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Introduccion

Es bien conocido que las infecciones y las neoplasias de diferentes localizaciones,
entre ellas la piel, forman parte de las complicaciones mas frecuentes y temidas de
los pacientes receptores de un érgano trasplantado (PROTs) (Penn 1., 1994 y Hardie
IR y cols., 1980). El aumento incesante del nimero de trasplantes realizados en las
ultimas décadas y el alargamiento en la supervivencia de los receptores de los
mismos ha condicionado que el conjunto de pacientes con riesgo de desarrollar este
tipo de complicaciones crezca dia a dia. Solo en esta Ultima década, segun la
Organizacion Nacional de Trasplantes, unos 30.000 pacientes han recibido un
trasplante de drgano en nuestro pais. Entre las complicaciones cutaneas de estos
pacientes merece la pena destacar a las neoplasias cutaneas, fundamentalmente a
los carcinomas cutaneos (CCs) que, en algunos casos, pueden llegar a ser una causa

de mortalidad (Ong CS y cols., 1999).

Los CCs son los canceres mas frecuentes en los seres humanos. Dentro de estos
destacamos, fundamentalmente, dos tipos: el carcimona escamoso o epidermoide y
el carcinoma basocelular. En la poblacion general la incidencia del carcinoma
basocelular es 4 veces mayor a la del carcinoma escamoso (Silverberg E y Lubera J.

1986).

El carcinoma escamoso o epidermoide (CE) es una proliferacion maligna que deriva
de los queratinocitos de la epidermis y que tiene la capacidad de metastatizar. La
mayoria de los casos se originan sobre lesiones previas, llamadas lesiones

premalignas o precancerosas. Dentro de estas lesiones podemos incluir a la
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Introduccion

queratosis actinica, la queilitis actinica, la enfermedad de Bowen, la leucoplasia y la
eritroplasia. El principal factor etioldgico del CE es la exposicion solar cronica, lo que
condiciona el predominio del tumor en las zonas expuestas del cuerpo y justifica su
mayor incidencia en aquellos individuos que desarrollan su actividad profesional al
aire libre, o bien, tienen una piel clara. Otros factores etioldgicos son la exposicion a
carcindgenos quimicos como el arsénico y el alquitran, a fuentes de radiaciones
ionizantes y, también, se ha relacionado con la infeccion por el VPH y los procesos

inflamatorios cronicos.

El carcinoma basocelular (CB) es el tumor cutaneo maligno mas frecuente en la raza
blanca que, probablemente, deriva de células pluripotenciales del germen epitelial
primario. Su nombre se debe a que esta constituido por células semejantes a las de
la capa basal de la epidermis y los anejos cutaneos y se caracteriza porque solo de
forma excepcional produce metastasis. Al igual que en el CE, el principal factor
etiopatogénico conocido es la exposicidn solar, lo que condiciona su mayor incidencia
en los paises con latitudes bajas. A diferencia del CE suele aparecer sobre piel sana y

nunca afecta a mucosas, palmas y plantas.
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Introduccion

1. EL CANCER CUTANEO EN EL PACIENTE RECEPTOR DE UN ORGANO
TRASPLANTADO (PROT)

En los pacientes trasplantados se ha observado un numero elevado de neoplasias
que, en muchos casos afectan, de forma primitiva o bien a lo largo de su evolucion,
a la piel (Penn 1., 1994). De este modo, se ha encontrado que el riesgo de
desarrollar un linfoma en trasplantados es de 20 a 120 veces mayor que en la
poblacion general y que la incidencia del sarcoma de Kaposi estda aumentada de 150
a 1000 veces, dependiendo del tipo de inmunosupresion (Berg D y cols., 2002). En lo
que hace referencia a la piel destacan los CCs con una incidencia
extraordinariamente alta y una evolucion clinica mas agresiva que en la poblacién

general (Gupta AK y cols., 1986 y Barret WL y cols., 1993).

1. 1. Los carcinomas cutaneos en el PROT. Incidencia y caracteristicas.
Si hacemos una abstraccidn de los datos aparecidos en la literatura, podemos
generalizar que la incidencia de los CCs en los PROTs es mas alta que en la poblacion

general y que, ademas, estos tumores presentan ciertas peculiaridades clinicas.

Respecto a la incidencia, dos estudios recientes realizados en los paises escandinavos
han comparado los datos de incidencia del CE en los PROTSs con los de la poblacion
general y han puesto de manifiesto que el riesgo relativo para desarrollar un CE es
hasta 65 veces superior en los PROTs (Lindeldf B y cols., 2000 y Jensen Py cols.,

1999).
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Introduccion

A pesar de la unanimidad en aceptar que el riesgo relativo de padecer CCs en
pacientes trasplantados es mucho mayor que en la poblacion general, resulta dificil
conocer y, sobre todo, comparar, las cifras de incidencia de estos tumores en
diferentes paises, debido al irregular y, a menudo, poco acertado disefio, de los
estudios existentes. En la tabla 1 se intenta reflejar los resultados de los estudios
mas importantes realizados. En ella se puede ver que la mayoria de datos de
incidencia corresponden a estudios retrospectivos que se basan en datos extraidos
de registros de tumores, donde habitualmente sélo figuran los CEs. Ademas, con
frecuencia estos estudios utilizan para valorar la incidencia términos estadisticos
dificiles de comparar entre si como es el periodo prevalencia, la incidencia
acumulada, el riesgo relativo y, ademas, en muchos casos no queda claro el tiempo

de seguimiento post-trasplante.
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Tabla 1: Resumen de los resultados obtenidos por los diferentes estudios publicados entre los afios 1980 y 2001.

AUTOR PAIS TIPO EDAD CC
ARIO LATITUD ESTUDIO R PACIENTES| SEGUIMIENTO (prevalencia) OBSERVACIONES
i 44% alos 9 a
HARDIE Australlla prospectivo NC 301 maximo 9 afios 8,6% CE/CB=1,7/1
1980 27028 A
73% CCs multiples
3-16 afios
BLOHME Suecia . 42 pac. (3-4 a) o o -~
1984 57043’ retrospectivo| NC 129 44 pac. (5-9 a) 10,1% 70% CCs mdltiples
43 pac.(10-16 a)
GUPTA Canada . . ~ 0 CE/CB=2,3/1
1086 43040 retrospectivo| 40 523 maximo 18 anos 5,3% 40% CCs multiples
COHEN USA . . 0 _
1987 430 retrospectivo| NC 580 media 12,5 a 3,6% CE/CB=2/1
LIDDINGTON Reino Unido . . o o -
1989 50-580 prospectivo | 39,2 598 maximo 12 a 5% 75% CCs multiples
BLOHME Suecia . _ o . s .
1990 57043’ prospectivo 50 98 10-23 a 25% no inversion cociente CE/CB
IA 10% (10 a)
HARTEVELT Holanda . . ) o 40% (20 a)
1990 520 prospectivo | 37,7 764 media 8,7a(1-21a) 6,2% CE/CB=3,6/1
70% de CCs multiples
TAYLOR Reino Unido . £ o
1992 50-580 retrospectivo| 45 167 maximo 9 a 7,7%
. . IA 6,7% (10 a) y 26,3% (20 a)
GAYA Reino Unido . o ?
1995 50-580 retrospectivo| 39,7 274 NC 6,9% CE/CB=1,3/1

47% CCs multiples
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AUTOR PAIS TIPO EDAD CCs
ARIO LATITUD ESTUDIO R PACIENTES| SEGUIMIENTO ( prevalencia) OBSERVACIONES
FERRANDIZ Espafia ) Mediana. 34 m o 1A 18,1% (3 a)
1995 410 prospectivo 45 81 (1-3 a) 14,8% CE/CB: 1/3,1
BOUWES - : aco 0
BAVINCK Australia retrospectivo | 42,3 1098 media 5,2 a 32,7% IA: 45% (llaz y 70%(20 a)
1996 27028 CE/CB= 2,9/1
WEBB Reino Unido . . IA 16% (10 a) y 52% (20 a)
1997 51031’ retrospectivo| NC 1075 media 4,9 a NC CE/CB= 2,7/1
1097 >5 a,
BEHREND Alemania . 409 >10 a IA 4,8% (10 a) y 8,8% (20 a)
1997 57023 retrospectivo| 37.8 2372 142 >15 3 NC
16 > 20 a
Importante sélo contabiliza CE
JElNgggN ';gg?ggg retrospectivo| 46,8 2397 Media 4,8( -28 a) NC IA 2% (5 a), 7% (10 a)
y 18% (20 a)
; _ Importante sélo contabiliza CE
LINZBEIC‘)OF 556%?220 retrospectivo| NC 5356 Media 5,6(0-24 a) 3,2% Calcula riesgo relativo respecto a la
poblacion general
Nuevos casos /afio:
RAMSAY Reino Unido . . o 5-6,5% de 5-9 a
2000 57048’ prospectivo 37 182 Media 7,6 a 16,5% 10,5% mas de 10 a
CE/CB=3,8/1
NALDI Italia . Media 4a o IA 4,3% (5a)y9,7% (10 a)
5000 45045 retrospectivo| 37 1062 (0,3-26 a) 6,7% CE/CB=1/2,1

NC: este dato no consta en el estudio.
1A: incidencia acumulada
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Introduccion

Sin embargo, sorprende que los datos de los escasos estudios que utilizan una metodologia
estadistica semejante (calculo de la incidencia acumulativa) varian en términos muy amplios. De
esta manera, a los 3 afos de seguimiento, se publica una incidencia acumulativa de un 0% en
Holanda (Hartevelt MM y cols., 1990), un 13% en Australia (Bouwes Bavinck JN y cols., 1996)
y un 18% en Espafia (Ferrandiz C y cols., 1995), a los 10 afios esta alcanza un 10% en
Holanda y un 44% en Australia, cifras que se incrementan al 40% y 70%, respectivamente,
tras 20 de seguimiento, (Hartevelt MM y cols., 1990, Bouwes Bavinck IN y cols., 1996,) (figura
1). Otros estudios de Alemania y Reino Unido refieren unas incidencias acumulativas que oscilan
entre el 4,8% y el 10% a los 10 afos postrasplante (Behren vy cols; 1997 y Gaya 1995). En
Italia, en una zona de latitud semejante a la nuestra, un estudio basado en un registro de

tumores refiere una incidencia del 9,7% a los 10 anos.

Figura 1: Comparacion de las incidencias acumuladas de CCs en varios paises. En la grafica
podemos observar la gran similitud entre los resultados de Bouwes- Bavinck en Australia y
nuestro estudio previo (Ferrandiz y cols., 1995).
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Introduccion

Ademas de esta mayor incidencia de CCs en la poblacion de PROTs que en la
poblacidn general, existen otras diferencias que podriamos definir como de indole
cualitativa. Por un lado, la mayoria de estudios sefialan un cambio en el cociente CB/CE.
En la poblacion general este cociente es favorable al CB con una relacion de 4/1
(Silverberg E y Lubera J., 1986). En cambio, en las series de pacientes se ha observado
que el CE es mas frecuente que el CB, provocando una inversion en dicho cociente
proporcional al tiempo de inmunosupresidn (Hardie IR vy cols., 1980 y Hartevelt MM y
cols., 1990). La importancia fundamental de esto proviene del peor pronostico del CE
que, como ya hemos comentado, tiene una mayor agresividad local y ademas posee

capacidad de metastatizar.

Por otro lado, el comportamiento bioldgico de los tumores cutaneos de los
trasplantados también tiene un curso mas agresivo, con un crecimiento mas rapido y
con frecuente recidiva local tras su exéresis €, incluso, con cierta frecuencia provocan
metastasis a distancia (Ong CS y cols., 1999). Asi, en algunas series largas, se ha
determinado que entre un 8-11,7% de los pacientes con CEs desarrollaban metastasis y
que un 3% de estos pacientes morian a consecuencia de ellas (Berg D y cols., 2002). En
esta agresividad clinica, probablemente influye la tolerancia inmunoldgica a la

progresiéon tumoral debida a la inmunosupresion yatrogénica.

