valores iniciales de las pacientes con neoplasia endometrial

en estadio I y los obtenidos en el mismo grupo al final del estudio la hipdtesis nula también

fué rechazada, hallindose mas altos los niveles de Ca-125 anteriores al tratamiento(p<0,01).
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TABLA 4.10: CONCENTRACION DE Ca-125 EN EL CARCINOMA DE CERVIX (ng/ml)

MEDIA D.S MIN MAX

Estadio preinvasivo:*Pre 13,01 7,90 2,70 37,5
**Pos 13,87 10,10 1,00 35,6

**+U.C 10,34 7,92 0,30 34,9

Estadio invasivo: Pre 15,72 15,33 4,70 59,1
Pos 11,52 7,97 4,10 29,2

u.C 8,37 9,73 2,00 30,7

*Pre: previo al tratamiento; ** Pos: posterior al tratamiento;*** U.C: altimo control

TABLA 4.11: CONCENTRACION DE Ca-125 EN EL CARCINOMA DE ENDOMETRIO

MEDIA D.S MIN MAX
Estadio preinvasivo:*Pre 7,26 2,86 1,80 11,5
**Pos 7,23 6,99 1,20 14,9
***U.C 573 6,27 0,30 1,37
Estadio invasivo: Pre 33,24 45,33 2,30 167
Pos 11,59 22,16 1,00 102
u.C 6,43 321 1,50 12,3

*Pre: previo al 4tratamiento; ** Pos: posterior al tratamiento;*** U.C: dltimo control
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Ca Cérvix 0|Ca Cérvix I |Ca Endomet 0]Ca Endomet I
%* sk Aqxkk
PRE [POS [U.C. |PRE|POS| U.C.]|PRE | POS|U.C. iPRE POS | U.C.
<= | PRE N.S
E Pos| N.s
]
S| uc. N.S
E PRE] N.S N.S
-
S POS N.S N.S
Slu.c. N.S N.S
= | PRE| N.S N.S
g
"§ POS N.S : N.S
§ U.C. N.S N.S
"é‘ PRE N.S N.S P<0,001
g POS N.S N.S P<NL
S| uc N.S N.S N.S
E
E N.S N.S N.S N.S
S

TABLA 4.12: RESULTADOS COMPARATIVOS DEL CA-125

*Pre: Antes del tratamiento
**Pos: Después del tratamiento

**+0.C: Ultimo control
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RESULTADOS

2.3.- Concentracion de S.C.C.

La cuantificacién del antigeno asociado al carcinoma de células escamosas o antigeno
SCC, realizado mediante un inmunoensayo enzimitico de microparticulas (MEIA) en suero o

plasma, determina como valores normales un rango de 0 a 2 ng /ml.

La concentracion de SCC observada por nosotros, durante las diferentes etapas del

estudio, se ha mantenido dentro de niveles normales excepto en los siguientes casos: ( FIG 4.7,

48 y 4.9):

-Dos pacientes con carcinoma epidermoide en estadio 0 (10,5%) y tres en estadio I (25%),
han mostrado valores elevados antes del tratamiento. En dos de ellas (una de cada estadio)

persistieron después del tratamiento, pero todas se habian normalizado en el Gltimo control.
-Tres pacientes con adenocarcinoma endometrial en estadio I(15,7%), también
presentaron concentraciones iniciales elevadas que se normalizaron después de la terapia y asi

permanecieron hasta el final del seguimiento.

No hemos visto cambios dignos de mencién, en la media de las determinaciones seriadas

de este marcador, efectuadas a lo largo de los tres aiios de estudio. (TABLAS 4.13 y 4.14).
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Al comparar estadisticamente las concentraciones de SCC en los dos grupos histolégicos
de carcinoma, en los dos estadios y en los casos control durante las diferentes etapas del
estudio, hemos llegado a la conclusion de que la hipétesis nula establecida ha podido ser

mantenida, esto es, no hemos hallado diferencias en los distintos grupos del ensayo.

Exclusivamente, en la comparacién entre los niveles iniciales de SCC de las pacientes
con carcinoma epidermoide de cérvix en estadio preinvasivo y los obtenidos después del
tratamiento, hemos podido rechazar la hipdtesis nula, es decir, hemos encontrado diferencias

significativas (p<0,05)( TABLA 4.15).
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FIG 4.7: CONCENTRACION INICIAL DE SCC
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FIG 4.9: Valores de SCC en el altimo control
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TABLA 4.13: CONCENTRACION DE SCC EN EL CARCINOMA DE CERVIX (ng/ml)

MEDIA D.S MIN MAX

Estadio preinvasivo:*Pre 1,55 0,50 0,30 10,3
**Pos 1,14 0,42 0,40 8,70

***U.C 1,22 1,38 0,50 6,10

Estadio invasivo: Pre 1,70 0,94 04 3,50
Pos 1,711 2,12 0,4 8,30

u.C 1,31 0,56 0,6 2,30

*Pre: previo al tratamiento; ** Pos: posterior al tratamiento;*** U.C: iltimo control

TABLA 4.14: CONCENTRACION DE SCC EN EL CARCINOMA DE ENDOMETRIO

MEDIA D.S MIN MAX
Estadfio preinvasivo:*Pre 1,03 0,41 0,7 1,5
**Pog 0,83 0,15 0,7 1,0

*#**U.C 4,33 512 0,7 10,2
Estadio invasivo: Pre 1,55 1,48 0,2 6,5
Pos 0,94 0,35 04 1,5
u.C 0,91 0,42 0,2 1,9

*Pre: previo al 4tratamiento; ** Pos: posterior al tratamiento;*** U.C: dltimo control
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N.S

N.S

N.S

TABLA 4.15: RESULTADOS COMPARATIVOS DEL SCC

*Pre: Antes del tratamiento

**Pos: Después del tratamiento

**+U.C: Ultimo control
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2.4.- Expresion de los antigenos HLA de clase I y HLA de clase II

Al estudiar las alteraciones en la expresion de los antigenos de histocompatibilidad de
clase I (normalmente presente en todas las células nucleadas del organismo en diverso grado)
tanto en los casos experimentales como en los casos control, hemos observado lo siguiente:

(TABLA 4.16)(FOTOGRAFIAS 1-10)

Todos los epitelios escamosos de los cervix normales, asi como los epitelios columnares

de los endometrios normales exhibieron moléculas HLA de clase I

De las 31 biopsias de carcinoma epidermoide de cérvix examinadas, 6 de ellas (19,35%)
carecieron de expresion de antigenos HLA-I, do; correspondieron a neoplasias preinvasivas
(6,45%) y cuatro ( 12,9%) pertenecian a neoplasias cervicales invasivas. Al comparar
estadisticamente estos resultados con los casos de epitelio escamoso normal (controles), no

hemos observado diferencias significativas.

De las 22 muestras histolégicas de adenocarcinoma de endometrio inspeccionados, 7
(31,8%) mostraron ausencia de fenotipo HLA-L. Comparando estas observaciones con las
obtenidas en endometrios normales y aplicando el test de % % comprobamos la existencia de

diferencias significativas (p=0,05)
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Por otro lado, hemos investigado también la expresion de moléculas HLA de clase II que
normalmente tienen una distribucion restringida a los linfocitos B, monocitos, macréfagos y

algunas células epiteliales, y que puede alterarse en algunas neoplasias.

En los 31 epitelios neoplisicos cervicales examinados hubo ocho (66,6%) de los
carcinomas invasivos presentaron patrones de tincién positivos para antigenos HLA de clase I1

(TABLA 4.17).

Al observar las biopsias de los 22 adenocarcinomas endometriales invasivos,hemos

comprobado que una proporcién del 41,2% mostraron fenotipos de clase IL

Por el contrario, todos los epitelios escamosos de cérvix y columnares de endometrios,

normales, presentaron ausencia de expresion de antigenos HLA de clase IL

En el estudio estadistico realizado para comparar la expresion antigénica HLA de clase
II en los casos de carcinoma escamoso de cérvix y en los adenocarcinomas de endometrio con
los controles normales, hemos observado que existen diferencias significativas en ambos grupos

(p<0,05), por lo que fué rechazada la hipétesis nula.
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TABLA 4.16: Expresion de antigenos HLA de clase I

RESULTADOS

Tipo histolégico Positiva Negativa
* Ca epidermoide 25 (80,6%) 6 (19,35%)
** Adenocarcinoma 15 (68,18%) 7 (31,8%)
* Epit.escanoso normal 10 (100%) 0
**Endometrio normal 10 (100%) 0

*N.S

** p=0,05

TABLA 4.17: Expresion de antigenos HLA de clase I

Tipo histolégico Positiva Negativa
*Ca epidermoide 8(66,6 %) 4(33,3%)
**Adenocarcinoma 8(42,1%) 11(57,8%)
*Epit.escamoso normal 0(0%) 10 (100%)
**Endometrio normal 0(0%) 10 (100%)

*+ p<0,05
*4p <0,05
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Fotogr 1: Carcinoma de Cérvix. Expresion antigénica HLA I positiva

S

Fotogr 2 : Carcinoma de Cérvix. Expresion antigénica HLA T negativa
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Fotogr 3: Carcinoma "in situ" de Cérvix. Expresion antigénica HLA I positiva

Fotogr 4 : Carcinoma "in situ" de Cérvix. Expresion antigénica HLA I negativa
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Fotogr 6 : Carcinoma "in situ" de Cérvix. Expresion antigénica HLA II negativa
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Fotogr 7: Adenocarcinoma de endometrio. Expresién antigénica HLA I positiva

Fotogr 8: Adenocarcinoma de endometrio. Expresion antigénica HLA I negativa
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Fotogr 9: Adenocarcinoma de endometrio. Expresién antigénica HLA II positiva

RS TR e Zizadl 4.2 45 S

Fotogr 10: Adenocarcinoma de endometrio. Expresion antigénica HLA II negativa
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RESULTADOS

2.6.-Concentracion de TNF-a e I1-18

Los valores de limite de deteccién calculados mediante 1a X +2DE de 20 determinaciones

del estindar 0 efectuadas en la misma serie analitica han quedado establecidos como sigue:

Para el TNF-a : 40 pg /ml

Para la IL-18 : 30 pg/ml.

Hemos realizado las determinaciones de estas citoquinas, a partir de las muestras séricas
obtenidas de todas las pacientes incluidas en el estudio, antes y después de efectuado el

tratamiento, asi como de los casos control (TABLAS 4.18, 4.19, 4.21 y 4.22).

Todos los resultados obtenidos han permanecido por debajo de los limites de deteccion
(FIG. 4.10, 4.11, 4.12 Y 4.13). Teniendo en cuenta este hecho y conociendo ademis que por
debajo de este nivel los coeficientes de variacion de las concentraciones obtenidas son muy
amplios, al analizar las concentraciones de ambas citoquinas en los diferentes grupos mediante
el test U-de Mann Witney, hemos observado diferencias significativas entre los valores medios
iniciales de IL1-8 de las pacientes con carcinoma epidermoide cervical, tanto en estadio
preinvasivo como en estadio invasivo y el grupo control, comprobandose que los valores de este

ultimo grupo son inferiores a los obtenidos en las pacientes con carcinoma de cérvix (p<0,01)

(TABLA 4.23)
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De igual manera, hemos observado diferencias significativas entre las concentraciones
medias iniciales de TNF-a en las pacientes con adenocarcinoma invasivo de endometrio y el
grupo control, siendo superiores los valores obtenidos en las pacientes neoplasicas (p<0,05)

(TABLA 4.20).
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TABLA 4.18: CONCENTRACION DE TNF-« EN EL CARCINOMA DE CERVIX (mg /dl)

MEDIA D.S MIN MAX

Estadio preinvasivo:* Pre 0,06 0,04 0,012 0,17
**Pos 0,12 0,22 0,010 0,79

Estadio invasivo: Pre 0,09 0,26 0,02 0,77
Pos 0,07 0,29 9E-3 0,83

*Pre: previo al tratamiento; Pos: posterior al tratamiento

TABLA 4.19:CONCENTRACION DE TNF-a EN EL CARCINOMA DE ENDOMETRIO (mg /dl)

MEDIA D.S MIN MAX

Estadio preinvasivo:* Pre 0,27 0,37 0,02 0,71

** Pos 0,26 0,38 0,01 0.79

Estadio invasivo : Pre 0,17 0,26 0,01 0,93
Pos 0,06 0,07 4E-3 b 0,34

*Pre: previo al tratamiento;** Pos: posterior al tratamiento
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FIG 4.11:CONCENTRACION DE TNF POSTTO
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Ca Cérvix 0|Ca Cérvix I |Ca Endomet 0|Ca Endomet I
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E
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=
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TABLA 4.20: RESULTADOS COMPARATIVOS DEL TNF

*Pre: Antes del tratamiento

**Pos: Después del tratamiento
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RESULTADOS

TABLA 4.21: CONCENTRACION DE IL1-8 EN EL CARCINOMA DE CERVIX (mg /dl)

MEDIA D.S MIN MAX
Estadio preinvasivo:* Pre 0,05 0,06 0 0,26
**Pos 0,04 0,06 6E-3 0,28
Estadio invasivo: Pre 0,031 0,02 0 0,08
Pos 0,033 0,02 0 0,10

*Pre: previo al tratamiento;** Pos: posterior al tratamiento

TABLA 4.22:CONCENTRACION DE IL1-8 EN EL CARCINOMA DE ENDOMETRIO(mg /dl)

MEDIA D.S MIN MAX

Estadio preinvasivo:* Pre 0,029 0,030 SE-3 0,065
** Pos 0,059 0,078 6E-3 0,16

Estadio invasivo: Pre 0,024 0,119 2E-3 0,457

Pos 0,045 0,089 4E-3 0,331

*Pre: previo al tratamiento;** Pos: posterior al tratamiento
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FIG 4.12: CONCENTRACION INICIAL DE IL1
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Ca Cérvix 0|Ca Cérvix I |Ca Endomet 0{Ca Endomet I
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TABLA 4.23: RESULTADOS COMPARATIVOS DE LA IL1

*Pre: Antes del tratamiento

**Pos: Después del tratamiento
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2.7.- Concentracion de Inmunoglobulinas

La determinacién cuantitativa de las inmunoglobulinas IgG, IgaA e IgM realizadas
mediante antisueros especificos frente a proteinas humanas, fija como valores normales los
comprendidos entre 800-1.800 mg /dlI para la IgG, 90-450 mg /dl para la IgA y 60-250 mg /dl

para la IgM.

Los resultados obtenidos por nosotros demuestran que la concentracién de IgG (TABLAS
4.24 y 4.25) ha permanecido dentro de los limites normales en todas las series estudiadas,

presentando una discreta elevacién después de efectuar el tratamiento (FIG 4.14 4.15 y 4.16).

La IgA se mostré elevada en una proporcién entre un 10 y un 20% de todos los grupos
estudiados y esta proporcién se mantuvo en las determinaciones posteriores al tratamiento e

incluso en las efectuadas en el dltimo control.(FIG 4.17, 4.18 y 4.19)(TABLAS 4.27 y 4.28).

De las tres inmunoglobulinas estudiadas, hemos comprobado que la IgM se ha
presentado elevada en una mayor proporcién de pacientes, tanto inicialmente como después de
realizado el tratamiento. De todas las series estudiadas, las pacientes con adenocarcinoma de
endometrio son las que con mayor frecuencia han mostrados niveles elevadosde IgM alcanzando

a un 62% en las muestras obtenidas en controles posteriores a la terapia(FIG 4.20, 4.21 y

4.22)(TABLAS 4.30 y 4.31).
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En el estudio estadistico realizado al comparar la concentracion de las tres
inmunoglobulinas entre los dos grupos histolégicos de carcinoma( epidermoide de cérvix y
adenocarcinoma endometrial), los dos estadios y los casos control hemos observado que la

hipdtesis nula fué rechazada al confrontar:

a) los valores iniciales de IgG y también los del dltimo control, obtenidos entre las
pacientes con neoplasia cervical preinvasiva y las pacientes con neoplasia cervical invasiva,
siendo superiores los valores observados en las neoplasias presinvasivas en ambas

ocasiones(p <0,05) (TABLA 4.26) .

b) las determinaciones de IgG efectuadas antes del tratamiento en los carcinoma
preinvasivo de endometrio y en los carcinomas preinvasivos de cérvix observindose niveles

superiores en la neoplasias endometriales (p<0,05) (TABLA 4.26).

La hipétesis nula (es decir, la inexitencia de diferencias significativas) fué aceptada en
todas las comparaciones efectuadas entre las concentraciones de IgA en los diferentes grupos

(TABLA 4.29)

Finalmente, la hipétesis nula no fué admitida al comparar los valores de IgM obtenidos
en las pacientes con neoplasia endometrial preinvasiva y los observados en el grupo control,

evidenciandose cifras superiores en los carcinomas de endometrio(p<0,05) (TABLAS 4.32 ).
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TABLA 4.24:CONCENTRACION DE IgG EN EL CARCINOMA DE CERVIX (ng/ml)

MEDIA D.S MIN MAX

Estadio preinvasivo:*Pre 1408 288 754 2050
**Pos 1534 266 1060 2150

*#+U.C 1514 192 1110 1750

Estadio invasivo: Pre 1134 377 584 1850
Pos 1432 364 998 2110

u.C 1236 269 930 1690

*Pre: previo al tratamiento; ** Pos: posterior al tratamiento;*** U.C: iltimo control

TABLA 4.25: CONCENTRACION DE IgG EN EL CARCINOMA DE ENDOMETRIO

MEDIA D.S MIN MAX

Estadio preinvasivo:*Pre 1032 126 888 1120
**Pos 1366 86 1290 1460

***U.C 1376 378 1030 1780

Estadio invasivo: Pre 1260 485 479 2760
Pos 1356 381 675 2130

u.C 1305 253 804 1690

*Pre: previo al tratamiento; ** Pos: posterior al tratamiento;*** U.C: iiltimo control
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FIG 4.14: CONCENTRACION INICIAL DE IgG

- 160 -



RESULTADOS

2500
— 2000 - .. . *
=
= Te e .
L1500 4 ° * . **
LD ¢ o . e . °* - * * o
Y] * . . hd L] .
- b4 . . ¢
1000 { ° . . T .
500
Ca cérvix 0 Cacérvix I Ca Endom 0 Ca Endom I
FIG 4.15: CONCENTRACION DE IgG POSTTO
2000 A
. [ . R i . .
o« o 0 . . °
[
- 1500 7 . .
g} . R . b .
R L] ° o o
E ) o ® L] *
oo [ ] ¢ o * ¢
o) 1000
o0 .
s
500 7
Ca cérvix 0 Cacérvix I Caendom 0 Ca endom I

FIG 4.16:CONCENTRACION DE IgG EN EL ULTIMO CONTROL
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TABLA 4.26: RESULTADOS COMPARATIVOS DE LA IgG

*Pre: Antes del tratamiento
**Pos: Después del tratamiento

**xU.C: Ultimo conirol
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TABLA 4.27:CONCENTRACION DE IgA EN EL CARCINOMA DE CERVIX (mg/ml)

MEDIA D.S MIN MAX
Estadio preinvasivo:*Pre 287 140 120 604
**Pos 312 130 131 594
***U.C 324 108 170 511
Estadio invasivo: Pre 301 72 161 446
Pos 360 114 235 633
u.cC 349 42 235 600

*Pre: previo al tratamiento; ** Pos: posterior al tratamiento;*** U.C: itltimo control

TABLA 4.28: CONCENTRACION DE IgA EN EL CARCINOMA DE ENDOMETRIO

MEDIA D.S MIN MAX
Estadfio preinvasivo:*Pre 272 77 183 321
**Pos 363 123 251 495
***U.C 351 99 249 448
Estadio invasivo: Pre 353 4 107 805
Pos 381 37 146 722
u.c 558 170 133 265

*Pre: previo al tratamiento; ** Pos: posterior al tratamiento;*** U.C: dltimo control
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TABLA 4.29: RESULTADOS COMPARATIVOS DE LA IgA

*Pre: Antes del tratamiento

**Pos: Después del tratamiento

**2[.C: Ultimo control
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TABLA 4.30:CONCENTRACION DE IgM EN EL CARCINOMA DE CERVIX (mg/ml)

MEDIA D.S MIN MAX
Estadio preinvasivo:*Pre 202 88,8 149 456
**Pos - 260 104 109 464
***+U.C 237 724 120 355
Estadfo invasivo: Pre 174 74,3 63 375
Pos 262 116 26 394
Uu.C 229 66,5 165 362

*Pre: previo al tratamiento; ** Pos: posterior al tratamiento;*¥** U.C: iltimo control

TABLA 4.31: CONCENTRACION DE IgM EN EL CARCINOMA DE ENDOMETRIO

MEDIA D.S MIN MAX
Estadio preinvasivo:*Pre 181 45,6 104 185
**Pos 202 80,3 187 333
***U.C 225 52,7 188 292
Estadio invasivo: Pre 200 233 64 1080
Pos 284 n 56 1489
u.C 221 266 65 1120

*Pre: previo al tratamiento; ** Pos: posterior al tratamiento;*** U.C: altimo control
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FIG 4.20: CONCENTRACION INICIAL DE IgM
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FIG.4.22: CONCENTRACION DE IgM EN EL ULTIMO CONTROL
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TABLA 4.32: RESULTADOS COMPARATIVOS DE LA IgM

*Pre: Antes del tratamiento
**Pos: Después del tratamiento

**:y.C: Ultimo control
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B.7.-Concentracion de C3 Y CA.

La valoracion de la concentracion sérica de los componentes C3 y C4 del complemento,
se ha realizado mediante anticuerpos monoclonales frente a estas proteinas yseiala un rango

de valores normales entre 20 a 50 mg /dl para el C4.