18



Introduccion

1.2. Factores de riesgo para el desarrollo de los CCs en el PROT

El elemento diferencial mas importante, entre la poblacion general y los PROT, es el
tratamiento inmunosupresor y, sin duda, es este el factor de riesgo mas importante
para el desarrollo de un CC. Sin embargo han de existir otros que nos ayuden a explicar
las diferentes cifras de incidencia entre los distintos paises. Entre ellos consideraremos:
1. El tratamiento inmunosupresor.

2. La exposicion solar.

3. Las infecciones viricas. La infeccidn por el virus del papiloma humano.

4. Los factores genéticos e inmunoldgicos.

5. La edad.

6. Otros factores.

1.2.1. El tratamiento inmunosupresor

Los farmacos inmunosupresores utilizados han variado a lo largo del tiempo. En los
primeros anos, los farmacos empleados eran los corticoides y la azatioprina,
anadiéndose posteriormente la ciclosporina y, mas recientemente, el tacrolimus y el

micofenolato de mofetilo.

En los primeros estudios se culpd a la azatioprina de la espectacular incidencia de CCs
en los trasplantados, atribuyéndole un doble efecto carcinogénico. Por una parte estaba
su capacidad inmunosupresora y, por otra, un poder oncogénico directo como

carcindgeno quimico al interferir en la reparacion del ADN (Taylor AE y Shuster S.,
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Introduccion

1992, Lennard L y cols., 1985). Sin embargo, al introducir la ciclosoporina se pudo
observar que la incidencia del cancer cutaneo no sélo no disminuia, sino que en
algunas series se describe un aumento (Shuttlewort D y cols., 1989).

Estudios posteriores han demostrado que mas que el tipo de agente inmunosupresor
utilizado, el tiempo y la intensidad de la inmunosupresion son las variables que podrian
guardar una relacién directa con la aparicion de los CCs . En este sentido, Jensen y cols
(1999) demostraron que el riesgo de desarrollar CE se triplicaban cuando se utilizaba la
asociacion de 3 farmacos inmunosupresores en lugar de 2, con independencia del
farmaco usado. Y en la misma linea el grupo de Dantal compara dos grupos de
pacientes en tratamiento con altas y bajas dosis de ciclosporina y, advierten que el
riesgo de desarrollar un CC es proporcional a la dosis del inmunosupresor (Dantal y
cols., 1998). Por lo tanto, segun estos estudios seria mas importante el grado de

inmunosupresion que alcanza el paciente mas que el farmaco utilizado para ello.

1.2.2. La exposicion solar

Si revisamos los estudios publicados, podemos deducir que, al igual de lo que ocurre en
la poblacion general, la incidencia de los CCs en los trasplantados aumenta a medida
que disminuye la latitud del pais (tabla 1), lo que claramente sugiere una mas que
probable participacién de la radiacidn actinica en la génesis de estos tumores. Esta
teoria se refuerza si consideramos que la mayor parte de estos tumores aparecen en la
piel fotoexpuesta (Ramsay y cols., 2000), que su incidencia es mayor en los individuos

trasplantados con exposicion solar recreacional y ocupacional elevada (Ramsay y cols.,
20



Introduccion

2000) y que se han detectado anomalias en la proteina p53, probablemente inducidas
por mutaciones provocadas por la radiacién ultravioleta (RUV) en los tumores de estos
pacientes (Gibson y cols., 1997).

En la actualidad sabemos que el papel de la RUV en el desarrollo de los CCs es doble
(Grossman D y Leffel DJ., 1997). En un primer lugar, la RUV causa mutaciones en el
ADN celular y estas alteraciones genéticas pueden dar lugar a un crecimiento celular
incontrolado y a la formacion de tumores. Por otra parte, la RUV ejerce profundos
efectos sobre el sistema inmune cutaneo, induciendo un estatus de inmunosupresion
relativo que impide el rechazo del tumor, que parece ser tan importante como los
efectos carcinogénicos, en cuanto al establecimiento y posterior crecimiento progresivo
de los CCs(fig. 2). Por lo tanto la RUV actuaria como iniciador, al provocar la mutacion

en el ADN y como promotor al inducir la supresion del sistema inmune.

21



Introduccion
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En concreto, la RUV favorece la generacion de vias inmunes supresoras en detrimento de las
colaboradoras, alterando la funcion celular presentadora de antigenos de las células de
Langerhans y determinando un flujo de células inflamatorias no Langerhans. Ademas, la RUV
indure la isomerizacion del acido urocanico y la produccién de Factor de Necrosis Tumoral a
(TNF) e Interleucina 10 por parte de los queratinocitos. La combinacién de estos
acontecimientos promueve el desarrollo de células colaboradoras de tipo 2 (Th2) y la inhibicién
de células colaboradoras de tipo 1 (Th1) lo que genera una tolerancia inmunologica.
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1.2.3. Las infecciones viricas. La infeccion por el virus del papiloma humano

(VPH)

Los virus son los principales agentes infecciosos asociados al cancer en el ser humano.

Hasta ahora se han identificado seis virus con capacidad oncogénica en diferentes

organos (tabla 2).

Tabla 2: Esquema de los virus con capacidad oncogénica conocida.

VIRUS CELULAS DIANA CANCER

HTLV-1 Células T Linfoma o leucemia cels. T
Virus Epstein Barr Células B Linfoma de Burkitt

Virus del papiloma humano Células epiteliales Carcinomas de mucosas
Virus hepatitis B Hepatocitos Hepatocarcinoma

Virus hepatitis C Hepatocitos Hepatocarcinoma

Virus herpes 8? Endotelio Sarcoma de Kaposi?

El VPH ha sido relacionado con el desarrollo de los CCs en los PROTSs. Esta idea se ha

basado en varios acontecimientos:

a. La frecuente asociacion epidemioldgica de verrugas y CCs en estos pacientes.

b. La evidencia de signos histoldgicos de infeccion viral en algunos carcinomas

c. El potencial oncogénico conocido de algunos tipos de VPH.

d. La similitud clinica de los PROTs con la epidermodisplasia verruciforme, una

enfermedad hereditaria que condiciona un defecto en la inmunidad celular. La

consecuencia de esta es la aparicion de verrugas viricas en las primeras

décadas de la vida y la aparicién precoz de carcinomas sobre las lesiones

localizadas en las zonas expuestas.

Esto ha motivado a muchos investigadores a estudiar el papel de este virus en el
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desarrollo de los CCs. A pesar del gran entusiasmo con el que se ha investigado, no se
han obtenido, de momento, resultados concluyentes. Este punto sera analizado, de

forma exhaustiva, en los apartados dedicados a la infeccion por el VPH.

1.2.4. Los factores genéticos e inmunoldgicos

Algunas investigaciones sugieren que determinados factores inmunogenéticos pueden
tener un cierto papel en el desarrollo de los CCs de los PROTSs. Estas teorias proponen
que determinados halotipos confieren la facultad de que las células presentadoras de
antigeno procesen de forma mas eficaz algunos antigenos tumorales y virales. En
consecuencia, los individuos que posean estos halotipos “protectores” tienen un menor
riesgo de padecer cancer y, en contraposicion, los otros halotipos “no protectores”
estaran asociados a un mayor riesgo. En los PROT, el HLA A11 ha sido relacionado
estadisticamente con un menor riesgo de desarrollar un cancer cutaneo, mientras que el
HLA-B27 y el antigeno de histocompatibilidad de clase II HLA-DR7 se han asociado a un
aumento del cancer cutdneo en estos pacientes (Bouwes Bavinck y cols., 1991y 1997 y
Czarnecki D y cols., 1992). Sin embargo, otros autores no han podido demostrar esta
relacion (Jensen Py cols., 1999, Dyall- Smith D y Ross JB., 1995 y Glover MT y cols.,

1993)

Del mismo modo, se ha especulado que la presencia de un érgano extraiio para el
receptor, sobre todo en aquellos pacientes en los que existe una elevada discrepancia

entre el HLA del donante y el receptor, también implica un mayor riesgo para

24



Introduccion

desarrollar canceres (Persijn GG y cols., 1982). Esto explicaria el porqué es mas
frecuente el cancer en los trasplantados que en otros pacientes que toman
inmunosupresores por otras causas (Kinlen LJ ., 1985). Al parecer, el 6rgano
trasplantado actuaria como una fuente de antigenos extrafios para el huésped, lo que
originaria una desregulaciéon inmunoldgica que se veria potenciada por los cambios
inmunoldgicos que genera el tratamiento inmunosupresor. La combinacion de estos dos

factores generaria un estado de tolerancia inmunoldgica.

1.2.5. La edad

El paso de los afios provoca unos cambios en la piel que condicionan un aumento en la
incidencia de carcinomas. Estos cambios se resumen en una menor eficacia en los
mecanismos de reparacion del DNA y en un estado de tolerancia inmunoldgica
secundario a una menor respuesta de los linfocitos T y B ante estimulos mitégenos.

Al igual de lo que ocurre en la poblacién general, la edad también ha demostrado ser
una factor de riesgo importante para el desarrollo de los CCs en el paciente
trasplantado. Esto se refleja en la mayoria de estudios y para ilustrar este punto
podemos mencionar los datos de Weeb y cols que observaron que un 50% de los
pacientes que reciben el trasplante a partir de los 60 afos desarrollan, al menos, un CE
en los primeros 12 afos tras el trasplante vy esta cifra se reduce al 6% cuando los
pacientes reciben el trasplante entre los 18 y los 40 afios (Weeb M y cols., 1997).

La explicacién a estas observaciones podria estar en la menor eficacia del sistema

inmunoldgico debido a la edad, que se suma al estado de inmunosupresion subyacente
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de estos individuos y a la acumulacién de los efectos nocivos de la RUV en nuestra piel.

1.2.6. Otros factores
Ademas de los ya mencionados, otros agentes han sido implicados en la carcinogénesis

del PROT, aunque su participacion es mas discutida.

1. La influencia del tipo de érgano trasplantado es un punto controvertido. Algunos
autores han apuntado que el trasplante cardiaco condicionaba un mayor riesgo de
cancer que el trasplante renal (Jensen y cols., 1999); mientras que otros atribuyen
esta diferencia a la mayor edad de los receptores de un trasplante cardiaco o a un

mayor grado de inmunosupresién (Euvard Sy cols., 1995)

2. El tiempo de uremia y de didlisis pre-trasplante, es en si mismo un motivo de
inmunosupresion y, para algunos autores, este factor podria estar relacionado con el
aumento del cancer cutaneo (Tolkoff-Rubin NE y Rubin RH ., 1990), aunque no hay

estudios concluyentes al respecto.

26



Introduccion

2. LA INFECCION POR EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH)

El VPH es un virus con doble cadena de ADN, que se asocia a una amplia variedad de
lesiones proliferativas de origen epitelial. Desde el descubrimiento de su implicacidon en
el desarrollo de canceres de las mucosas (Zur Hausen .,1996) , este virus ha
despertado un gran interés entre los investigadores. Este hecho, unido a la sospecha
de su relacion con el desarrollo de los CCs en los pacientes inmunodeprimidos vy, a la
mejora en las técnicas de biologia molecular, ha contribuido a que se hayan realizado
numerosos estudios y publicaciones al respecto. Los resultados de esta afanosa
busqueda han llevado a un mejor conocimiento del comportamiento bioldgico del virus,
a la deteccidn de nuevos tipos de VPH y a la aparicién de nuevos interrogantes sobre su

papel en el desarrollo de determinadas enfermedades cutaneas.

2 .1. Estructura y comportamiento biologico

El VPH es un virus de pequefio tamaio, no envuelto, con una estructura icosaédrica y
una doble cadena de ADN circular de 7500-8000 Pb. La organizacién del genoma es la
misma para los diferentes tipos de VPH y consiste en tres regiones: la E (early) que

codifica proteinas reguladoras, transformadoras y replicadoras, la region L (late) que

codifica las proteinas estructurales de la capside y las regiones no codificantes (tabla 3).
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Tabla 3: Funciones de las diferentes proteinas del VPH

PROTEINA |FUNCIONES
El Inicia replicacion.
E2 Trascripcion, colabora con la E1 en la replicacion.
Reprime la expresién de la E6 y la E7.
E3 Sdlo esta presente en los virus del papilloma bovino (VPB).
E4 Interacciona con el citoesqueleto celular.
Puede estar involucrada en la maduracion de viriones y en la salida de la célula.
E5 Proteina asociada a la membrana.
Estimula la proliferacién de los queratinocitos.
E6 Coopera con la E7 para inmortalizar los queratinocitos.
Se une a la p53 y causa su degradacion prematura en los tipos de alto riesgo.
E7 Coopera con la E6 en la inmortalizacion de los queratinocitos.
Se une a la proteina del gen pRB.
E8 S6lo presente en VPB y VPH 6.
L1 Proteina mayor de la capside.
L2

Proteina menor de la capside.