Los resultados hallados por nosotros a lo largo de los tres afios de seguimiento,
demuestran que los valores de C3 se encuentra dentro de los limites normales en todas las series
estudiadas a excepcion de un 21% de las pacientes con adenocarcinoma de endometrio (FIGS

4.23, 424 y 4.25) (TABLAS 4.33 y 4.34).

Sin embargo, las pacientes con neoplasia invasiva (cervicales y endometriales)
presentaron concentraciones elevadas de C3 en los controles efectuados después de haber sido

tratadas, en una proporcion de 1 33-36% .

Al estudiar la concentracion de C4 en los diferentes grupos del ensayo, hemos observado
valores superiores a los normales en todas las series antes del tratamiento, en una proporcién
que oscilé entre un 16% de las pacientes con carcinoma invasivo de cérvix y un 42% de las
pacientes con adenocarcinoma invasivo de endometrio. Esta proporcién se elevé al 42 y 59%

respectivamente, después de haber sido tratadas (FIG 4.26, 4.27 y 4.28) (TABLAS 4.36 y 4.37).
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Los resultados comparativos de los valores del C3 entre los dos tipos histolégicos, los dos
estadios y los casos control en las diferentes etapas del estudio, desde el punto de vista
estadistico demuestran que la hipdtesis nula establecida no ha sido aceptada al comparar los
valores obtenidos en los casos de carcinoma de cérvix en estadio 0 y en estadio I, después de
haberles aplicado el tratamiento, observindose valores inferiores en las pacientes con carcinoma

preinvasivo (p<0,01)(TABLA 4.35).

También hemos encontrado diferencias significativas al comparar los niveles iniciales de
C3 con los obtenidos despues de ser tratadas las pacientes con neoplasia cervical invasiva,

evidenciindose niveles superiores después del tratamiento (p<0,05)(TABLA 4.35).

El estudio estadistico de las concentraciones de C4, prueban que la hipétesis nula
establecida fué rechazada al comparar los valores de C4 en los dos grupos histoldgicos de
carcinoma en estadio preinvasivo, en el iltimo control efectuado siendo superiores las

concentraciones observadas en las neoplasias endometriales (p<0,05).

Tampoco fué aceptada la hipitesis nula comparando las cifras de C4 observadas en los

casos de adenocarcinoma de endometrio en estadio preinvasivo y en estadio invasivo al final del

estudio,aprecidndose cifras superiores en el estadio preinvasivo (p<0,05.)(TABLA 4.38)
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Finalmente ,hemos encontrado diferencias significativas, al comparar los niveles de C4
presentados por las pacientes con carcinoma cervical en estadio I antes del tratamiento y al
término del seguimiento,siendo inferiores los valores de las determinaciones iniciales(p<0,05).

(TABLA 4.38).
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FIG 4.23: CONCENTRACION INICIAL DE C-3
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FIG 4.24: CONCENTRACION DE C3 DESPUES DEL TRATAMIENTO
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FIG 4.25: CONCENTRACION DE C3 EN EL ULTIMO CONTROL
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TABLA 4.33:CONCENTRACION DE C3 EN EL CARCINOMA DE CERVIX (mg/ml)

MEDIA D.S MIN MAX
Estadio preinvasivo:*Pre 84 23,5 46,5 121
**Pos 91 21,3 64,6 141
***U.C 172 30,5 60,5 118
Estadio invasivo: Pre 90 20 514 123
Pos 112 20,1 76 149
u.cC 108 - 187 90,4 140

*Pre: previo al tratamiento; ** Pos: posterior al tratamiento;*** U.C: iltimo control

TABLA 4.34: CONCENTRACION DE C3 EN EL CARCINOMA DE ENDOMETRIO

MEDIA D.S MIN MAX

Estadio preinvasivo:*Pre 80,1 12,3 68,6 93,2
**Pos 115 23,1 94,3 140

***U.C 115 11.8 108 129

Estadio invasivo: Pre 105,3 40,7 65 218
Pos 112 19,4 84,3 153

u.cC 105 17,6 77,9 129

*Pre: previo al tratamiento; ** Pos: posterior al tratamiento;¥** U.C: ltimo control
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PRE | N.S
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N.S

N.S

PRE

N.S

N.S

N.S

POS

N.S

N.S

N.S

U.C.

NIS

N.S

N.S

N.S

Control |Ca endom 1 |Ca endom 0 |Ca Cervix 1 {Ca Cervix 0

N.S

N.S

N.S

TABLA 4.35: RESULTADOS COMPARATIVOS DEL C3

*Pre: Antes del tratamiento

**Pos: Después del tratamiento

**xU.C: Ultimo control
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FIG 4.27: CONCENTRACION DE C4 DESPUES DEL TRATAMIENTO
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FIG 4.28: CONCENTRACION DE C4 EN EL ULTIMO CONTROL
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TABLA 4.36:CONCENTRACION DE C4 EN EL CARCINOMA DE CERVIX (mg/ml)

MEDIA D.S MIN MAX
Estadio preinvasivo:*Pre 43,88 29,1 20,5 148
**Pos 37,01 12,2 18 67
***U.C 37,2 16,2 17,8 71,3
Estadio invasivo: Pre 375 11,9 22,4 63,1
Pos 46,9 15,7 28,7 77,2
u.c 51,3 15,1 k) | 77

*Pre: previo al tratamiento; ** Pos: posterior al tratamiento;*** U.C: dltimo control

TABLA 4.37: CONCENTRACION DE C4 EN EL CARCINOMA DE ENDOMETRIO

MEDIA D.S MIN MAX
Estadio preinvasivo:*Pre 36,1 8,5 27,4 44,4
**Pos 68,1 41,2 37,5 115
**+U.C 67,1 9.8 57,1 76,8
Estadio invasivo: Pre 46,7 22,3 20,2 97,5
Pos 53,7 23,2 244 95,1
Uu.C 42,8 14,3 21,7 63

*Pre: previo al tratamiento; ** Pos: posterior al tratamiento;*** U.C: tltimo control
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N.S

PRE
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N.S
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N.S

N.S
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N.S
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N.S

N.S

N.s

N.S

TABLA 4.38: RESULTADOS COMPARATIVOS DEL C4

*Pre: Antes del tratamiento

**Pos: Después del tratamiento

**+0).C: Ultimo control
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2.8.- Pruebas cutineas de hipersensibilidad retardada

Al evaluar las pruebas cutaneas de hipersensibilidad retardada (PCHR) hemos
considerado como reactividad positiva, la evidencia de respuesta a dos o mas de los siete

antigenos aplicados .

Hemos relacionado la reactividad inicial de las PCHR y el estadio de la enfermedad y
hemos encontrado que no existen diferencias significativas al comparar la respuesta de los casos

control con la de las pacientes con neoplasia.(p=0,16) (TABLA 4.33).

Estudiando la correlacion existente entre la respuesta de las PCHR de las pacientes con
carcinoma epidermoide de cérvix y las pacientes con adenocarcinoma de endometrio, hemos

rechazado la hipétesis nula, debido a la existencia de diferencias signifiucativas (p<0,01)

(TABLA 4.34).

Finalmente, hemos evaluado la reactividad secuencial de las PCHR y el curso clinico de
la enfermedad neopldsica y hemos observado que existe una buena relacién entre las variaciones

de la reactividad inmunolégica y la evolucién de la enfermedad (TABLA 4.35)
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TABLA 4.39 : Correlacion inicial de la PCHR vy el estadio de la enfermedad

Pacientes Ne PCHR positiva PCHR negativa

Controles 10 7 (70%) 3 (30%)

Ca preinvasivo 22 16 (72,7%) 6 (27,3%)

Ca estadio I 3 15 (48,3%) 16 (51,6%)
N.S

TABLA 4.40 : Correlacion inicial de la PCHR con el tipo histolgico del tumor

Tipo histolégico Ne PCHR positiva PCHR negativa
Epidermoide de cervix 31 24 (77,4%) 7 (22,6%)
Adenocarcinoma endometrial 22 7 (31,8%) 15 (68,2%)

p<0,001
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TABLA 4.41: Reactividad secuencial de las PCHR y curso clinico de la neoplasia

Curso clinico
Reactividad secuencial Ne de
pacientes Favorable Desfavorable

Positivo o negativo
a positivo , 41 40 (97,6%) 1(2,4%)
Positivo a negativo 6

persistentemente negativo 12 9 (75%) 3(25%)

p<0,08
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DISCUSION

Las enfermedades neoplasicas son desde hace décadas un importante reto para
el campo de la investigacion, motivado por el aumento en la frecuencia de las mismas,

el desconocimiento de su etiologia y el mal pronéstico que tienen la mayoria de ellas.

El cincer es una cuestion de salud mundial de primer orden. Es la segunda causa
de muerte en los paises desarrollados, solo por detris de las enfermedades

cardiovasculares.

Pese a los grandes esfuerzos realizados tanto por parte de oncélogos clinicos
como de investigadores, el problema del cincer permanece sin resolver. Sin embargo, las
recientes técnicas de biologia molecular que han permitido el descubrimiento de los
oncogenes, abre una ventana hacia la etioldgia de las enfermedades neopldsicas y un

halito de esperanza hacia futuras estrategias de tratamiento.

Como dice Mitsudomi,”™ (uno de los pioneros en la investigacion de los
oncogenes) en 1949 se establecio 1a clasificacion TNM en el diagnéstico de extension del
cancer. En la década de los noventa cabe aiadir a dicha clasificacién la G significando

el valor de los genes y sus mutaciones en el prondstico y tratamiento del cincer.

Otros avances fundamentales lo constituyen: la Tecnologia de los Hibridomas, que
a través de la produccién de anticuerpos monoclonales son capaces de reconocer los
antigenos asociados a los tumores en el suero de los pacientes, resuitando de gran
utilidad diagnéstica. Pero ademads, los anticuerpos monoclonales tienen otras miltiples
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utilidades ya que pueden ser inyectados en el torrente sanguineo marcados con isétopos
radioactivos y localizar minimas cantidades de masa tumoral o bien, pueden utilizarse
conjugados a drogas citotéxicas para su transporte directo y especifico hasta la célula

tumoral'™ .

La administracion de linfocitos T efectores especificos, clonados mediante la
Ingenieria Celular y cultivados con 12, han demostrado ser de gran utilidad terapeitica

por su efecto antitumoral.

Finalmente la identificacion de los llamados Agentes Inmunomoduladores
(agentes inmunoestimulantes, linfoquinas, factores timicos,etc..) tiene un gran interés por
su capacidad para modificar la respuesté biologica del huésped frente a la célula
tumoral™ .

Sin embargo, a pesar de estos importantes avances biotecnoldgicos, la gran
complejidad de factores implicados en las interacciones huésped-tumor, hace que el
problema del cincer siga vigente y constituya una desafiante tarea a la que tanto

investigadores como clinicos deben contribuir de alguna forma .
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Nosotros, como ya hemos seifialado anteriormente en el apartado de Material y
Meétodo, hemos realizado un estudio clinico y un estudio inmunolégico en 53 pacientes
con los dos tipos de carcinomas ginecolégicos mas frecuentes como son el carcinoma
epidermoide de cérvix y el adenocarcinoma de endometrio y nuestros resultados

previamente expuestos, son los que a continuacién pasamos a discutir:
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ESTUDIO CLINICO.

A.-Carcinoma de cérvix

El carcinoma epidermoide de cérvix ocupa el segundo lugar en frecuencia entre
los tumores malignos del aparato genital femenino. Segiin la OMS, la incidencia de
cancer de cuello es de alrededor de 500.000 casos por aiio. En algunos paises la
incidencia de este cincer se ha mantenido estable durante los dltimos afios, pero las

lesiones precursoras se encuentran en claro aumento'®,

A.1.-Factores epidemiolégicos

Aunque la incidencia mds aita de carcinoma in situ en la mayoria de las series
publicadas se estima entre los 35 y 40 aiios, las estadisticas publicadas en los dltimos
afos estiman que un 55% de los casos de carcinoma in situ se diagnostica en mujeres
menores de 35 afios y un 20% en menores de 25 afos'™.La edad media de la pacientes
con carcinoma de cérvix entre las pacientes de nuestro estudio ha sido de 41,9 afios en
los casos de estadio preinvasivo (algo superior a la media general) y de 45,5 afios para

el estadio invasivo.
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Otro de los factores considerados de riesgo para este carcinoma es la edad de
comienzo de las relaciones sexuales y el tabaquismo . Entre nuestras pacientes un 32%

tuvieron su primer coito antes de los 20 afios y un 25,8% eran fumadoras.

Esti aceptado que el carcinoma de cérvix es evitable en el 90% de los casos ya
que las lesiones intraepiteliales preceden a la transformacién maligna aunque todavia
no sabemos en que proporcién. Pero estas lesiones no se acompafan de sintomatologia
clinica. Por eso es importante destacar que la mayoria de las pacientes de nuestro estudio
(64,4%) han sido diagnosticadas en el transcurso de un control rutinario en la consulta

de planificacién familiar o en la consulta de Obstetricia.

Sin embargo, entre los factores epidemiolégicos responsables de este tipo de
neoplasia el mis estudiado actualmente y el que mis interés despierta, es la infeccion por
HPV. Diversos autores'® estiman que un 90% de muestras tumorales contienen genomas
del HPV (incluyendo las cepas 16, 18, 31, 33, 35 o 39). Nosotros hemos encontrado una
incidencia del 35,4% de coilocitos sujestivos de infeccion por HPV en las biopsias de las

pacientes del estudio.

En recientes investigaciones se ha observado que diversos oncogenes estin
implicados en la patogénesis del cincer cervical. Riou y col' han descubierto una
sobreexpresion del oncogén c-myc en cinceres cervicales avanzados y de ripida

progresion. Ellos consideran que la sobreexpresién del c-myc multiplica por seis el riesgo
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de metistasis a distancia. Aunque por ahora estos avances no son aplicables de forma
rutinaria, nuevos progresos en el campo de la biologia molecular pueden hacer posible

la identificacién de pacientes de alto riesgo %,

A.2.-Parametros clinicos

Como ya hemos referido anteriormente un 64.4% de las pacientes eran
asintomdticas y un 35,4% presentaban metrorragia y /o leucorrea. De estos datos se
deriva la importancia que para la casi total erradicacién de esta neoplasia, teoricamente

posible, tiene el despistaje en poblaciones de riesgo.

AJ3.-Exploracion clinica

La exploracién clinica en las pacientes con estadios pre o microinvasivos es
frecuentemente normal. Solo en los casos de estadio invasivo encontramos lesiones
macroscopicamente sospechosas, en el 16% se trataba de una lesién exofitica y en un

12,9% encontramos lesién endofitica.
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A.4.-Pruebas complementarias

El frotis cérvico vaginal, la colposcopia y la biopsia dirigida son los tres pilares
en los que se basa el diagnéstico precoz del carcinoma de cuello uterino. Sin embargo y
como dice Koss '¥, el diagnéstico precoz del cincer de cérvix no ha permitido erradicar
la enfermedad en ninguna de las poblaciones estudiadas hasta hoy. Esto es debido a
errores por parte de médicos, pacientes y laboratorio que favorecen la aparicién de falsos
negativos y que actualmente se encuentra entre el 5 y el 40% con una media establecida
en el 15%'®. En nuestro estudio el frotis ha tenido una sensibilidad del 100% ya que no
hemos obtenido ningiin falso negativo. En la colposcopia la incidencia de falsos negativos
ha sido de un 16,1%,( superior a otros autores que obtienen un 12%) y en la biopsia
dirigida de un 3,3%. Por consiguiente, el método que nos ha ofrecido mayor sensibilidad

ha sido la citologia triple toma.

El legrado endocervical especialmente indicado en pacientes con diagndstico
citolégico positivo e imagen colposcépica normal o biopsia normal o no representativa,
lo hemos efectuado en un 29% de nuestras pacientes obteniendo un 22,2% de falsos
negativos. La ecografia no resulta un método eficaz para el diagnéstico de esta neoplasia
en estadio precoz . Nosotros hemos observado imdgenes sospechosas en un 15,7% de los

casos de carcinoma invasivo.
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En las pruebas analiticas rutinarias iniciales y como dato de interés hay que
destacar que hemos observado una linfopenia del 11,3% en el conjunto de nuestras
pacientes y aunque no hemos analizado las poblaciones linfocitarias, este dato nos hace

sospechar que puede existir una alteracién en las mismas.

A.S.- Tratamiento.

En las pacientes con carcinoma de cérvix en estadio preinvasivo hemos realizado
como tratamiento de eleccion una biopsia en cono en 14 de los 19 casos del estudio.
Desde que disponemos de Laser de CO2 hemos empleado esta técnica sin haber apre-
ciado complicaciones en el postoperatorio inmediato o tardio. Un 21,4% de estas
conizaciones presentaron mirgenes afectados en el estudio histolégico siendo esta
proporcién inferior a la de otras series publicadas que sefialn una incidencia entre el 26
y el 35% con una cifra promedio del 30%'®. En las pacientes con neoplasia invasiva
realizamos histerectomia total con anexectomia bilateral, colpectomia parcial y biopsia
ganglionar en el 75% de los casos. En el 25% restante se practicé histerectomia radical
segin técnica de Wertheim-Meigs. Del total de pacientes con neoplasia cervical dos
pacientes recidivaron a lo largo del estudio. En un caso se trataba de un carcinoma en
estadio Ib y el otro corresponde a una paciente con carcinoma preinvasivo a quien por
haber terminado su etapa reproductiva se le practicé una histerectomia total con doble
anexectomia y que en el estudio anatomopatolégico de la pieza no presentaba afectacién

de los margenes.
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B.- Adenocarcinoma de endometrio

El cincer endometrial es el tipo de neoplasia del aparato genital femenino mas
frecuente. Durante la primera mitad del siglo veinte la incidencia de cincer cervical fué
mayor que la de endometrio en una proporcion de tres a uno. Esta proporcion se invirtié
en la segunda mitad del siglo y el cincer de endometrio ahora es mias comin que el

cervical con el mismo margen de tres a uno'®.

B.1.-Factores epidemioldgicos

El pico de incidencia del adenocarcinoma de endometrio es a los 58-60 aiios,
aproximadamente 10 afios después que las lesiones precursoras. El 75% de estos tumores
se produce en mujeres postmenopaitsicas'”, La edad media de nuestras pacientes fué de
64,3 afos, siendo de 49,3 para los casos preinvasivos y de 66,6 para los estadios

invasivos.

La obesidad, la diabetes, la hipertension, la anovulacion crénica y la menopausia
tardia son considerados factores de riesgo para la neoplasia endometrial. Segiin Fe-

renzcy y Parazizini'”

el riesgo relativo de carcinoma de endometrio segiin su experiencia
es de 10-30 % para la hiperplasia adenomatosa, del 4-30% para la terapia hormonal

sustitutiva, del 3-10% para la obesidad, del 7% para la irradiacion pélvica previa, del 3%
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para la edad avanzada, del 2-5% para la nuliparidad, del 2-4% para la menopausia tardia
y del 1-2% para el cincer de mama. Entre nuestras pacientes el 13,6% eran nuliparas,
36,3% tuvieron la menopausia después de cumplir los 52 aiios, el 81,8% eran obesas, el
72,7% hipertensas y el 13,6% diabéticas. Ninguna habia recibido terapia hormonal

previamente ni tampoco habia sido radiada.

Diversos autores encuentran una relacion inversa entre esta neoplasia y el
tabaquismo', el uso de anticonceptivos orales'? y el DIU'*. Nosostros no encontramos
fumadoras en nuestro grupo de pacientes y como método anticonceptivo habian

practicado el coito interrumpido o bien métodos de barrera.

B.2.-Parametros clinicos

Todas nuestras pacientes con adenocarcinoma invasivo presentaron metrorragia
postmenopaisica .En una serie publicada por Hawwa ' sobre pacientes con metrorragia
postmenopausica el 16%, 28% y 60% pertenecian a grupos de edad entre 60-69 aiios , 70-
79 aitos y mis de 80 aiios respectivamente; es decir, la edad de las pacientes que
presentan metrorragia postmenopaiisica estd directamente relacionada con el carcinoma

de endometrio.
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BJ3.- Exploracién clinica

La exploracién clinica suele ser normal y con frecuencia poco precisa por la
obesidad de las pacientes. En ciertos casos puede observarse la expulsion de material
necrdtico desprendido a través del cuello. Nosotros observamos un aumento del tamaiio

uterino en el 28,5% de los casos.

B.4.-Pruebas Complementarias

La citologia triple toma tiene muy poca efectividad para el diagnéstico del
carcinoma de endometrio. Aunque hay autores como Ramzy' que obtiene un 50% de

positividades , nosotros solo hemos encontrado 8,3%.