El ciclo vital del VPH tiene varias fases, que se asocian a las diferentes etapas de la

diferenciacion de los queratinocitos. Este ciclo se inicia con la infeccion de los

queratinocitos de la capa basal de las células epiteliales donde el virus expresa las

proteinas E1 y E2, asociadas a la replicacion y trascripcion del ADN viral. Las proteinas

E6, E7 y, probablemente la E5, son las responsables de inducir la proliferacion de las
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células basales y parabasales provocando la hiperplasia epitelial. La segunda etapa en la
vida del virus, ocurre en las capas mas superficiales de la epidermis, donde expresa las
proteinas L1 y L2 que codifican a la capside, y en la que se produce el ensamblaje de

las particulas virales (Favre M y cols., 1997).

Durante el proceso de replicacién, el virus produce una interferencia con la
diferenciacion de las células huésped, provocando unos efectos citopaticos como son la
acumulaciéon de material virico formando inclusiones intracitoplasmicas o nucleares, o
bien, la vacualizacion perinuclear que caracteriza a las células coilociticas (Favre M y

cols., 1997).

Es importante destacar las funciones ejercidas por las proteinas viricas E6 y E7, ya que
se ha demostrado su implicacion en el proceso de la carcinogénesis de muchos
carcinomas anogenitales. Estas proteinas pueden tener, segun el tipo de VPH, la
capacidad de interaccionar con algunas proteinas celulares involucradas en la regulacion
del ciclo celular. Asi, la proteina E6 de los tipos de VPH considerados de alto riesgo (VPH
16/18) tiene la capacidad de interaccionar con la proteina p53, cuya mision es proteger
la integridad del genoma durante el ciclo celular, provocando una rapida degradacion de
la misma. Como consecuencia de la pérdida de la funcidn protectora de la p53, las
posibles mutaciones o errores genéticos se propagan a las células hijas que pueden
evolucionar a la neoplasia. Por otra parte, la E7 de los tipos de VPH de “alto riesgo”

coopera con la E6 en la inmortalizacion de los queratinocitos, interaccionando con
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algunas de las proteinas reguladoras del crecimiento celular como son la p107 y p 130
relacionadas con el gen del retinoblastoma, la ciclina A y los factores de transcripcion de

la familia AP1 (fig. 3) (Favre y cols., 1997, Howley PM.,1996).

— —» Degradacion p53

(') CDC-quinasas
C-myc

@ progresion del
@ _ ciclo celular

Figura 3: Interaccidn de las proteinas E6 y E7 de los VPH de alto riesgo con las proteinas
celulares. Cuando se une la E6 a la p53 se produce una rapida inactivaciéon del complejo,
perdiéndose el papel protector sobre el buen funcionamiento del ciclo celular que esta proteina
ejerce. La proteina E7 se une a la proteina del retinoblastoma y las proteinas relacionadas con
esta. La union de la proteina del retinoblastoma con la proteina E7 estimula la progresién del
ciclo celular favoreciendo la propagacion de los defectos genéticos.

2.2. Clasificacion y filogenia.
Todos los tipos de VPH se caracterizan por ser epiteliotropos y, segun el epitelio que
infectan, clasicamente, se han dividido en cutaneotropos y mucosotropos (tabla 4). Los

tipos mucosos infectan preferentemente a la mucosa genital, aunque también han sido
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detectados en la mucosa respiratoria y digestiva. Los tipos cutaneos afectan
normalmente a la capa cdrnea. Dentro de los cutaneotropos se ha diferenciado un
grupo de VPH que afectan de forma exclusiva a pacientes con epidermodisplasia
verruciforme y dentro de los mucosotropos un subgrupo con claro potencial oncogénico.
A pesar de ello, las fronteras entre las diferentes categorias no son rigidas y existen
numerosas referencias de tipos mucosos que producen infeccidn en la piel y viceversa.
Por ejemplo, algunos autores (Ashinoff R y cols., 1991) han detectado el VPH-16 en

lesiones localizadas en los dedos de las manos.
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Tabla 4: Clasificacion de los tipos de VPH segun su tropismo y el tipo de lesion clinica que

producen.
Manifestaciones clinicas Tipos de VPH
Verrugas plantares 1,2,4
Verrugas comunes 2, 4,26,27,29,57
Verrugas planas 3,10,29,49
Piel
Verrugas de los carniceros 7

Lesiones benignas de
epidermodisplasia verruciforme

2,3,10,12,15,19,
36,46,47,50

Lesiones benignas y malignas de
epidermodisplasia verruciforme

5,8,9,10,14,17,20-25,37

Mucosa genital

Condilomas

6,11,42-44,54

Lesiones no condilomatosas
y/o carcinomas /n situ

6,11,16,18,30,31,33,34,
35,39,40,42,43,
51,52,55,56,57-59,
61,62, 64,67-70

16,18,31,33,35,39,45,

Carcinomas 51,52,54,56,66,68,
Boca (hiperplasia epitelial focal) 13,32
Papilomas laringeos 6,11,30
Mucosa
extragenital
Papilomas del seno maxilar 57
Carcinomas 2,6,11,16,18,30
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La introduccidn de las nuevas técnicas de biologia molecular ha comportado un cambio
en el concepto de tipo. Cuando se utilizaban las técnicas de hibridacién, se consideraba
un nuevo tipo cuando habia menos de un 50% de reaccion cruzada con el ADN de otro
VPH. Si un ADN tenia mas del 50% de reacciones cruzada, pero con un patrén de
restriccion diferente, se consideraba un subtipo. Actualmente la clasificacion se basa
exclusivamente en la caracterizacion del genoma. Asi, se considera que es un nuevo tipo
cuando la region L1, la parte menos variable del genoma del VPH, muestra una
homologia menor del 90% con otros tipos conocidos de VPH (de Villiers EM y cols.,
1997). Cuando la homologia se sitia en el rango del 90-98% se considera un subtipo
y, cuando la identidad es mayor del 98%, es una variante (Favre My cols., 1997). Los
tipos son designados por nimeros y los subtipos con letras siguiendo un orden
cronoldgico respecto a su descripcion. En los Ultimos afios, la utilizacion de primers
degenerados y la posterior secuenciacion del fragmento amplificado esta incrementando
de forma considerable el nimero de tipos nuevos de VPH. De esta manera, actualmente
han sido identificados mas de 130 tipos, aunque sélo unos 80 han sido completamente

caracterizados.

2.3. Técnicas de deteccion de la infeccion por el VPH

En la actualidad, el diagndstico de infeccidon por VPH se basa en la deteccién del ADN
virico en las biopsias de tejido o en células exfoliadas (Vittorio y cols., 1995). Las
técnicas de deteccidon del ADN se podrian dividir en aquellas que detectan el ADN

directamente (Southern blot, do blot, hibridacién /n situy la captura hibrida) y la
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reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que produce una amplificacion del ADN y a
continuacion se detecta el producto amplificado, lo que aumenta de forma
extraordinaria su sensibilidad. En concreto, se ha estimado que la PCR es capaz de
detectar un limite de 10 copias del VPH, mientras que las técnicas de hibridacion

necesitan unas 10000 copias (Tyring SK., 2000).

Un importante inconveniente, en el estudio de la infeccion por el VPH, es la gran
diversidad de tipos de VPH existentes. Esto hace que cuando se utilizan técnicas que
detectan un ndmero limitado de tipos de VPH, la prevalencia de la infeccién por VPH
pueda infraestimarse (Surentheran T y cols., 1998). Para intentar solucionar este
problema se han disefiado la técnica de la PCR con primers degenerados. Estos primers
o cebadores contienen una secuencia con bases modificadas, complementarias de mas
de una base, situadas en algunas posiciones estratégicas para que coincidan con zonas
variables del ADN virico. Esto permite ampliar el nimero de secuencias
complementarias de estos primersy ampliar, de este modo, el espectro de tipos de VPH
detectables, aunque en contrapartida se produce una reduccién en la afinidad

(Surentheran T y cols., 1998).

En la teoria, el disefio de unos primers que combinen sensibilidad y detecten un amplio
espectro de tipos de VPH seria la solucidn ideal, aunque esto en la practica resulta, hoy
por hoy, una utopia. Ello obliga a que para interpretar los resultados de los diferentes

autores se haya de tener en cuenta que primers se han utilizado (tabla 5), ya que
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segun cuales se utilicen, la prevalencia de los diferentes tipos variaran. Como

consecuencia de todo ello, la verdadera prevalencia de la infeccién por el VPH continta

siendo desconocida, puesto que la deteccién del VPH se ve influida por el método de

obtencidn de la muestra, el tejido analizado y el protocolo de analisis del ADN.

Tabla 5: Primers mas utilizados y grupo de VPHs que detectan cada uno (Harwood CA y cols.,

1998).
Nombre a . b Tamano
Primers Grupo de VPH Secuencias (5’-3") producto (pb)
HVP2 eneral TCNMGNGGNCANCCNYTNGG 650
B5 9 AYNCCRTTRTTRTGNCCYTG
C4F B1 GGAGATACAGAAAATCCT 330-335
C4R VPH 4, 48, 50,60,65 SHATCTCCATAGATATCTTT
CN1F E AATARGTTWGATGATGCWGAA 309-328
CN1R VPH 1, 41,63 AKRTARTCWGGATATTTGCA
CN3F A2 AACTCTAAYATWGCACATG 273
CN3R VPH 3, 10,28, 29,77 CAVGTRCSYTGGCAAATATC
CN2F A4 GGGGATATGGTTGAAACAGGT 294
CN2R VPH 2, 27,57 CAGAGGACACCATAGAGCCA
CP62 Ev GTWAATGAAAYTTGYAANTATCC 690
CP69 GWTAGATCWACATTCCARAA
CP65 Ev CARGGTCAYAAYAATTGGYAT 250
CP68 GGDACRAAACCYARYTGCCA
EN1F EV subgrupo al TATTTCCCWACHGTHAGTGGCTC 254
EN1R VPH 5,8,12,36,47 TCATAYTCYTCTACATGTCT
EN2F EV subgrupo a2 CTGTCAGTGGCTCATTGGT 314
EN2R VPH 14,19,20,21,25 CATWGCATTAATTTGAGCTA
EN3F EV subgrupo b1l, b2 ATGKCWAATGATGTHTATGG 293
EN3R |VPH 9,15,17,37,22,23,38 | TGRTTRYYCCAYAAAATRCCATT
MY11 MUCOSOS GCMCAGGGWCATAAYAAYTGG 450
MYO09 CGGTCCMARRGGAWACTGATC
GP5 MUCOSOS TTTGTTACTGTGGTAGATAC 150
GP6 GAAAAATAAACTGTAAATCA

A.- Los grupos de VPH fueron definidos por Chan (Chan SY y cols., 1995).
B.- Bases degeneradas: N=G, A, CoT; R=A0G; Y=ToC;, M=A0oC; D=G,A 0T,
S=CoG;K=GoT,H=A,ToC,V=G,AoC.
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2.4. EI VPH y el cancer

2.4 .1. El VPH y el cancer anogenital

Existe una relacion probada entre algunos tipos del VPH y los carcinomas anogenitales.
El VPH se detecta, con frecuencia, en las lesiones displasicas de cérvix uterino y en
hasta un 90% de los canceres cervicales (Zur Hausen H., 1991). Los tipos de VPH mas
frecuentemente asociados a los carcinomas de mucosas son el 16 y 18, que se aislan
en un 70-80% de las lesiones positivas, lo que ha implicado que estos tipos de VPH
sean considerados de alto riesgo. Otros tipos de VPH relacionados con los carcinomas
de cervix, aunque con menor frecuencia, son los tipos 45, 31,33,35, 39, 52,56, 58, 59 y
68. En otros carcinomas de las mucosas, como el de vagina, el vulvar, el de peney el
anal, la frecuencia de deteccion del VPH se aproxima al 50%.

Estudios experimentales han conseguido revelar cuales son los mecanismos oncogénicos
de los tipos de VPH considerados de alto riesgo (Favre M y cols., 1997). Por una parte,
la proteinas codificadas por los genes E6 y E7 de los tipos 16 y 18 tienen una elevada
afinidad para interaccionar con algunas proteinas celulares implicadas en la regulacion
del ciclo celular (p53, gen del retinoblastoma, proteina p107...), en cambio, en el resto

de tipos, la afinidad de estas proteinas por la p53 es mucho menor.

Por otro lado, se ha observado que en la mayoria de las lesiones malignas, donde se
detecta el VPH, este se encuentra integrado dentro del ADN de la célula huésped,
mientras que en las lesiones benignas el ADN viral se encuentra en situacion episomal.

La integracion del ADN virico en el genoma también contribuye a la expresiéon de las
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proteinas E6 y E7, ya que al integrase se provoca una alteracion en la porcién E1-E2

que es la encargada de reprimir la expresion de los oncogenes E6 y E7.

2.4.2. El VPH y los carcinomas cutaneos.

Los carcinomas cutaneos son los tumores mas frecuentes en la raza blanca y ademas su
incidencia esta en continuo crecimiento. En la poblacion inmunocompetente, el CB es
mas frecuente que el CE; sin embargo, en los inmunodeprimidos se observa un
aumento de incidencia del CE. Aunque existen indicios de que el VPH pudiera estar
implicado en la carcinogénesis cutanea de los inmunodeprimidos,de momento, la

relacion entre estos carcinomas y el VPH no esta probada.

En algunas enfermedades como la Epidermodisplasia verruciforme (EV) se ha observado
el potencial oncogénico del VPH en la piel. Estos individuos padecen un déficit genético
de la inmunidad celular que condiciona una infeccidn precoz por algunos tipos de VPH.
Posteriormente, en la 32 y 42 década de la vida se observa una transformacién maligna
de un porcentaje importante de las lesiones (30-60%) localizadas en las zonas

expuestas a la RUV.

En otros individuos inmunodeprimidos, como los PROTS, se ha observado una situacion
clinica que recuerda a la EV. Esta observacion ha llevado a que algunos autores
teoricen sobre el posible potencial oncogénico de los VPH cutaneotropos. A continuacion

realizaremos una revision de los conocimientos existentes sobre esta cuestion.
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2.4.2.1. Epidermodisplasia verruciforme (EV).

En 1922, mucho antes de que la relacién entre el VPH y el carcinoma de cérvix fuera
sospechada, se describio la asociacion de verrugas viricas y CCs en una enfermedad
denominada EV, lo que supuso el primer modelo para el estudio de un cancer asociado

a una infeccion virica (Lewandowsky F y Lutz W., 1922).

La EV es una genodermatosis caracterizada por un defecto en la inmunidad celular, no
bien definido hasta ahora, que origina una anormal susceptibilidad para la infeccién

cutanea por un grupo especifico del VPH, poco frecuente en la poblacion general (tabla
4). El patrén de herencia genética de la enfermedad es heterogéneo, ya que en algunas
familias se ha observado un patrén autosémico recesivo, en otras una herencia ligada al
cromosoma X y, en algin caso, un patron autosémico dominante (Ramoz N y cols.,

1999). Recientemente se ha localizado el posible defecto genético en el cromosoma 17q

(Ramoz N y cols., 1999).

Clinicamente, esta enfermedad se caracteriza por una elevada incidencia de verrugas en
las primeras décadas de la vida y un desarrollo precoz de CCs, que aparecen sobre las
lesiones viricas localizadas en las zonas expuestas a la RUV. Los tipos de VPH
detectados en las lesiones benignas son muy variables (tabla 4), mientras que, en un
90% de las lesiones malignas se han detectado los tipos 5 y 8 (Orth G.,1986). El
mecanismo por el cual estos tipos producen la transformacion maligna no se conoce,

pues, al contrario de los que ocurre con los tipos VPH 16/18, no parecen haber
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interacciones entre las proteinas viricas E6 y E7 y las proteinas celulares p53y pRB
(Steger G y Pfister.H, 1992). Algunos autores han implicado en dicho proceso a otra
proteina virica, la proteina E2, que actuaria activando elementos reguladores dentro de
la regidn no codificante del genoma (Harwood CA y cols., 1999). Una limitacion
importarte en la realizacidon de estudios de estudios concluyentes, es el escaso nimero
de pacientes y, sobretodo, la falta de una linea celular de queratinocitos con infeccion

por tipos de VPH relacionados con la EV.

Los estudios realizados “/in vitro’ no han podido demostrar el potencial oncogénico de
los tipos de VPH 5 y 8 (Pfister H y cols., 1997). Esto ha inducido a postular algunas
teorias que sugieren que la infeccidén por VPH puede actuar como un co-factor o co-
carcindgeno asociado a otros factores potencialmente oncogénicos como la RUV. Esta
hipdtesis explicaria tanto la imposibilidad, hasta el momento, de demostrar una
transformacioén /n vitro de los queratinocitos usando los genes de los tipos de VPH
relacionados con la EV, como la transformacion maligna de las lesiones expuestas a la
RUV. Otro factor probablemente implicado es la alteracién del sistema inmune de estos
pacientes similar a la de los PROTSs, que actuaria permitiendo la persistencia de la

infeccidn virica y la progresion tumoral.
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2.4.2.2 Pacientes receptores de un drgano trasplantado

Algunos estudios han apuntado al VPH como posible responsable de la elevada
incidencia de VPH en los PROTSs. Esta relacion se habia sustentado en la asociacion
epidemioldgica observada entre las verrugas y los CCs, la coexistencia de signos
histoldgicos de infeccidn viral y displasia epitelial en una misma biopsia y, por ultimo, en
la identificacion de ADN del VPH en algunos tumores cutaneos. El grupo mas estudiado
son los receptores de un trasplante renal, dado que es un grupo humeroso y con una
elevada supervivencia. Los resultados obtenidos, por los diferentes autores, son muy

variables e influidos por las técnicas de deteccién empleadas en cada caso.

Los primeros estudios se realizaron en la década de los 80 mediante técnicas de
hibridacion (tabla 6). Los resultados de estos primeros estudios fueron prometedores,
asi Barr y cols (Barr BB y cols., 1989) detectaron los tipos 5 y 8 en un 60% (15/25) de
los CE estudiados. La deteccion de estos tipos, implicados también en el desarrollo de
carcinomas de los pacientes con EV, apuntaba a la posibilidad de que existieran unos
tipos cutaneos cuya infeccidon podria considerarse de “alto riesgo”. Sin embargo, en
estudios posteriores los resultados fueron muy heterogéneo y no siempre confirmaron

los hallazgos de Barr (tabla 6).
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Tabla 6: Deteccion del VPH en CEs mediante técnicas de hibridacion. Modificado de Pfister H y

cols 1997.

AUTOR METODOS NUMERO | DETECCION TIPOS
(ARIO) (SONDAS) LESIONES VPH DETECTADOS
(198%) 3589 ? 100% 5
( fggg) 1,2255,8 25 64% 4,5/8
'a‘;’gg';' 1a,2a,ISS, 16,18 30 47% 1,2,16,18
(iggz) 312?13 30 33% No identificados
P(ilésgsi)n 1,2,5,6I-,|ﬁ,16,18 13 68% 1,2,16,18
Rudlinguer 1-8 11SB16 18 4 0% -
(1989) e
(igg) 1,2,55,2:1:'{?6,18 10 40% 6/111,'21,65/18

SB: southern blot, DB: do blot, HIS: hibridacion in situ

Con la introduccion de la técnica de la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) se

confid en que estos resultados se unificaran, sin embargo, no ha sido asi. Los primeros

estudios fueron realizados con primers especificos para algunos tipos concretos, lo que

restringia de forma importante el espectro de VPH detectables. Con la introduccién de

los primers degenerados, la prevalencia de ADN de VPH en los CEs se ha incrementado

hasta oscilar entre un 65-91% (tabla 7). El problema actual se centra en la gran

heterogeneidad en los tipos detectados por los diferentes investigadores, lo que implica

que sea dificil el sefialar que tipos de VPH pueden considerarse de “alto riesgo” para el

desarrollo de carcinomas.
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Tabla 7: Deteccidn del VPH en los CEs de receptores de un trasplante renal mediante técnicas
de PCR. Modificado de Pfister H y cols 1997.

AUTOR METODOS NUMERO DETECCION TIPOS
(ANO) (PRIMERS) LESIONES VPH DETECTADOS
Dyall-Smith PCR* )
(1991) 235 0
Smith PCR*
(1993) 28 0 i
Goldberg PCR o
(1995) tipos mucosos 21 20% 16
Shamanin PCR o
(1994) degenerado 20 >>% 29,41,7X
Tieben PCR o
(1994) degenerado 24 21% 5/8,14,14R,2X
Berkhout PCR 53 81% 15,19,20,23,
(1995) degenerado 0 24,25,38, 15X
De Jong-Tieben PCR 63 80% 15,19,20,21,
(1995) degenerado ° 23,24,25,38
Shamanin PCR 20 65% 4R,19R,41,48R, 65R,
(1996) degenerado 0 16,54,61,69,24R,13X
De Villiers PCR 33 91% 1,57,38,23,20,
(1997) degenerado 0 11 no identificados

* primers que detectan la presencia del VPH sin concretar el tipo.

X: tipos desconocidos R: tipos relacionados.

Es probable que estas discrepancias sean exclusivamente debidas a las diferentes

sensibilidades entre los métodos empleados para la deteccion. Una prueba de ello son

los resultados obtenidos recientemente por de Villiers (de Villiers EM y cols., 1997). En

este estudio, primero se analizaron las muestras con el panel de primers utilizado por

Shamanin et al (Shamanin V y cols., 1994), detectandose preferentemente tipos

cutaneos habituales. Posteriormente, las mismas muestras fueron estudiadas mediante

la técnica ideada por Berkhout (Berkhout RJM y cols., 1995) encontrando un elevado

numero de tipos de VPH relacionados con la EV. Al combinar ambos métodos se detect6

una prevalencia para el VPH en un 91% de los CEs estudiados. Algunos autores
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(Hawoord CA y cols., 1997) han detectado infecciones mixtas en mas de la mitad de
los CE positivos (60%).

Aunque la gran mayoria de los estudios realizados son en CEs, existen algunos en CBs
(tabla 8). En estos estudios, aunque con un escaso numero de lesiones, se observa una

frecuencia de deteccién del VPH mucho menor que en el CE.

Tabla 8: Deteccidn del VPH en los CBs de TRs.(Modificado de Pfister H y cols., 1997)

AUTOR METODO NUMERO DETECCION TIPOS DE VPH
(ANO) DETECCION LESIONES VPH DETECTADOS
Radlinger SB 1 0% )
(1986) 1-4,5/8,6/11,16 0
Van der
Leest 1 2[2‘85 8 2 0% -
(1987) i
Obalek SB o
(1988) 1,2, 4,5,10,11,16,38 2 100% 2
Trenfield SB o
(1993) | 1-7,8,10,11,16,18,41 11 9% la
Shamanin PCR o I
(1994) Primer degenerados > 60% No identificados
De Jong- PCR
Tieben Primer deaenerados 8 50% 24 y no identificados
(1995) 9
Shamanin PCR o
(1996) Primer degenerados > 60% 60,14R,48R,65R,51,56

SB: Southern blot, DB: Do blot.