Con la toma de endometrio encontramos un 50% de falsos negativos mientras que
Stoval y otros observadores '® obtienen una sensibilidad del 97,5% y opinan que es un
método diagndstico que ofrece gran seguridad. Para nosotros, el legrado fraccionado fué
el método mais fiable ya que no observamos ningun falso negativo, pero tiene el

inconveniente que necesita anestesia general

La ecografia es un método relativamente nuevo para el diagnéstico del carcinoma
de endometrio. Segiin Granberg et al '’ que estudiaron una amplia serie de mujeres com

metrorragia postmenopaiisica, en las pacientes cuyo endometrio media menos de 9 mm
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de espesor no se comprobé malignidad en el tejido obtenido en el legrado biopsia. El
espesor medio del endometrio para los casos de cincer fué de 18,2+ 6,2 mm. Estos
autores opinan que si el legrado biopsia se realizara cuando el espesor endometrial es
mayor de Smm se evitarian un 70% de ellos y que la ecografia tiene un valor predictivo
del 87%. Nosotros hemos obtenido un 63,6% de resultados positivos, aunque hay que

destacar que en los dos primeros aios del estudio no disponiamos de sonda vaginal.

Para nosotros por tanto, el legrado fraccionado fué el método més sesible para

el diagnéstico del adenocarcinoma de endometrio seguido de la ecografia.

B.5.-Tratamiento

En todas las pacientes se realizé tratamiento quirirgico. Las pacientes con
invasion de mas de la mitad del miometrio (59%) se les aplicé radioterapia externa
mediante acelerador lineal de electrones y braquiterapia con Cs'” . La mayoria de los
cinceres endometriales son curables, pero existen una serie de tumores con una
virulencia especial que es preciso reconocer. Los factores que se consideran de mal
prondstico son: el grado del tumor, la ploidia, los receptores hormonales negativos, la
invasién miometrial, el estado de los ganglios linfaticos, extensién extrauterina del
tumor citologia del lavado peritoneal positiva y ciertos tipos de tumor como los papilares
y los de células claras.”® Dos de nuestras pacientes presentaron recidiva y ambas

mostraban neoplasia de grado IIL
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ESTUDIO EXPERIMENTAL

1.-Expresion antigénica de las células tumorales

En el estudio inmunolégico efectuado a este grupo de pacientes hemos investigado
en primer lugar, la expresion antigénica del carcinoma epidermoide de cuello y del

adenocarcinoma de endometrio.

La exploracion inmunolégica de los tumores tiene como fin primordial la
deteccién de antigenos de las células neoplasicas. El principal problema con que nos
encontramos es que a pesar de las innumerables investigaciones sobre el tema y de los
avances tecnoldgicos logrados, todavia no se han conseguido detectar en el hombre,
antigenos especificos de un tumor en general o patognoménico de un tipo determinado

de neoplasia.

No obstante, existen diversos antigenos que pueden indicar la presencia de un
determinado tipo de cincer. Asi, estd bien documentado el hallazgo de la subunidad beta
de la gonadotropina coriénica humana en los tumores trofoblisticos y en neoplasias de
células germinales del testiculo y del ovario, la alfa-fetoproteina en los hepatocarcinomas,

o el antigeno especifico prostitico en los pacientes con cincer de préstata.
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Dentro de los tumores ginecoldgicos, son las neoplasias de ovario las que tienen
una expresion antigénica mas evidente. Sin embargo, el adenocarcinoma de endometrio
y el carcinoma epidermoide de cérvix también manifiestan antigenos tumorales y a pesar
de su inespecificidad, es bien conocido que la determinacion conjunta de varios de ellos

aumenta la sensibilidad para la deteccion del tumor.

Por ello hemos estudiado los antigenos que considerados mas representativos en
estos dos tipos de cdncer: el antigeno carcinoembrionario o CEA, el Ca-125 y el antigeno

de células esmosas o SCC.

ANTIGENO CARCINOEMBRIONARIO.

El CEA es una proteina oncofetal; se produce en una gran cantidad de canceres
de origen epitelial que son las neoplasias mas frecuentes. Principalmente son los tumores
del aparato digestivo, pulmén y tiroides los que presentan un mayor porcentaje de

elevacién del antigeno carcinoembrionario™ .

El CEA es una molécula heterogenea, esta constituida por hidratos de carbono
en sus dos terceras partes y por una cadena polipeptidica en donde radican sus
determinantes antigénicos y que representa un tercio de la molécula, aunque esta

relacién puede variar segiin los diferentes tipos de tumores®®,
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Thompson y Zimmermann?®, han logrado identificar y describir recientemente
a la familia de genes del CEA en el brazo largo del cromosoma 19; consisten en 20 genes

con una gran diversidad en su actividad transcripcional

En los cinceres del aparato genital, diversos autores * citan una elevacion en
el 43% de los de cérvix y cuerpo uterino, en el 50% de los de mama y en el 31% de los de

ovario.

En las pacientes con carcinoma epidermoide de cérvix estudiadas por nosotros
en estadio preinvasivo y en estadio I, hemos encontrado valores normales de CEA
(inferiores a § ng /ml), tanto en las determinaciones iniciales como en las obtenidas
después de efectuado el tratamiento y a lo lafgo de las sucesivas fases del estudio. Estos
niveles han sido comparables a los observados en las determinaciones efectuadas a las
pacientes sin patologia maligna seleccionadas como grupo control. De los resultados
obtenidos, podemos afirmar por consiguiente que la sensibilidad de este antigeno para

las pacientes con carcinoma cervical en estadio precoz es nula.

Sin embargo, las concentraciones de CEA fueron mds elevadas en las pacientes
con estadio invasivo que en las pacientes con carcinoma in situ. También observamos
cifras superiores en las pacientes con neoplasia cervical en estadio I antes de aplicarles

el tratamiento que después del mismo, aunque dentro de limites normales.
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Es interesante sefialar que los niveles séricos del antigeno carcinoembrionario
pueden alterarse por el tabaco y alcanzar cifras de hasta 10 ng /ml en personas
fumadoras®" Entre las pacientes con carcinoma cervical estudiadas por nosotros, un
25,8% consumian mas de 10 cigarrillos al dia, pero no hemos objetivado que este factor

elevara el umbral de CEA en nuestros casos.

Los valores de antigeno carcinoembrionario observados por nosotros en las
pacientes con carcinoma de células escamosas de cérvix no coinciden con la mayoria de
los trabajos publicados®*** , los cuales aceptan un porcentaje de positividades préximo
al 50% para el cincer ginecolégico invasivo. Autores como DiSaia** y otros™®** ,
describen un incremento entre el 43 y el 69% en las neoplasias cervicales, mientras que

en diversas publicaciones los porcentajes de positividades varian entre un 15% y un 51%)

El hecho de que nosotros no hallamos obtenido resultados positivos en este
grupo de enfermas, puede explicarse porque son pacientes en estadio precoz de la
enfermedad, aunque autores como Van Nagell”® observan valores de CEA elevados en el
25% de las pacientes con carcinoma in situ, sin embargo, otros como Schwartz y col®%s,

obtienen niveles similares a los nuestros .

Tampoco hemos encontrado valores positivos en los dos casos de cdncer de cuello
uterino que recidivaron, mientras que los resultados de Te Velde? y otros autores
sefialan un indice de positividad en las recurrencias de un 16% para estadios precoces

y entre un 62 y un 87% para estadios avanzados.
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El tamaio limitado de la muestra (solo dos pacientes) hace que nuestros

resultados no se puedan considerar significativos.

En las pacientes con adenocarcinoma de endometrio de nuestro estudio, hemos

observado niveles normales en los casos de estadio preinvasivo.

Por el contrario, en cuatro de las enfermas con carcinoma endometrial en estadio

I encontramos niveles superiores a los limites normales, lo que demuestra que el CEA
tiene una sensibilidad del 21% para las pacienteS con adenocarcinoma de endometrio

en estadio precoz. Estos valores coinciden también con los de Schwartz”y cols (23,5%)

pero son inferiores a los observados por otros autores®** (30-37%)

Durante el seguimiento realizado después del tratamiento, los niveles de CEA se
mantuvieron normales aunque dos pacientes presentaron recidiva de la enfermedad .
Nuestros resultados demuestran por consiguiente, un valor predictivo positivo del 10%
y un valor predictivo negativo del 55,5% para las pacientes con adenocarcinoma de

endometrio en estadio precoz.
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CA-125.

El Ca-125 es una glicoproteina expresada por las células derivadas del epitelio
celomico Es identificado mediante el anticuerpo monoclonal OC 125 que se obtiene por
hibridacién somaitica de células esplénicas de ratones inmunizados por una linea celular

OVCA 433 de una paciente con cincer ovarico seroso papilar™ .

Es expulsado desde la superficie celular y sus niveles (nornal: 35 U /ml) se
encuentran elevados en un 1% de la poblacion normal y en un 6% de pacientes con
patologia benigna ( endometriosis, enfermedad inflamatoria pélvica...) llegando a mas del
80% en pacientes con carcinoma epitelial de ovario® . Es por tanto, un marcador
tumoral bastante selectivo, aunque no espeéifico, para este tipo de neoplasia ya que
ofrece gran utilidad tanto en el diagndstico como en la monitorizacién clinica y en el

valor predictivo de las recidivas.

No obstante, los datos clinicos acumulados sugieren que el Ca 125 también es
clinicamente 1til en otros carcinomas del aparato genital femenino ademds de las

neoplasias ovaricas®*,
Nosotros, no hemos encontrado elevacién de los niveles de este antigeno entre
las pacientes de nuestro estudio con carcinoma epidermoide de cérvix, ni tampoco en el

grupo control, por lo que podemos afirmar junto con Berchuck, Garzetti y otros »" %%
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que su expresion es nula en este tipo de neoplasias. Sin embargo, en otros trabajos

publicados, se describen valores incrementados en un 13 a un 30% de las pacientes 323234,

En el grupo de las pacientes con adenocarcinoma de endometrio, hemos
observado concentraciones elevadas de Ca-125 en un 26,3% de los casos coincidiendo

con los valores publicados por diversos autores™**

De la informacién recopilada en numerosos trabajos editados, se desprende que
la proporcion de pacientes con niveles de Ca-125 elevados esti en relacion con el
estadio de la enfermedad llegando a un 60% en los casos de estadios avanzados®.
Kukura®’, estudiando una serie de pacientes con adenocarcinoma de endometrio observa
que cuando el tumor penetra mds de 1/3 en la pared del ftero, la elevacién de los

valores de Ca 125 es estadisticamente significativa.

En la monitorizaciéon de este antigeno efectuada a las pacientes de nuestro
estudio, comprobamos que después del tratamiento todas las pacientes mostraron niveles
normales de Ca-125 excepto uno de los dos casos que recidivaron que continué con

valores elevados.
De los resultados obtenidos podemos concretar que en las pacientes con

adenocarcinoma de endometrio en estadio precoz, el Ca-125 presenta una sensibilidad

del 26,3 %, una especificidad nula, un valor predictivo positivo del 10% y un valor
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predictivo negativo del 41,6% por lo que su utlidad para el diagnéstico y pronéstico de

esta neoplasia es limitada.

ANTIGENO DEL CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS.

El antigeno del carcinoma celular escamoso(SCC) fué aislado por primera vez a

partir de un carcinoma celular escamoso del cérvix uterino®.

Por métodos inmunohistoquimicos se ha demostrado que el SCC se encuentra en
el citoplasma de tejidos normales como el epitelio escamoso del cuello uterino, la vagina,
la vulva, el eséfago y las vias respiratorias altas **. Entre un 1 y un 4% de los adultos
sanos presentan un nivel sérico de SCC supeﬁor a 2 ng/ml. La causa mas frecuente de
elevacion del nivel del SCC en patologia no neoplisica son las dermatosis benignas,
fundamentalmente en la psoriasis y el nivel estd relacionado con la superficie corporal

afectada®™,

En carcinomas derivados de células escamosas sobre todo en los del aparato
genital femenino, en los de cabeza y cuello, eséfago, pulmén y piel ***,el nivel de este

antigeno se encuentra elevado en una proporcién ostensible de casos.

Entre los carcinomas ginecolégicos se han encontrado concentraciones elevadas

del SCC en el 51-74% de los carcinomas epidermoides de cérvix y en el 40% de los de
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vulva®!, Con menor frecuencia también se han observado valores altos en los carcinomas

de vagina, endometrio y ovario™.

Debido a la amplia difusion de la técnica del SCC, se han efectuado numerosos
estudios para valorar su utilidad en el diagnéstico, prondstico y en el seguimiento en

pacientes con carcinoma de células escamosas de cuello y vagina.

Aunque hay autores™ que aseguran que en el carcinoma cervical in situ nunca -
se alcanzan valores de SCC superiores a § ng/ml , nosotros hemos encontrado pacientes
con neoplasia preinvasiva que presentan concentraciones de hasta 10 ng/ml y un 10,5%

de ellas mostraron niveles superiores al limite normal; Brioschi et al *' también lo

observan en el 14,3% de sus casos.

En el carcinoma invasivo en estadio I, la incidencia de valores elevados de SCC
entre nuestras pacientes fué del 25%, aproximaindose a algunos de los resultados
publicados por otros observadores®*® que varian entre un 30 a un 50%. En los estadios

avanzados (III y IV) el incremento de los niveles del SCC alcanza una incidencia de

hasta un 90% *2.

En el primer control efectuado después del tratamiento, los niveles de SCC en las
pacientes de nuestro estudio se normalizaron excepto en dos casos que persistieron

elevados; en uno de ellos este incremento se mantuvo a lo largo del estudio y al cabo de
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unos meses observamos recurrencia de la enfermedad y en el otro el SCC descendié a

menos de 2ng /ml al cabo de unos meses.

En la mayoria de las series publicadas®®, el incremento de este marcador se
produce en mas de un 90% de las pacientes, entre 2 a 4 meses antes de que aparezca la

recidiva de la neoplasia.

Segiin Marvo y cols** el incremento de este antigeno se normaliza en la casi
totalidad de los casos en un periodo entre uno y siete dias después de la cirugia ,
mientras que con la radioterapia se produce una elevaciéon transitoria en la concen-

tracion de SCC y posteriormente desciende .

En nuestro estudio, el otro caso de recurrencia que mostré niveles normales
antes y después de la cirugia, se trataba de un carcinoma in situ que reaparecié al afio

de realizado el tratamiento y que puede explicarse por el origen multifocal de la lesion.

En el grupo de pacientes con adenocarcinoma de endometrio encontramos una
elevacion del SCC en un 15% de los casos de neoplasia invasiva, incremento que no
coincide con otros autores®® que tienen una incidencia de sélo un 7%. Todos los casos
se normalizaron después de la terapia y se mantuvieron inferiores a 2 ng /ml incluso en

las dos pacientes con recurrencia de la neoplasia.
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En el grupo control de nuestro ensayo, no observamos aumento de los niveles de
SCC excepto un valor de 2,4ng /ml, proporcién que podemos incluirla dentro de la media

general aceptada para la poblacion sana.

Consideramos que el SCC tiene una gran utilidad para el seguimiento y la
deteccion precoz de recurrencias en el carcinoma escamoso del cérvix, pero de nuestros
resultados se deduce que la expresion sérica de estos tres antigenos (CEA, Cal125y SCC)

en el adenocarcinoma de endometrio y en el cincer epidermoide del cuello, es limitada.

ANTIGENOS HILA.

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) es un conjunto de genes
presente en los animales mis evolucionados de la escala filogenética, cuyos productos
controlan el rechazo de injertos (histocompatibilidad) y muchas otras reacciones

inmunes®.

Aunque el MHC fué identificado originalmente por su papel en el rechazo de los
trasplantes, ahora se sabe que las proteinas codificadas en esta regién del genoma
participan en muchos aspectos del reconocimiento inmunolégico, como la interaccién

entre los linfocitos y las células presentadoras de antigeno™'.
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Estas proteinas codificadas por los genes del MHC se clasifican en tres grandes
grupos: moléculas de clase I, II y III. Las moléculas de clase 1y II intervienen en el
reconocimiento inmunolégico. Originariamente se reconocieron por anticuerpos en
leucocitos razén por la cual se denominan antigenos HLA (Human Leucocyte

Antigen)'!!,

Los antigenos MHC de clase I se denominan antigenos de trasplante porque los
linfocitos T citotéxicos que originan el rechazo de un trasplante no histocompatible van
dirigidos contra ellos. Estin presentes en todas las células nucleadas del organismo

excepto en los linfocitos, células germinales y en el trofoblasto.

Los antigenos HLA de clase II se eﬁcuentran en la superficie de las células
presentadoras de antigenos (macréfagos), linfocitos B y algunas células epiteliales
(dendriticas, de Langerhans..). Tienen una importancia fundamental en la respuesta
inmune celular debido a que los linfocitos T cooperadores (Ty) no reconocen al antigeno

si no va asociado a moléculas HLA de clase II'2,

Expresion de antigenos HLA de clase I en las células tumorales

Los antigenos HLA de clase 1 de las células tumorales juegan un papel
importante porque regulan la sensibilidad de los mecanismos inmunolégicos

antitumorales. Cambios cuantitativos o cualitativos en estos antigenos pueden modificar
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el reconocimiento de las células tumorales por los componentes del sistema inmune. Los
linfocitos T citotoxicos (T,) necesitan moléculas HLA de clase I para reconocer al
antigeno . Un déficit o ausencia de estos antigenos pueden alterar la actividad de las

células T y NK.

En modelos animales se ha observado que la pérdida o disminucién de estas
moléculas en las células neoplisicas ejercen una influencia decisiva en el crecimiento

local del tumor y en las metdstasis®®.

En las células tumorales humanas de una gran variedad de neoplasias, se han
comprobado pérdidas totales o selectivas de moléculas HLA I*®, Diversos mecanismos
parecen ser responsables de estas alteracionés. Se ha observado una relacion entre la
activacion de determinados protoncogenes y los antigenos MHC en las células de algunas
neoplasia . Asi por ejemplo, se ha comprobado que existe una relacion inversa entre los
niveles de moleculas HLA I yel oncogen N-myc en el neuroblastoma y el oncogen c-myc

en el melanoma®®

Otra de las posibles mecanismos en la ausencia de expresién de antigenos HLA
I de las células tumorales es la alteracion en la sintesis de la 8 2 microglobulina ( una

de las dos cadenas polipeptidicas que componen la molécula HLA I)*°

Nosotros hemos estudiado la expresion de antigenos HLA de clase I ( usando un
anticuerpo monoclonal contra la 82 microglobulina ) en epitelios normales de cérvix y
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endometrio y en neoplasias invasivas y preinvasivas. Los epitelios normales expresaron
intensamente antigenos HLA I en el 100% de los casos. Cuatro de los 19 carcinomas
cervicales invasivos, es decir, un 13% de ellos, presentaron ausencia de expresion de estas
moléculas, coincidiendo con los resultados obtenidos por Torres y cols **!. Sin embargo,
existen divergencias entre sus observaciones y las nuestras respecto al carcinoma in situ
de cérvix ya que nosotros encontramos dos casos con ausencia de expresion y ellos no

obtuvieron ninguno.

Los endometrios normales que estudiamos, también expresaron de forma
homogenea antigenos HLA I en el 100% de los casos . Por el contrario en 7 adenocarcino-

mas de endometrio (31,8%) observamos ausencia de de expresién .

No hemos encontrado en la literatura estudios referidos a esta neoplasia por lo

que no podemos comparar nuestros resultados con los de otros observadores.

No hemos hallado relacién entre el prondéstico de la neoplasia y la alteracién de
estos antigenos, quizis debido al escaso niimero de recurrencias observadas (dos en cada
tipo de carcinoma) por tratarse estadios precoces. Sin embargo, en otros tumores
humanos se ha descrito que la falta de expresién de HLA I se corresponde con un

comportamiento mas agresivo del tumor®2

En ensayos efectuados con cultivos in vitro de células tumorales HLA I negativas

tratadas con IFN y con TNF-« ha sido posible inducir o elevar los niveles de estos
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antigenos**, de donde se deduce que en los tumores en que se ha observado una relacién
entre la baja o nula expresiéon de antigenos HLA I y una mayor agresividad podria ser

util el tratamiento con estos dos inmunomoduladores

Expresion de antigenos HLA de clase I en las células tumorales.

Las moléculas HLA II son inmunoreguladoras y se observan fundamentalmente
en las células del sistema inmune que se encargan de la presentacién de antigenos a los

linfocitos T.

Su distribucion es mds restringida que las de la clase I como ya hemos
comentado anteriormente. La mayoria de los tejidos, con excepcién de areas del tubo
gistrico y del tracto respiratorio no expresan antigenos HLA de clase II”*, Bajo algunas
circunstancias, tipos celulares que originariamente son de clase II negativos pueden

expresar estas moléculas®”

En algunas neoplasias como las colorrectales, laringeas, gastricas y hepaticas®*

se ha observado una expresion positiva de estos antigenos .

Nosostros hemos estudiado también la expresién de antigenos HLA II en el grupo
de pacientes de nuestro estudio, en diez epitelios de cérvix y en 10 endometrios normales.

Entre las pacientes con carcinoma escamoso de cérvix un 66,6% han presentado
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expresion positiva para el HLA II nuestras observaciones difierende las de Glews y cola®

quienes describen hasta un 83% de positividad en sus casos.

En el grupo de pacientes con adenocarcinoma de endometrio la incidencia de
positividad encontrada ha sido inferior a la de los carcinomas de cérvix alcanzando un
42,1% . No tenemos referencia de otros trabajos en este tipo de carcinoma después de
revisada la literatura, por lo que nuestros resultados no pueden compararse con otras
observaciones. El estudio de los epitelio cervicales y el de los endometrios normales, no

evidencié expresion positiva para las moléculas de HLA II.