2.4.2.3. Pacientes tratados con PUVA

En los ultimos 20 afios, la terapia con PUVA (Psoraleno mas UVA) ha sido ampliamente
utilizada para el tratamiento de dermatosis inflamatorias y otros procesos. Se ha
estimado que, en estos individuos, la incidencia de CEs es hasta 80 veces superior a la

poblacion general (Harwoord CA y cols., 1998). En este hecho se han implicado varios
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factores: la dosis acumulativa de la RUV, el fototipo cutaneo y la inmunosupresion
sistémica inducida por el tratamiento (Ullrich SE y cols., 1991). Esta inmunosupresion

seria, a la vez, la responsable de facilitar la infeccién cutanea por el VPH.

De los estudios realizados destaca el de Harwood (Harwoord CA y cols., 1998) que
utiliza una PCR con un panel de 16 primers degenerados y estudia 20 CCs, 17 lesiones
premalignas, 5 verrugas y 12 biopsias de piel normal de pacientes tratados con PUVA.
Estos autores detectan el VPH en un 75% de las lesiones cancerosas y en un 33% de la
piel normal. En la mayoria de las lesiones positivas se detectaron tipos de VPH
relacionados con la EV, datos semejantes a los ya descritos en los pacientes receptores

de un trasplante renal (Berkhout RIM y cols., 1995).

La elevada positividad del VPH plantea la posibilidad de que la terapia con PUVA facilite
la infeccidn por el VPH, o bien, active la infeccidn latente por el virus. Aunque el VPH se
detecta en mayor proporcion en los CCs que en la piel normal, no queda claro el papel
que el virus desarrolla en la carcinogénesis. Otras observaciones, en cambio, apoyan la
inocencia del VPH e implican a la RUV como principal responsable de la elevada
carcinogénesis. En este sentido, la elevada deteccién de mutaciones, con el patron
caracteristico de la RUV en el gen que codifica la proteina p53 sugiere que esta ejerce
un papel principal y el VPH podria ser un "espectador inocente” (Proby CM y cols., 1993

y Natara Al y cols., 1997).
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2.4.2.4. Infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana

Existen pocos estudios realizados sobre los CCs de este grupo de pacientes.
Probablemente esto es debido a que la baja supervivencia de estos pacientes no
permitia, hasta el momento, realizar seguimientos a largo plazo, que permitieran
investigar la incidencia de lesiones que necesitan un tiempo de latencia. Es posible que,
con la introduccién de las nuevas terapias antiretrovirales que alargan la supervivencia
de estos pacientes, observemos un aumento en la incidencia de los CCs. En los estudios
realizados no se ha observado una asociacion entre el VPH y los CCs. Los Unicos
factores de riesgo asociados son la exposicion solar y el fototipo (Lobo DV y cols., 1992

y Maurer JA y cols., 1997).

2.4.2.5. Individuos inmunocompetentes

En algunos estudios se ha demostrado la presencia de ADN del VPH en lesiones
cutaneas malignas de inmunocompetentes, aunque el nimero de casos aportados es
bajo y el nimero de tipos del VPH buscados muy limitados (tablas 9 y 10) (McGregor JM

y Proby CM 1996 y Proby CM y cols ., 1996).
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Tabla 9: Estudios realizados en CEs de individuos inmunocompetentes. Modificado de Pfister H

y cols., 1997.
AUTOR METODO NUMERO | DETECCION TIPOS
(ANO) DETECCION LESIONES VPH DETECTADOS
Grimmel SB )
(1988) Sonda 41 10 20% 41
Kawashima SB
(1990) Sonda 1-8, 10,11,14,16, 51 20 i
18,20,23,24, 28
Pierceall PCR .
(1991) Primers 6,11,16,18 21 20% 16
Shamanin PCR .
(1996) degenerados 26 31% 4,32,42,51,8,9,23
Berkhout PCR .
(1995) degenerados 30 62% 15,19,23,24,

SB: Southern blot, DB: Do blot, PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.

Tabla 10: Deteccion del VPH en CBs de pacientes inmunocompetentes. Modificado de Pfister H

y cols 1997.
AUTOR METODO NUMERO | DETECCION TIPOS
(ANO) DETECCION LESIONES VPH DETECTADOS
Kawashima SB
(1990) 1-8,10,11,14, 53 2% 20
16-18,20,23,24,28
Eliezri HIS o . i
(1990) Tipos MUCosos 26 4% No identificado
Pierceall PCR o
(1991) Primers 6,11,16,18 16 19% 16
SB
(ig’gz) Sondas 2,3,4,8,12,13 16 19% 16
PCR 1,2,5,6,8,11,16,18
Shamanin PCR o
(1996) Primers degenerados 11 36% 4,7,6/8, 24R,25
Berkhout PCR 14,25R,36,38,
(1995) Primers degenerados 41 37% 5 no identificados
(nested-PCR) y 4 nuevos tipos

SB: Southern blot, DB: Do blot, PCR: Reaccidon en cadena de la polimerasa HIS: Hibridacion /n

Situ.
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Los resultados de estos autores son diferentes y, probablemente, estas diferencias
estriban en las distintas técnicas utilizadas. Pero se podria decir que, a grandes rasgos,
los tipos de VPH relacionados con la EV predominan sobre los tipos cutaneos y mucosos
y las infecciones mixtas son menos frecuentes que en los inmunodeprimidos (Harwoord
CA y cols., 1999). El mayor grado de deteccién del VPH en trasplantados que en
inmunocompetentes, podria ser debido a que la inmunosupresion provoca una
tolerancia inmunoldgica que permite la infeccion persistente por el VPH.

Un caso que puede considerarse especial son los CEs localizados en los dedos de las
manos, donde se ha observado una elevada asociacion con tipos de VPH mucosos
considerados de alto riesgo, especialmente el VPH 16. Es posible que dada la
localizacion vy el tipo de VPH que se trata, el mecanismo de contagio sea por

autoinoculacion o venéreo (Ashinoff R y cols., 1991).

2.5. Presencia del VPH en la piel normal y en las enfermedades inflamatorias
de la piel

En los Ultimos afos ha sido detectado el ADN del VPH en la piel sana (Astori G y cols.,
1998, Boxman ILA y cols., 1999), la raiz de pelos arrancados (Boxman ILA y cols.,
1997) y en la piel con psoriasis (Favre M y cols 1998 y Weissenborn S] y cols 1999). Lo
que ha aportado aln mas desconcierto sobre el papel del VPH en la oncogénesis

cutanea.
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2.6. Lesiones benignas inducidas por el VPH en los PROTSs.

La presencia de verrugas viricas en los PROTs es un problema comdn con una
morbilidad significativa. Segun algunos autores, a los tres afios post-trasplante, entre un
25-45% de pacientes padecen verrugas y, a los 5 anos, esta cifra se eleva a un 92%

(Leigh IM y cols., 1999).

Las verrugas en estos pacientes son mas grandes, multiples y recidivantes. En los
periodos precoces post-trasplante estas se localizan mas en las zonas palmo-plantares,
pero mas tarde localizan en las areas expuestas, frecuentemente en el dorso de las

manos Y los antebrazos (Leigh IM y cols., 1999).

En los primeros estudios realizados con técnicas de hibridacion se detectaron tipos del
VPH similares a los observados en la poblacion general ( el 2,4 y, menos
frecuentemente, el 1, 3 y el 10). Con la introduccion de técnicas mas sensibles como la
PCR, las discrepancias en los estudios publicados contindan en aumento, ya que
dependiendo de si se utilizan primers especificos o degenerados los resultados son
diferentes. No obstante, podriamos decir que en las verrugas de los trasplantados estan
asociados a un rango mas amplio de tipos del VPH que en la poblacidn general. En estas
verrugas, ha sido detectado un espectro amplio de tipos cutaneos del VPH, muchos

tipos mucosos, tipos relacionados con la EV, e incluso, infecciones multiples.
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3.- LA PROTEINA P53

La p53 es una proteina celular de 53 kDa codificada por el gen p53, un gen recesivo
ubicado en la banda 13 del brazo corto del cromosoma 17, en una region especialmente
sensible a las mutaciones. Esta proteina, en su forma natural o salvaje, ejerce el control
de la proliferacién celular a través de la vigilancia del normal desarrollo de algunos
puntos criticos del ciclo celular. La observacion de mutaciones en dicha proteina en mas
de la mitad de los canceres humanos, ha puesto de manifiesto la importancia de su

funcion (Basset-Séguin N y cols., 1994) .

Su labor fundamental es la coordinacion de la respuesta celular al dafio genético.
Cuando se produce una alteracion en el ADN, la p53 interacciona con algunas proteinas
nucleares de la célula lesionada y determina una deteccion del ciclo celular en G1, lo
gue permite un tiempo adicional para la reparacion celular o, en el caso de que esta no
sea posible, se conduce a la eliminacién de la célula mediante la muerte celular o
apoptosis . Asi pues, la proteina p53 actuaria como un supresor tumoral, impidiendo la
formacion de una progenie de células con mutaciones que puedan provocar un

crecimiento celular descontrolado.

En las células normales la p53 salvaje o natural se produce en muy pequeias
cantidades y, ademas, tiene un tiempo de vida media bastante corto (15-45 minutos),
lo que hace que, en condiciones normales, sea casi indetectable mediante las técnicas

de inmunohistoquimica de rutina. La proteina mutada, debido a su cambio
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conformacional, forma complejos estables con las “heat shock protein” 70 nucleares y
con el resto de p53 no mutada, alargandose el tiempo de vida media de 15 minutos a

varias horas, lo que facilita su deteccion inmunohistoquimica.

Otra propiedad bioquimica que puede alterar su tiempo de vida media es su habilidad
para formar polimeros con proteinas viricas y celulares lo que puede influir sobre su
actividad y/o degradacion (Basset-Séguin N y cols., 1994) . En este sentido es conocida
su capacidad para unirse a la proteina virica E6 de tipo de VPH 16, implicado en el
carcinoma de cérvix y otros carcinomas escamosos de mucosas, provocandose la rapida
degradacion de este complejo y perdiéndose la funcion protectora que ejerce la p53

(figura 3).

Sin embargo, a pesar de que la deteccién inmunohistoquimica de la proteina p53 se ha
propuesto como un método rapido y simple para la deteccién de la proteina mutada y
que, en la mayoria de tumores, se ha observado una buena correlacién entre la
presencia de una p53 mas estable y la presencia de mutaciones, determinadas por
secuenciacion u otros métodos (Gannon 1V y cols., 1990), la deteccion
inmunohistoquimica de la proteina p53 no siempre es indicativa de que la proteina esta
mutada o es inactiva. Por ejemplo pueden existir mutaciones en los controladores del
gen p53 que provoquen un aumento en la produccién de una proteina activa. Otra
situacion similar se da por la interaccion de la proteina con otros genes o con proteinas

(virales o celulares) que pueden estabilizar la proteina salvaje aumentando su
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expresion, con independencia de su estado de actividad o funcionalidad. Otras estados
con pérdida funcional pero con inmunohistoquimica negativa puede ser por mutaciones
en las zonas cercanas al gen que impidan la fabricacion de la proteina, o una gran

deleccion del gen que abola toda su expresion, o bien, que la proteina p53 interaccione

con otras proteinas (celulares o virales) que precipiten su degradacion.

3.1- Expresion de la p53 en los carcinomas cutaneos

La RUV ha sido considerada como el factor principal en la carcinogénesis cutanea
(Grossman D y Leffel DJ., 1997). Desde el punto de vista clinico, numerosos indicios
sugerian esto, sin embargo la demostracion de la capacidad de la RUV para provocar
mutaciones especificas en la proteina p53, controlador de la integridad del genoma
durante el ciclo celular, ha sido fundamental para afianzar esta hipétesis. Estas
mutaciones consisten en cambios de las bases C— T y CC—TT que han sido detectados

en los CEs, los CBs y las queratosis actinicas (Leffell DJ y cols., 1996).

La participacion de la RUV en estos tumores se ha demostrado en estudios realizados
que han comparado la expresion inmunohistoquimica de la p53 en CEs inducidos por la
RUV frente a CEs aparecidos sobre radiodermitis, cicatrices y lesiones orales. Estos
estudios demostraron mas tincidn para la proteina en las lesiones relacionadas con la
RUV (54% frente a 19%) (Nagano T y cols., 1993). Otros autores, mediante técnicas de
biologia molecular han conseguido detectar las mutaciones anteriormente mencionadas

en un 58% de los casos de CEs de zonas expuestas a la radiacidn solar, mientras que
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no las han hallado en ninguno de los CEs localizados en zonas no expuestas (Brash DE y

cols., 1991).