La positividad de las c€lulas neopldsicas para el HLA II ha sido relacionada con
el prondstico de la enfermedad y varia segl’m. el tipo del tumor pudiendo ser favorable,
(como en el cancer de célon, laringe y mama) y desfavorable o no significativa (como en
el melanoma)®"**.De igual forma que las moléculas de clase I, Ia expresion de moléculas
de clase II pueden ser inducibles por citoquinas en células de determinados tipos de
carcinoma. En nuestro estudio, encontramos dos recidivas en cada tipo de carcinoma,de
las cuales un carcinoma de cérvix y otro de endometrio habian mostrado previamente
expresion pssitiva de HLA II pero dado el escaso niimero de casos es posible sacar

conclusiones al respecto.

Es probable que las alteraciones en la expresion de los antigenos HLA de clase
I o II puedan ejercer una influencia significativa sobre la evasiéon por parte de las

células tumorales de la vigilancia inmune?>,
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2.-Respuesta inmune frente a las células tumorales:

La respuesta del sistema inmunolégico frente a las células tumorales esta
fundamentalmente mediada por células siendo los linfocitos T los elementos mas

importantes'*,

Los linfocitos T identifican a la célula tumoral en asociaciéon con moléculas
codificadas por el HLA localizados en las células presentadoras de antigeno

(macréfagos)'®,

Los macréfagos procesan al antigeno (lo degradan a fragmentos mis pequefios
los cuales se asocian a moléculas HLA), lo presentan a las células T y segregan una
serie de sustancias o linfoquinas que interviene en la activacién de los linfocitos y por

tanto en la activacién de la respuesta inmune',

Ademas de los linfocitos T, en la respuesta inmune frente a las células tumorales

intervienen las células NK, células LAK y macréfagos que son capaces de destruir

directamente a las células neoplisicas cuando son activados por las linfoquinas.
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Linfoquinas: IL1-8 y TNF-«

Las linfoquinas o interleuquinas son polipéptidos sintetizados y segregados en el
curso de la respuesta inmunolégica a determinados estimulos, por diferentes tipos

celulares como los linfocitos T y B, los macréfagos y las células NK.

Su funcién se asemeja a la de las hormonas ya que tienen multiples efectos
intracelulares, estin presentes en pequefisimas cantidades en suero o en tejidos y actuan
sobre receptores de membrana especificos de forma endocrina (en sitios distantes de
donde se producen), paracrina (de forma localizada o no circulante) o autocrina (sobre

las células que las producen)'*,

Nosotros hemos querido observar la respuesta inmunoldgica del organismo frente
a dos tipos de neoplasia (carcinoma epidermoide de cérvix y adenocarcinoma de endo-
metrio) determinando las concentraciones séricas de dos interleuquinas: la IL1-8 y del

TNF-a en las 53 pacientes de nuestro estudio.

La interleuquina 1 (IL-1) es sintetizada y segregada basicamente por los
macréfagos pero también por otros tipos de células com los queratinocitos, células
epiteliales, células endoteliales, células dendriticas, de Langerhans y células de la

microglial®.
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Los macréfagos al procesar el antigeno segregan IL1 la cual activa a los linfocitos
cooperadores (de accién positiva sobre la respuesta inmunitaria) y anula la accién
inmunosupresiva de los linfocitos T supresores. Se la denomina por esto LAF o " factor

Activador de los Linfocitos"®,

La IL1 ademis de su accién sobre los linfocitos, ejerce efectos tumorales por
otros mecanismos: aumenta la actividad citotéxica de las células mononucleares junto
con otras linfoquinas ( IL2 e IFN) y tiene un efecto citolitico directo sobre las células
neoplésicas. Otra de las importantes acciones de la IL1 consiste en inducir la produccién
de otras citoquinas tales como el TNF a partir de los macréfagos y del endotelio, la IL6

de los fibroblastos y el GM-CSF de las células T%*,

Existen dos tipos de IL1 la IL1-« y la IL1-8 pero ambas con idéntica funcién

ya que se unen a los mismos tipos de receptores.

El TNF o Factor de Necrosis Tumoral es otra linfoquina segregada por los
macrofagos. Se denomina asi porque induce necrosis hemorrigica en algunos tumores.
Actua sobre las células endoteliales produciendo la pérdida de sus funciones
anticoagulantes y favoreciendo el depésito de fibrina lo que origina una CID. Es
responsable de la mayor parte de la actividad tumoricida de los monocitos. Sin embargo,
no todas las lineas tumorales son sensibles al TNF. La necrosis provocada en los
tumores es probable que se debe mas a la lesion de los vasos tumorales que a un efecto

directo sobre las células del tumor. Ello implica que por algiin motivo los vasos
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de algunos tumores son mais sensibles al TNF que los de los tejidos normales. Por otro
lado, interviene en la proliferacion de las células T induciendo receptores para la IL2;
estimula la respuesta inmune antitumoral junto con otras linfoquinas y es responsable
de la caquexia en los pacientes con enfermedad neopldsica avanzada al inhibir la

lipoprotein-lipasa, ademas de otras acciones®.

Tanto la IL1 como el TNF son inhibidos por las prostaglandinas, corticoides y

otros agentes inmunosupresores.

La produccién de linfoquinas en pacientes con cincer, ha sido extensamente
estudiada tanto in vitro como in vivo®?% con el fin de evaluar su posible utilidad

inmunoterapeiitica en un futuro.

Ohshika et al.”® estudiando la produccién de IL1 y de prostaglandina E (PGE)
in vitro, a partir de los resultados obtenidos deduce que la inmunodeficiencia en las
pacientes con ciincer estd estrechamente asociada con una reducida actividad de la IL1
Yy un incremento de la actividad de la PGE de los macréfagos. Friese et al**.,, en un
estudio sobre la produccion de citokinas en el cincer ginecolégico (cérvix y mama)
observa que la concentracién de TNF es semejante a la producida por el grupo control

Y no encuentra variacién en los valores obtenidos antes y después del tratamiento.

De Jaco et al’® comparan los niveles de TNF en pacientes con neoplasias

cervicales, endometriales y oviricas y también observa concentraciones semejantes a las
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del grupo control excepto en las pacientes con carcinoma ovirico en las que los niveles

de TNF se encuentran incrementados.

Elsasser et al*®*, estudia la produccién de IL1 y de TNF en cultivo de células
sanguineas de pacientes con cancer de cérvix, ovario y endometrio y observa una gradual
depresion en la produccién de ambas citoquinas en todos los grupos estudiados al
compararlas con sujetos normales y afiade, que este descenso esti en relaciéon con el

crecimiento del tumor.

Nosostros hemos obtenidq unos niveles sérico tanto de IL1- 8 como de TNF-«
dentro de los limites normales antes y después de efectuado el tratamiento sin embargo,
al comparalos con el grupo control, los valorés medios de IL1 han sido superiores en las
pacientes con carcinoma epidermoide de cérvix y los valores medios de TNF han sido
mayores en las pacientes con adenocarcinoma de endometrio, pero siempre inferiores a
los 30 y 40 pg /ml considerados en nuestro laboratorio como limite de normalidad para

la IL1 y TNF respectivamente.

Podemos por tanto concluir sefialando que la respuesta inmunune celular de esto
dos tipos de carcinoma evaluada a través de la determinacion sérica de estas citoquinas
es poco significativa. No obstante, hay que destacar que la caracterizacién de mediadores
solubles en la respuesta inmune antitumoral y su sintesis como proteinas recombinantes
ha producido un gran impacto en la biisqueda de su papel como agentes antitumorales

y también pueden contribuir al conocimiento de la patogénesis del cincer*.
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3.-Exploracion inmunolégica de las pacientes con céncer

Se cree que el sistema inmunoldgico puede tener una gran importancia en el
control del crecimiento tumoral. Teoricamente, las reacciones inmunes pueden jugar un
papel esencial en cuanto a impedir la aparicién inicial de los tumores o bien limitando
su desarrollo. El concepto de inmunovigilancia, establecido por Ehrlich en 1908 y segiin
el cual clonos de células abefrantes producidos durante la época fetal y postfetal,
quedarian latentes en su mayoria gracias a los mecanismos de proteccién del organismo,
ha sido puesto durante muchos afios en duda®. El comienzo de la técnica de los
trasplantes en los afios 60 y el uso de potentes firmacos inmunosupresores, demostré un
aumento de la incidencia de ciertos tipos de tumores en pacientes inmunodeprimidos.
Posteriormente la aparicion del sindrome de inmunodeficiencia adquirida, ha sugerido

que existe una relacién entre la inmunosupresion y el sarcoma de Kaposi® .

El escape inmunolégico se producirfa por tanto cuando el equilibrio entre lds
factores que favorecen el desarrollo del tumor y la efectividad del sistema inmunolégico

se altera.

Es posible que muchos tumores puedan quedar eliminados antes de que puedan
detectarse, pero también es evidente que algunos tumores se desarrollan porque el

sistema inmunitario no funciona normalmente
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Nosotros hemos efectuado una exploracién inmunolégica al conjunto de las
pacientes del estudio antes de aplicarles el tratamiento para comprobar su estado
inmunolégico inicial y secuencialmente después del mismo para comprobar si la terapia

administrada (cirugia y /o radioterapia) alteraban su funcién inmune.

La funcién inmune humoral la hemos explorado evaluando las inmunoglobulinas
séricas IgG,IgA e IgM asi como determinando de forma seriada las fracciones del
complemento C3 y C4. La funcién inmune celular la hemos examinado mediante pruebas

cutineas de hipersensibilidad retardada

Inmunoglobulinas

En la evaluacién de estas tres inmunoglobulinas efectuada antes de comenzar el
tratamiento en las pacientes con carcinoma epidermoide de cérvix y en las pacientes con
adenocarcinoma de endometrio de nuestro estudio hemos observado unas concentraciones
normales para la IgG, ligeramente elevados para la IgA(22%) y moderadamente altos
para la IgM (26-41%) en todos los grupos estudiados excepto en el carcinoma invasivo
de cuello en que no hubo incremento de estas inmunoglobulinas o fué minimo. Sin
embargo, las pacientes con carcinoma cervical preinvasivo fueron las que mostraron una
hipergammaglobulinemia a expensas de la IgM. De estos resultados podemos deducir
coincidiendo con otros autores®® que las pacientes con carcinoma en estadio precoz no

evidencian menoscabo de su funcién inmune humoral. Por otro lado, la hiperganmaglo
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bulinemia obsevada en las pacientes con carcinoma cervical in situ puede interpretarse
como una respuesta humoral inespecifica frente a la infeccion por HPV con la que esta

neoplasia se asocia®®,

Nuestros resultados son opuestos a los observados por Balasch®® quien
comprueba una elevacion de la IgG y de la IgA y una disminucién de la IgM en
pacientes con carcinoma de cérvix y endometrio en todos los estadios( 0-IV) sin relacién
con la gravedad de la enfermedad. Argawal’” en pacientes con carcinoma de cérvix
observa una elevacion de la IgG y de la IgA en estadio I, de IgG e IgM en estadio I 'y

de las tres inmunoglobulinas en estadio IIL

En el estudio inmune de neoplasiaé ginecoldgicas de otros observadores los
resultados obtenidos también son contradictorios. En el carcinoma cervical Huges*”
encuentra niveles de IgA normales mientras que Adelusi®™ obtiene valores elevados, los
de IgG en este tipo de neoplasia son normales en los casos de Huges, elevados en los de

Adelusi y bajos en los de Alasabti”’.Sin embargo, en el cincer de ovario los valores de

IgM aparecen elevados en varias series publicadas®.