Y la confirmacién de que estas mutaciones son el origen de esta neoplasia viene dada
porque, aunque en diferentes lesiones se pueden observar diferentes mutaciones, se ha
demostrado que en una misma lesion todas las células presentan el mismo tipo de
mutacion, sugiriendo que, inicialmente, la alteracién genética se produjo en una Unica

célula, que se origind una expansién clonal ( Ren ZP y cols., 1996).

Por otro lado, se ha podido comprobar que tras la RUV los niveles de la p53 en la piel
aumentan (McNutt NS y cols., 1994). Teniendo en cuenta los mecanismos de actuacién
de esta proteina, esto podria interpretarse como una respuesta fisioldgica protectora
tras el dafio provocado por la RUV. La funcion protectora que la proteina ejercera sera
doble. En primer lugar, provocara una la deteccion del ciclo celular que proporcionara
tiempo para la reparacion de los fotoproductos que podrian dar lugar a mutaciones
oncogénicas. En un segundo lugar, mediante la conduccién a la apoptosis elimina a los
queratinocitos que pudieran haber adquirido condiciones malignas o premalignas antes
de que se produzca la expansién clonal. Sin embargo, también es posible esta
sobreexpresion que sea secundaria a la provocacién de una mutacion en el gen p53 que
codificara una proteina defectuosa, con un tiempo de vida media mayor, lo que dara
lugar a una generacion de células mutantes con un crecimiento descontrolado que

pueden llegar a originar un carcinoma.
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En los estudios que han investigado la expresién inmunohistoquimica de la p53 en los
CCs, se han publicado unos resultados variables, con una deteccién de la proteina en el
27-74% de las queratosis actinicas y en el 25-80% de los CEs (McNutt NSy cols.,
1994). Los resultados obtenidos en los CBs son bastante similares a los de los CEs, pero
en general se describe una menor inmunotincion. Llama la atencion esta disparidad de
resultados aunque se ha de tener en cuenta que la expresidén inmunohistoquimica de la
proteina puede variar en funcién de la afinidad de los anticuerpos utilizados, el nivel de
antigeno existente, la concentracidn de anticuerpo, la duracion de la incubacion, la
sensibilidad del sistema de deteccidn e incluso los métodos de fijacion del tejido (Hall PA

y Lane DP., 1994)

3.2 .Expresion de la p53 en los carcinomas cutaneos de los PROTs

Los PROTSs presentan una elevada susceptibilidad para el desarrollo de CCs,
especialmente CEs. Estas lesiones aparecen, en general, con mayor frecuencia en los
pacientes con mayor tiempo de inmunosupresion y en aquellos con una mayor
exposicion a la RUV. Dentro de los potenciales agentes etioldgicos de los carcinomas de
los PROTS se han incluido a la RUV y a la infeccion por el VPH. Dado que, tanto la
infeccion por el VPH como la RUV pueden provocar una pérdida de funcién de la
proteina supresora tumoral p53, se ha considerado interesante estudiar este punto para
poder esclarecer los eventos genéticos asociados a la elevada carcinogénesis de estos
pacientes. Estos dos factores, la RUV y el VPH, pueden anular la funcidon de la p53, sin

embargo la imagen de la inmunohistoquimica sera totalmente diferente en cada caso.

53



Introduccion

En los carcinomas provocados por la RUV es de esperar una sobreexpresion producida
por la codificacién de una p53 mutante de mayor tiempo de vida media, mientras que
en los carcinomas inducidos por el VPH no encontraremos p53 dado que la interaccion
de la proteina E6 con la p53, provoca la acelerada degradacion de esta. Los resultados
de los estudios publicados difieren segun las series, las técnicas empleadas y los

anticuerpos usados (tabla 11).

Tabla 11: Resumen de la expresion inmunohistoquimica de la p53 detectada en lesiones
cutaneas pertenecientes a trasplantados e inmunocompetentes.

CE* cB* QA o QD*

Autor Anti- val val val
(afio) cuerpo |RTR | 1c | V29" |RTR| 1Cc | Y2O" | RTR | 1Cc | V&OF

p P p

Mcl(;rgef o CM-1 | 40% | 55% NC | 60% | 58% NC | 61% | 57% NC

th;g'd CM-1 | 21% | 54% | <0,05 | 50% | 57% | >0.05 | 38% | 57 % | >0.05
igag;zll,( DO7 56% | 53% - - -- -- 41% | 25% | >0,05
Gibson | po7 |65% | 58% | >0,05 |60% | -~ | - [sow | ~ | -
1997 '

RTRs: Receptores de un trasplante renal
IC: Inmunocompetentes
*Porcentaje de positividad de las lesiones
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OBJETIVOS

En este trabajo se ha pretendido estudiar la incidencia de los carcinomas cutaneos en
pacientes receptores de un trasplante renal, determinar los factores de riesgo para el
desarrollo de estos carcinomas e investigar el papel del virus del papiloma humano en la

oncogénesis cutanea de estos paciente.

Para ello, se disend un estudio prospectivo con un seguimiento semestral de todos los
trasplantados renales de nuestro centro. La identificacion de estos factores de riesgo
nos permitiria definir el perfil del paciente con riesgo de padecer un carcinoma. Los
trasplantados que se ajustaran a este perfil deberian realizar un seguimiento

dermatoldgico mas estrecho, e incluso se podrian realizar algunas terapias profilacticas.

Asi, los objetivos concretos de esta Tesis han sido los siguientes:

1. Determinar la incidencia de los carcinomas cutaneos en los pacientes
receptores de un trasplante renal en nuestro medio.

2. Estudiar los factores de riesgo relacionados con el desarrollo de los
carcinomas cutaneos.

3. Investigar la relacion entre la infeccion por el virus del papiloma humano
y el desarrollo de carcinomas cutaneos.

4. Estudio de la expresion inmunohistoquimica de la proteina p53 en
lesiones cutaneas benignas y malignas de trasplantados. Su expresion

nos podria orientar sobre la etiopatogenia de estas lesiones.
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1. INCIDENCIA DE CARCINOMAS CUTANEOS EN LOS RTRs Y ESTUDIO DE LAS
VARIABLES RELACIONADAS

1.1. Pacientes y métodos

1.1.1 Inclusién de los pacientes

Se incluyeron en el estudio a todos los pacientes que recibieron un trasplante renal en el
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol de Badalona entre los afios 1989 y 1999. La
recogida de los datos se cerrd el 30 de septiembre del afo 2000. Todos los pacientes
fueron visitados en los 15 primeros dias tras el trasplante. En la primera entrevista se
anotaban las caracteristicas clinicas del paciente (tabla 12) y se realizaba una inspeccion
cutanea completa de cara a detectar las lesiones cutaneas ya presentes en este

momento.
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Tabla 12:

Material y métodos

Variables recogidas en la primera visita

1. Edad en el momento del trasplante
2. Fototipo (segun Fitzpatrick TB., 1988)

I. Siempre se quema y nunca se broncea

II. Siempre se quema y se broncea muy discretamente
ITI. A veces se quema y se pigmenta lentamente

IV. Nunca se quema y siempre se pigmenta

V . Siempre hiperpigmentados

VI. Negros

2. Causa de la insuficiencia renal

. Glomerular

. Intersticial

. Poliquistosis
. Vascular

. Diabetes

. Otras

. Desconocidas

NoOouUulhWN B~

3. Pauta de inmunosupresién
A: Corticoides + ciclosporina,
B: Cortisona + ciclosporina + azatioprina
C: Otros (corticoides +micofenolato y/o tacrolimus)
4. Duracion de la didlisis previa al trasplante
5. Tipo de dialisis
1.Hemodialisis
2.Didlisis peritoneal
6. Historia previa de verrugas y carcinomas cutaneos

7. Exposicion solar ocupacional:

alta: 3 o mas horas al dia durante al menos tres anos
baja: menos de 3 horas al dia

(segun la clasificacién de la European Dialisis Transplantation Association )
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Dada la baja latitud de nuestra region (41° 22"), se considerd que todos los pacientes
tenian una elevada exposicion solar recreacional. Para estratificar los grupos con distinto
grado de exposicion solar se tuvo en cuenta, Unicamente, la exposicion solar
ocupacional (tabla 12)

Las visitas de seguimiento fueron programadas cada 6 meses. Se advirtié al paciente
que en el caso de que se detectara alguna lesidon cutanea de nueva aparicion,
adelantara la visita de control. El seguimiento minimo para todos los pacientes paciente
fue de al menos 1 afio. En cada visita de seguimiento se realizaba una exploracion
cutanea completa y, en el caso de que se detectaran lesiones cutaneas, se anotaba el
tipo, la localizacion y el momento de aparicion tras el trasplante (tabla 13). Todas las
lesiones detectadas fueron biopsiadas, estudiadas histoldgicamente y tratadas de la
forma mas oportuna. En las lesiones tumorales se realizd extirpacion quirdrgica y en las

verrugas y queratosis se realizd curetaje y electrocoagulacion o crioterapia.
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Tabla 13:

Variables recogidas en las visitas sucesivas

1. Presencia de lesiones cutaneas:
Si
No

2. Tipo de lesion
Verruga
Queratosis
Carcinoma basocelular
Carcinoma escamoso
Otros

3. Localizacién anatomica de la lesion
Cabeza
Tronco
Extremidades superiores
Extremidades inferiores
Genitales

4. Exposicion solar de la zona sobre la que aparece la lesién
Si
No

5. Momento de aparicién desde el trasplante (meses)
6. Aparicién de otras neoplasias no cutaneas

No
Si (tipo)

Material y métodos
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1.1.2. Recogida de las muestras

Las lesiones detectadas fueron biopsiadas, o bien extirpadas directamente. El material
obtenido se fijé en formol tamponado al 10% y se incluyd en parafina segun el
procedimiento habitual. Todas las lesiones fueron estudiadas histoldgicamente para
confirmar el diagndstico clinico. Los diagndsticos histoldgicos de verrugas viricas, CEs y
CBs, fueron realizados basandonos en criterios histoldgicos bien definidos (Lever WF y
Schaumburg-Lever G.,1990) . El término de queratosis displasica (QD) se aplico a
aquellas lesiones queratdsicas con atipia citoldgica y/o arquitectural. Se anotd también

la presencia de cambios histoldgicos por dafio actinico en los CEs y CBs.

1.2. Metodologia estadistica.

Para conocer la distribucion de las variables continuas registradas (edad en el momento
del trasplante y duracion de la didlisis pretrasplante) se calculd la mediana y para las
variables cualitativas (causa del fallo renal, tipo de pauta de inmunosupresion, fototipo e
historia de exposicidn solar ocupacional) se calcularon las proporciones de cada una de

las categorias.

El tiempo de seguimiento de los pacientes se calculd contabilizando el tiempo
trascurrido desde el momento del trasplante hasta la Ultima visita realizada con
anterioridad a la fecha de cierre de la recogida de datos, o bien, hasta el momento de la
pérdida funcional del rifidn trasplantado o de la muerte del paciente. En los casos de

pacientes con un segundo trasplante, tras la perdida funcional del primero, no se
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contabilizé el tiempo trascurrido entre los trasplantes.

La incidencia acumulada de las diferentes lesiones (CC, QD y verrugas) estudiadas se

calculd mediante la estimacién de Kaplan—Meier (Miller RG y cols., 1981).

Se investigo la influencia de las diferentes variables sobre el riesgo de desarrollar las
diferentes lesiones cutaneas. Las variables analizadas fueron la edad en el momento del
trasplante, la causa de fallo renal, duracién de la didlisis pre-trasplante, la pauta de
inmunosupresion, el fototipo y la exposicidn solar ocupacional. La relacidn estadistica,
entre el riesgo de desarrollar lesiones cutaneas (CCs, QDs y verrugas viricas) y las
diferentes variables analizadas, fue evaluada mediante la prueba de Mantel-Haenszel
(Mantel-Cox o test de rangos logaritmicos). Para valorar la contribucién independiente
de las variables con significacion estadistica (p<0,05) se realizd el analisis multivariado
mediante el modelo de regresidn de riesgos proporcionales de Cox. La magnitud de la
asociacion se cuantificdé mediante la estimacién del riesgo relativo y de los intervalos de

confianza asociados.