En las determinaciones efectuadas después del tratamiento (quirirgico y/o
radioteripico) se observd una ligera elevacion de los valores de IgG sobre los iniciales
en todos los grupos del estudio, elevacion que fué algo mis acentuada para la IgA y para

la IgM. En las pacientes con adenocarcinoma invasivo de endometrio la hiperganmaglo
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bulinemia se hizo méis manifiesta después de la terapia a expensas de la IgM. Estos datos
demuestran que la cirugia y/ o la radioterapia no deprimieron la funciéon inmune en

nuestras enfermas. Juranic?™® evalua los efectos de la radioterapia sobre la produccién
de inmunoglobulinas en pacientes con carcinoma de cérvix en estadio avanzado y
observa valores iniciales elevados para la IgA y normales para la IgG e IgM y comprueba

que la radioterapia no afecta signficativamente los parimetros estudiados.

Fracciones C3 y C4 del sistema complemento.

El sistema complemento juega también un importante papel en la respuesta
humoral. La unién del anticuerpo a la célula tumoral conduce a la activacion del
complemento dando lugar al complejo de ataque de membranas, el cual produce
soluciones de continuidad en la superficie de la célula tumoral y origina su lisis

osmética'?,

Nosotros hemos evaluado conjuntamente con las inmunoglobulinas las
concentraciones séricas de los componentes C3 y C4 en las pacientes de nuestro estudio
Y los resultados demuestran que los valores iniciales de C3 no se encuentran alterados
excepto en los casos de carcinoma de endometrio en los que existe un discreta elevacién
mientras que las concentraciones de C4 se elevan en el carcinoma invasivo de cérvix y

en el endometrio..
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Después de efectuado el tratamiento esta elevacion se incrementa en las pacientes

con carcinoma invasivo de ambos grupos siendo méis importante las de C4.

Existen pocos estudios publicados sobre las alteraciones de los niveles de C3y
C4 en las neoplasias humanas. Autores com Te Velde® estudiando variables con
significacion prondstica en el carcinoma de cévix invasivo ha observado que de los 92
parimetros investigados el C3 ocupaba el segundo lugar y comprobd que existid una
relacién entre la prediccién pronéstica del tumor y los niveles de C3. Saito®’ también
encuentra niveles elevados de C3 y C4 en el carcinoma gastrico y observa que existe una

relacion con el estadio del tumor.

Nosotros no podemos establecer un felacién valorable entre la concentracién de
C3 y C4 con el pronéstico del tumor por el escaso nimero de pacientes que recidivaron
(4) pero si hemos constatado que no existen alteraciones en los valores de C3 y C4 en los
carcinomas estudiados en estadio preinvasivo pero si en los invasivos por lo que nuestras
observaciones coincidirian con las de Saito en cuanto que observamos una relacion entre

la elevacion de C3 y C4 y el estadio del tumor.

El significado de estas observaciones no esti claro, segiin Te Velde*’ es probable
que represente un efecto reactivo inespecifico frente a las c€lulas neoplidsicas aunque no
puede ser excluido un papel especifico del complemento activado tanto por la via

alternativa(C3) como por la via clisica (C4) en defensa contra las células cancerigenas.

- 223 -



DISCUSION

Pruebas cutaneas de hipersensibilidad retardada

La hipersensibilidad retardada debe entenderse como un modelo "in vivo" de las

reacciones inmunes mediadas por células .

En la hipersensibilidad de tipo retardado el estimulo local provocado por un
antigeno induce una reaccion inflamatoria retardada antigeno-especifica, que se
desarrolla gracias a la capacidad que tienen los linfocitos T sensibilizados para liberar
productos solubles o linfoquinas que son responsables de la reacciéon inflamatoria final.
La funcién de las linfoquinas es la de amplificar la respuesta de los linfocitos T,
estimulando y atrayendo a monocitos, macréfagos y polimorfonucleares al sitio donde se

introdujo dicho antigeno®™,

Uno de los fines del uso de los test cutaneos de hipersensibilidad retardada es
la exploracién de la inmunidad celular "in vivo". La demostracion de una o mis
respuestas cutineas positivas a los antigenos ambientales (cdindida, tricofitina, tétanos,

tuberculina...) suele indicar que la inmunidad celular no esti alterada®”.

El término anergia fué introducido por Von Pirquet en 1908 para denotar la falta
de reactividad inmune por ausencia de "erginas". La anergia o falta de respuesta a estos
antigenos suele asociarse a una inmunidad celular disminuida, aunque debe mencionarse

que algunos individuos sanos presentan anergia®.
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Nosotros hemos explorado la inmunidad celular de las pacientes de nuestro
estudio mediante la aplicacién de estos test cutineos (MULTITEST) antes y después de
efectuar el tratamiento y hemos podido constatar que un 51,6% de las pacientes con
carcinoma cérvix y de endometrio en estadio invasivo presentaron anergia frente a un

30% de los controles y un 20% de los estadios preinvasivos.

De los dos tipos de carcinomas estudiados, los casos de adenocarcinoma de
endometrio han mostrado un porcentaje de anergia muy superior (68%) a los casos de
carcinoma epidermoide de cérvix (22,6%). Finalmente hemos comparado la evolucién de
la enfermedad con la reactividad de estas pruebas y hemos podido observar que existe

una relacion directa entre ambas.

De los datos obtenidos se deriva, que la enfermedad neoplisica puede alterar la
inmunidad mediada por células, que esta alteracién estd influenciada por el tipo
histolégico del tumor y que la exploracién de la inmunidad celular mediante test
cutaneos de hipersensibilidad retardada pueden ser (tiles en la monitorizacion y

prediccién prondstica de la enfermedad.

Comparando nuestros resultados con los de otros autores, coincidimos con ellos
en todos los aspectos excepto en la relacién con el tipo histologico. asi Catalona and
Chreti®en observan un empeoramiento de la inmunidad celular en el carcinoma de
células escamosas con mayor frecuencia que en el adenocarcinoma, mientras que Balach

270

y cols*” no encuentran relaciéon con las caracteristicas histologicas de la neoplasia.
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Deducimos de nuestro trabajo, que la sensibilidad del antigeno carcinoembrionario
(CEA) para las pacientes con carcinoma cervical en estadio precoz es nula, a pesar
de que encontramos concentraciones superiores no significativas a medida que

aumenta el grado de invasion.

En lo que se refiere al adenocarcinoma de endometrio en estadio invasivo, hemos
encontrado una proporcion de pacientes con valores de CEA elevados, ligeramente

superior a la de las pacientes con carcinoma cervical.

En los casos que recidivaron, en el grupo de pacientes con carcinoma cervical asi
como en las pacientes con carcinomg endometrial, tampoco hemos encontrado
niveles de antigeno carcinoembrionario elevados, lo que demuestra su falta de
utilidad en la prediccién de recurrencias en estos dos tipos de neoplasia en estadio

precoz.
Los niveles séricos de Ca-125 presentan una escasa sensibilidad, una nula
especificidad y un valor predictivo limitado tanto en el carcinoma epidermoide de

cérvix como en el adenocarcinoma de endometrio.

En cuanto a los niveles plasmaiticos del antigeno de células escamosas (SCC),

hemos observado concentraciones superiores a las normales en mas del 10% de
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pacientes con neoplasia preinvasiva de cérvix, llegando incluso a niveles de 10

ng/ml y en mas del 25% de los casos en estadio invasivo.

En, el adenocarcinoma de endometrio, el SCC se comport6 de manera semejante,

habiéndonos encontrado una elevacion en el 15% de las neoplasias invasivas.

Podemos concluir, que la determinacion de estos antigenos: CEA, Ca-125 y SCC
en el carcinoma epidermoide cervical y en el adenocarcinoma de endometrio en
estadio precoz, tiene una escasa utilidad clinica, con excepcién de una limitada

significacion del SCC.

En el estudio de la expresion de ’antigenos HLA de clase I,(normalmente
manifiestos en todas las células nucleadas) hemos observado una pérdida de la
misma en un 19,3% de los carcinomas epidermoides de cérvixy en un 31,8% de los
adenocarcinomas de endometrio, aunque no hemos encontrado relacién entre esta

alteracion y una mayor agresividad tumoral.

Los antigenos HLA de clase II (cuya presencia estd restringida a las células
presentadoras de antigenos) se han manifestado en el 66% de los carcinomas
cervicales y en el 42% de los adenocarcinomas de endometrio de nuestras
pacientes. Esto indica que hemos observado una alteracién ostensible en la

expresion de los antigenos de histocompatibilidad en estos dos tipos de neoplasia.
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El estudio de los niveles séricos de las interleuquinas IL1-8 y TNF-a, como
expresion de la respuesta inmune celular en las pacientes con carcinoma

epidermoide de cérvix y con adenocarcinoma de endometrio, es poco significativo.

La exploracion del estado de la inmunidad humoral mediante la cuantificacién de
las concentraciones de inmunoglobulinas y de las fracciones C3 y C4 del
complemento, revela que las pacientes con carcinoma en estadio precoz no
evidencian menoscabo de su funcién inmune humoral. Asi, hemos observado
niveles iniciales normales de IgG y elevados de IgA e IgM y valores altos de las

tres inmunoglobulinas después de efectuado el tratamiento.

Los valores iniciales de la fraccion C3 del complemento, se encuentra dentro de
los limites normales en los carcinomas epidermoides de cérvix, mientras que en los
adenocarcinomas invasivos de endometrio, se aprecia una discreta elevacion. En
cuanto a los niveles iniciales de la fraccion C4, ocbservamos un ascenso en los dos
tipos de neoplasia siendo superior en los carcinomas invasivos de endometrio. Se
demuestra pués, que existe una relacién entre los niveles de C3 y C4 y la gravedad

del adenocarcinoma endometrial

La exploracion de la inmunidad celular realizada mediante test cutaneos de

hipersensibilidad retardada han demostrado:
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Que las pacientes con carcinoma en estadio invasivo presentan una mayor
anergia que las pacientes con carcinoma en estadio invasivo.

Que la anergia se relaciona con el tipo histolégico del tumor siendo mas evidente
en las pacientes con adenocarcinoma de endometrio que en las pacientes con
carcinoma epidermoide de cérvix,

Que existe una relacion directa entre la reactividad de estas pruebas cutaneas y

el pronéstico de la enfermedad.
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