Todos los andlisis estadisticos (estimacidon de Kaplan-Meier, la prueba de Mantel-
Haenszel y el analisis multivariado) fueron realizados con el paquete de software

estadistico EGRET.
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2. DETECCION DEL ADN DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

2.1. Muestras estudiadas

Se estudiaron en total 184 biopsias, 141 pertenecian a los RTRs de nuestro estudio y 43
a pacientes inmunocompetentes (IC). Las biopsias de las lesiones de los ICs fueron
elegidas, de forma arbitraria, entre los que acudian a la consulta externa del Servicio de
Dermatologia del Hospital Universitario Germans Trias i Pujol. El nimero de lesiones

estudiadas de cada tipo se refleja en la tabla 14.

TABLA 14: NUmero y tipos de lesiones estudiadas

VERRUGAS QD CB CE TOTAL
RTRs 70 30 30 11 141
ICs 20 5 8 10 43
TOTAL 90 35 38 21 184

2. 2. Método de deteccion del ADN del VPH (Reaccidén en cadena de la
polimerasa)

Para la deteccion del ADN del VPH se utilizd el Kit de diagnostico PVH fast®
(Laboratorios Pharmagen SA, Madrid). Este kit permite la deteccidn vy tipificacion del
VPH mediante la amplificacion de un fragmento de unos 450 pb. perteneciente a la

region L1. Se siguieron los siguientes pasos:
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2.2.1 - Extraccion de ADN a partir de tejido fijado e incluido en parafina.

1.

De cada muestra se realizaron dos cortes de 5 um que se pusieron en un tubo
Eppendorf de 1,5 ml previamente autoclavado. Con objeto de evitar contaminaciones
se limpid la cuchilla del micrétomo con xileno antes y después de cada corte.

Se descongel6 a 37° el tubo de Solucidn de digestién y un tubo de Proteinasa K. Se
afadid al corte 50 pl de Solucion de Digestién y 50 pl de Proteinasa K y se empujo el
corte con la micropipeta para que quedara completamente cubierto.

Se realizd un control negativo formado por 50ul de Solucion de digestion y 50 ul de
Proteinasa K que se proceso igual que el resto de las muestras.

La mezcla resultante se incubd a 55° C durante 3 horas.

Después se incubd a 94°C durante 10 minutos para inactivar la proteinasa K.

A continuacion, esta mezcla se centrifugd en microfuga durante 10 minutos. Después
se atraveso, con la punta de la micropipeta, la capa superior de parafina solidificada
y se cogid una alicuota de 5 pl del sobrenadante para hacer la reaccion de

amplificacién. Se guardd el resto de la solucién a 4°C.

2.2.2. Reaccion de amplificacion de la polimerasa.

1.

Se descongelaron los Tubos de reaccion durante 1 minuto a 37 °C y se guardaron

en hielo, donde se les afiadid 5 pl del ADN extraido en el paso anterior.
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2. Se programo el termociclador segun los siguientes ciclos de temperaturas:

1 ciclo 94 oC 4 min.

35 ciclos 94 oC 1 min.
52 oC 1,5 min.
72 °C 2 min.

1 ciclo 72 °C 10 min.

A continuacidon se mantuvo a 4 °C hasta la recogida de los tubos
2.2.3. ldentificacion de los tipos de VPH por digestiéon con enzimas de
restriccion.
Una vez amplificadas las muestras, en los casos positivos se identificaron los tipos
obtenidos mediante la digestion de los fragmentos amplificados con los dos enzimas
provistos en el kit. Los patrones de restriccion observados después de la digestion 1y 2
fueron comparados con los patrones conocidos (figuras 4 y 5).
A continuacion detallaremos los pasos de la identificacion de los tipos.
2.2.3.1. Comprobacion del amplificado.
Antes de afiadir los enzimas para la restriccion de los fragmentos amplificados se
comprobd la presencia de ADN amplificado. Para ello se tomo 10 pl del producto y se
afadio 2 pl de solucién de carga. A continuacién se cargd en un gel de agarosa al 3%
(en TBEIX ya8V/cm).
A.- Se considerd una muestra como positiva cuando aparecio:
-una banda de 450 pb correspondiente al genoma de VPH
-una banda de 1200 pb correspondiente al control positivo interno. Esta banda no
es visible si la cantidad de ADN virico es muy alta

B.- Se considerd una muestra como negativa cuando:

66



Material y métodos

-Se detectod sélo una banda de 1200pb correspondiente al control positivo interno.

C.- Se considerd que la reaccion de amplificacién estaba inhibida cuando:

-No se identificé ninguna banda.
D.- Cuando en el control negativo aparecia una banda de 450 pb se considerd que habia
habido una contaminacidn entre las muestras al realizar el proceso de extraccion de
ADN de las muestras.
A continuacion, en las muestras positivas, se realizd la digestion con los dos enzimas y
la identificacion de los patrones de digestién.
2.2.3.2. Digestion del producto amplificado
1. Se anadié al tubo de reaccidn, resultante de la PCR, 1ul de Rsa 1 (enzima 1) con la
micropipeta.
2. Se incubd a 37 © C durante 2 horas
3. Se afadié 7 pl de Solucion de carga al producto de la digestion y se cargd 20 pl en
un gel de agarosa de alta resolucion ( agarosa al 2,5% en TBE IX a 8 V/cm). Se utilizé
como marcador de peso molecular 0,5 pg de DNA Molecular Weight Marker VIII
(Boehringer Mannheim).

-En los casos positivos, se observo el patrén de restriccion de bandas

caracteristico de cada virus (figuras 4 y 5).

-Cuando la digestion enzimatica no funciond, en lugar de las dos bandas de 550 y

650, aparecié una Unica banda de 1200pb.
4. Después se realizd una segunda digestion, en la que se afiadié 1ul del Enzima 2 de

restriccion provisto en el kit.
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5. Se incubé durante 2 h a 37°C.

6. Se cargd 20 pl de la solucidon en un gel de agarosa de alta resolucion. Se utilizd
como marcador de peso molecular 0,5 ug de DNA Molecular Weight Marker VIII
(Boehringer Mannheim).

7. Se anoto el patrén de bandas obtenidos tras esta segunda digestion, y se
compararon los dos patrones con los descritos por los tipos de VPH cutaneotropos

(figura 4) y los tipos de VPH mucosotropos (figura 5).
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Figura 4: Patrones de restriccion de los tipos cutaneos del VPH. En la figura A tras la
primera digestion con Rsa I y en la B tras la digestion con los dos enzimas.
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Figura 5: Patrones de restriccién para los tipos mucosos. En la figura A tras la primera
digestion con Rsa | y en la B tras la digestién con los dos enzimas.
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Cuando el patrén de restriccion resultante tras la digestiéon con los enzimas 1y 2 no
coincidié con los patrones publicados y reportados en las figuras anteriores (4 y 5). Se
consideraron tres posibilidades:

A. Que se tratase de un tipo de VPH nuevo, es decir no descrito previamente.

B. Que fuese una variante de un tipo de VPH conocido. Las variaciones dentro de un
tipo tienen una diferencia del 1-2% en la secuencia del ADN. Si la discordancia esta en
una zona diana del enzima dara un patron de restriccion diferente.

C. Que hubiese habido un problema en la digestion (digestion parcial de algun
fragmento).

En estos casos se realizo la secuenciacion del fragmento amplificado. Una vez obtenida
la secuencia, se comparo con las secuencias depositadas en las bases de datos Gen
Bank y EMBL databank.

Para la deteccion del VPH se utilizé6 un método de deteccidén comercializado (HPV fast ®
Pharma Gen SA), esto nos supuso un problema a la hora de secuenciar ya que no
conociamos la secuencia de los primers provistos en el kit. Este inconveniente lo
pudimos solucionar mediante la introduccién del fragmento de ADN problema (resultado
de la PCR) en un vector de secuencia ya conocida (pZero). Asi, conociendo la secuencia
del vector y el punto donde insertamos nuestro ADN problema, pudimos disefiar unos
primers complementarios a las Ultimas bases del vector. A continuacién detallaremos la
técnica empleada para ello. En las figuras 6 y 7 se puede observar un esquema de los

pasos seguidos para la secuenciacion.
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FIGURA 6:

|
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L

Figura 6: Esquema de los pasos iniciales del proceso de la secuenciacion.

(1) ADN producto de la amplificaciéon

(2) Lo ponemos en un gel de agarosa y recortamos la banda que nos interesa.

(3) Purificamos este fragmento y lo insertamos en un vector de secuencia ya conocida

(4) Estos vectores se introducen en £ coli (transformacidn bacteriana).Después se realiza la
extraccion de los vectores mediante un proceso de lisis bacteriana y posterior purificacion.

(5) Entonces ya podemos utilizar un primer que coincida con la zona del vector cercana al
inserto
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FIGURA 7
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Figura 4: Esquema de la secuenciacién automatica del ADN.

(1) Tenemos el ADN problema incluido en el vector.
(2) Se realiza 4 mezclas, cada una contiene una base diferente con una terminacion didedxido y

un primer para el vector pZERo con un marcador fluorescente diferente.

(3) Cuando las reacciones hayan acabado, se mezclan los productos obtenidos

(4) A continuacion, se colocan en un gel especial para la secuenciacién, que hace correr a los
productos seguin su peso molecular. La fluorescencia emitida es detectada y registrada por

un ordenador que la registra como una serie de puntas. 73
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2.2.4. Secuenciacion de los tipos de VPH no identificados mediante los
patrones de restriccion.
El vial resultado de la PCR de contenia:

e El control positivo de la PCR

e Los primers y oligonucledtidos

e La banda de 450 pb que se correspondia con el ADN problema
Por lo tanto fue necesario aislar y purificar este ADN problema. Para ello se siguieron los
siguientes pasos:
1.- Se recortd el ADN problema (banda de 450 pb) de un gel de agarosa de bajo punto
de fusidn con una concentracion de 1,5% (agarosa NiuSieve)
2.- Se purificd este ADN mediante GFX-PCR DNA and gel band purification kit®
(Amershan Pharmacia) segun las indicaciones del protocolo del proveedor.
3.- Una vez obtenido y purificado el fragmento del ADN problema se procede a su
insercion o clonacion en el vector pZErO segun las técnicas habituales. Este vector

posee un gen con resistencia a la Kanamicina.(figura 8)
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Figura 8: Esquema de la estructura del vector pZErO

4.- El vector con el inserto se introdujo en cepas de £.coli modificadas (transformacion
bacteriana) y se cultivd en placas de LB-agar con Kanamicina a 37° durante toda la
noche.

5.- Al dia siguiente se picaron las colonias crecidas (minimo 10-12) y se comprobo la
presencia del inserto mediante una PCR. Para ello se utilizaron el par de primers M13 y
M13rev (senso y antisenso).

6.- Una vez comprobada la presencia del inserto, se procedio a la amplificacion
mediante PCR, previa a la secuenciacion directa, con los primers ANp y NAp (senso y

antisenso).
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7.- A continuacion se realizd la secuenciacion directa mediante el analisis de la
fluorescencia de las terminaciones de los dideoxidonucleotidos (directly sequenced by
fluorescent dideoxynucleotide chain termination cycle sequencing).Para ello se siguieron
las instrucciones provistas en el kit * ABI Prism Dye terminator cycle sequencing Ready
reaction kit®"” de Perkin-Elmer y se utlizd el secuenciador automatico 377 ABI Prism
(Applied Biosystems, Langer, Germany).

8.- La secuencia obtenida se remitio al BLAST Server ( National Center for Biotechnology

Information [NCBI ]. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/cgi) que compard nuestra

secuencia son las depositadas en los bancos de datos (GenBank y EMBOL databank).

9.- Una vez obtenido el grado de homologia con los tipos de VPH conocidos, deacuerdo
con lo acordado por el “Papillomavirus Nomenclature Committee en 1995”, se considero
un nuevo tipo cuando la homologia con L1 fue menor del 90%, un subtipo cuando la
homologia oscil6 entre el 90-98% y una variante cuando la homologia fue mayor del

98%.
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3. ESTUDIO DE LA EXPRESION INMUNOHISTOQUIMICA DE LA PROTEINA P53
3.1. Muestras estudiadas

Se estudiaron 77 biopsias, 47 biopsias de lesiones pertenecientes a los RTRs de nuestro
estudio y 30 de pacientes inmunocompetentes (tabla 15).

TABLA 15: Numero y tipos de lesiones estudiadas.

QD CB CE TOTAL
RTR 22 18 7 47
IC 10 10 10 30
TOTAL 32 28 17 77

3.2. Técnica de inmunohistoquimica

Se us6 como técnica base el método de Avidina-Biotina-Peroxidasa deacuerdo con la
siguiente metodologia:

1.- Se efectuaron los cortes en parafina que fueron depositados en preparaciones pre-

tratadas con gelatina o polilisina para aumentar su adhesividad.

2.- Se desparafinaron los cortes mediante tres pasos por xilol, de 5 minutos cada uno, y

se hidrataron las secciones mediante el paso por alcoholes de graduacién decreciente
(alcohol absoluto, alcohol 95° y alcohol 70°).
3.- Se lavaron durante 5 minutos en agua destilada y se procedid a la digestion

enzimatica con tripsina en tampon citrato (pH 6).
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4.- A continuacion, se lavaron las muestras con PBS (Phosphate- buffered saline) (tres
inmersiones de 5 minutos).

5.-Se secaron las secciones, se aplicod suero supresor (suero normal de caballo, vector S-
2000) y se incubd durante 20-30 minutos.

6.- Se retird el exceso de suero por decantacion, se secd alrededor del tejido y se
incubd con el antisuero primario anti-p53 D07 (Novocastra Laboratories, Newcastle,
Englang) a 37° durante toda la noche. EL DO7 es un anticuerpo monoclonal murino que
reacciona tanto con la forma natural de la proteina como con la forma mutada (Vojtesek
By cols., 1992). En concreto se une a los epitopos de una zona altamente conservada
cerca de la N-terminal.

7.-Se eliminaron los restos de anticuerpo primario con tres bafios en PBS.

8.- Se incubd durante 30 minutos con el anticuerpo secundario, eliminando a
continuacion los restos de anticuerpo mediante lavados con PBS a los que se anadio
perdxido de hidrogeno al 6%.

9.- A continuacidn, se incubd las secciones con ABC (avidina biotina complex) durante
45-60 minutos.

10.-Tras dos lavados con PBS, se sumergié en Triton X-100 al 0,5% en PBS durante 30
segundos.

11.-Se procedi6 a la reaccion final empleando diaminobenzidina (Sigma N° D-5637),
desencadenando la reaccién cromdgena mediante incubacion durante 5 minutos en una
solucion de PBS a la que se ha afiadié perdxido de hidrégeno

12.- Se lavo con agua destilada durante 5 minutos y se contrastd con hematoxilina de
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Harris durante 1 minuto.
13.- Por ultimo, se deshidratd mediante la inmersion en soluciones alcohdlicas de

concentraciones progresivamente altas.

Este proceso nos permitid hacer reaccionar la peroxidasa con su sustrato especifico, el
perdxido de hidrogeno, en presencia del cromdgeno DAB (tetrahidrocloruro de 3-3'
diaminobenzidina). En la primera fase de la reaccion la enzima y el perdxido de
hidrégeno forman un complejo que seguidamente interacciona con el DAB, quedando
esta Ultima en estado oxidado. Las moléculas de DAB, ya oxidadas, presentan una serie
de radicales libres que reaccionan entre si para formar polimeros insolubles de color
marrén oscuro que son los que indican las areas positivas marcadas por el anticuerpo
monoclonal.

Para los controles positivos se utilizaron secciones positivas de CE de pulmén que
expresaron elevados niveles de p53 mutante. Para los controles negativos se evaluaron
las estructuras epiteliales de los anexos.

Las secciones fueron evaluadas por dos observadores independientes.

Se considerd positivas a aquellas lesiones con mas del 5% de positividad nuclear.

3.3. Metodologia estadistica

El analisis estadistico fue realizado mediante la prueba exacta de Fisher.
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1. INCIDENCIA DE CARCINOMAS CUTANEOS EN LOS RTRS Y ESTUDIO DE LAS
VARIABLES RELACIONADAS

1.1. Estudio de la incidencia de lesiones cutaneas en los RTRs

1.1.1.Estudio de la incidencia de los carcinomas cutaneos.

Se incluyeron 174 pacientes, 118 varones y 56 mujeres, con una mediana de
seguimiento de 72 meses (rango 12-140 meses). De estos pacientes, 20 abandonaron el
seguimiento por la pérdida funcional del rifidn trasplantado, necesitando de nuevo
didlisis, y 10 por fallecimiento. Las caracteristicas de la poblacidn estudiada se resumen

en la tabla 16.

81



Resultados

Tabla 16: Resumen de los datos demograficos observados para las diferentes

variables.
Poblacion Poblacion Poblacion
total sin cancer con cancer
N= 174 N=135 N=39
Edad en el momento del trasplante 45(15-67) 45(15-67) 53(37-65)
(mediana)
Duracién dialisis pre-trasplante 27,7(0-200) 20(0-200) 26,4(6-120)
(mediana)
Tiempo de seguimiento 72(12-140) 60(12-140) 108(12-140)
(mediana)
Sexo. N (%)
Varones 118(68) 89(66) 29(74)
Mujeres 56(32) 46(34) 10(26)
Enfermedad renal. N° (%)
Glomerular 50(28,7) 39(28,8) 11(28,2)
Intersticial 24(13,8) 19(14,0) 5(12,8)
Poliquistosis 32(18,4) 23(17,0) 9(23,0)
Vascular 15 ( 8,6) 10( 7,4) 5(12,8)
Diabetes 1 (2,8 5(3,7) 0
Otras 10 (5,7) 9( 6,7) 1(2,5)
Desconocidas 38(21,8) 30(22,3) 8(20,5)
Fototipo.N° (%)
I 3(1,7) 3(2,2) 0
II 32(18,4) 24(17,8) 8(20,5)
I11 81(46,5) 61(45,3) 20(51,2)
IV 54(31,0) 43(31,8) 11(28,3)
v 3(1,7) 3(2,2) 0
VI 1(0,5) 1(0,7) 0
Exposicion solar ocupacional. N° (%)
Alta 72(41,4) 43(31,8) 29(74,5)
Baja 102(58,6) 92(68,2) 10(25,5)
Tipo de inmunosupresion. N° (%)
A (corticoides+ciclosporina) 87(50,0) 61(45,2) 26(66,6)
B (corticoides+ciclosporina+azatioprina) 56(32,2) 46(34,0) 10(25,6)
Otras(corticoides+tacrolimus+micofenolato) 31(17,8) 28(20,8) 3(7,7)
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39 pacientes (29 varones y 10 mujeres) desarrollaron algin CC, lo que se corresponde

con una prevalencia del 22,5%. El calculo de la incidencia acumulada, mediante la

estimacion de Kaplan-Meier, reveld que a los 3 afios un 13% de los pacientes

desarrollaron algun tipo de CC, esta cifra se incrementd hasta un 27,5% a los 6 afios y a

un 48% a los 10 afios (figura 9).

Figura 9: Incidencia acumulada de CCs en los RTRs de nuestro estudio. Como se demuestra en
la gréfica, la incidencia acumulada fue alta desde los primeros afios y crecié de forma progresiva
hasta alcanzar a casi la mitad de los pacientes seguidos durante 10 anos.
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En total todos los pacientes con CCs desarrollaron 142 CCs (media por paciente 3,6). El
59% de los pacientes con CCs presentaron mas de un tumor, mientras que sélo
16(41%) desarrollaron un Unico carcinoma.

El carcinoma detectado con mas frecuencia fue el CB, ya que de los 142 observados al
final del seguimiento, 84 fueron CBs y 58 CEs, siendo la proporcion entre ambos de
1,4/1. Cuando se consideré sélo los CCs aparecidos en los 3 primeros afos tras el
trasplante la ratio CB/CE fue de 3,4/1.

Si contabilizamos el niUmero de pacientes con cada tipo de CC, también observamos que
hubo mas pacientes con CBs que con CEs. Como se puede apreciar en la figura 10, un
43% de los pacientes tuvo CBs, mientras que sélo un 21% de los pacientes desarrolld
CEs de forma exclusiva. En un 36% de los pacientes coexistieron ambos tipos

histoldgicos.

Figura 10: Tipos histoldgicos en los 39 pacientes con CCs

CB +CE
36%

43%
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Si consideramos sdlo a los pacientes con CCs multiples (figura 11), se puede observar
que, lo mas frecuente, fue la coexistencia de ambos tipos histoldgicos en un mismo
paciente (61%), seguido de los casos de pacientes con mas de un CB ( 35%), mientras

que, solo un paciente (4%) con CCs multiples desarrollé exclusivamente CEs.

Figura 11: Tipos histoldgicos en los 23 pacientes con tumores mulltiples

CB+CE
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El tiempo medio de latencia para el primer carcinoma fue de 39,5 meses. Si calculamos
por separado los dos tipos histoldgicos, observamos que el primer CB aparece de forma
mas precoz (43 meses), mientras que el periodo de latencia para el primer CE es de casi
un ano mas (54 meses). Al calcular la incidencia acumulada de ambos tumores (figura
12) pudimos comprobar como el CB aparece mas precozmente, con una incidencia
acumulada del 10,7% a los 3 afios, mientras que la incidencia del CE es del 4,5% para
este mismo periodo. Con el paso de los afios, como consecuencia de un mas rapido
crecimiento en la incidencia del CE, las cifras de incidencia se aproximan, siendo al final
del estudio, la incidencia del CB del 40,6% mientras que la del CE fue de un 33% (figura

12).

Figura 12: Comparacion entre las incidencias acumuladas del CB y del CE.

La incidencia acumulada del CB crecié de forma proporcional a lo largo de los 10 afos. Sin
embargo, la incidencia del CE creci6 de forma lenta en los primeros afios, aumentando

de forma rapida a partir de los 6-7 afios, con una tendencia de crecimiento exponencial.

-=-CE

Incidencia acumulada

En la mayoria de los casos (88%) los CCs se localizaron en las areas expuestas a la

radiacion solar (cabeza, dorso de manos y escote), predominando en la cabeza (76%). 86
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1.1.2. Estudio de la incidencia de las queratosis displasicas

Se observo la presencia de lesiones premalignas o queratosis displasicas (QD) en 27

pacientes (prevalencia 15,5%). Al final del estudio, la incidencia acumulada de QD fue

cercana al 35% (figura 13). Mas de la mitad de los pacientes con QD (62%),

desarrollaron algin CC.

Figura 13: Incidencia acumulada de las QDs en los RTRs de nuestro estudio. La incidencia
acumulada crecié de forma proporcional durante todo el estudio.
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1.1.3. Estudio de la incidencia de las verrugas viricas

Se detectd alguna verruga en 68 RTRs (39%). En la gran mayoria de los casos las

verrugas fueron multiples y recidivantes. La incidencia acumulada de verrugas fue de un

62% al final del estudio (figura 14).

Figura 14: Incidencia acumulada de verrugas en los RTRs de nuestro estudio. Llama la
atencion, el rapido crecimiento de la incidencia en los primeros 5 anos (51%) vy el posterior
aplanamiento de la curva.
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La gran mayoria de las lesiones se localizaron en las extremidades (80%) siendo muy

baja incidencia de verrugas en los genitales (3%).

1.1.4. Incidencia de otros canceres no cutaneos
Ademas de los CCs, otros 10 pacientes ( 5,7%) desarrollaron otros tumores. Estos
fueron: 2 sarcomas de Kaposi, 2 neoplasias de prostata, 1 linfoma, 1 leucemia, 1
neoplasia de colon, 1 neoplasia de pulmodn,1 teratoma y 1 carcinoma de conjuntiva. No

se detectd una mayor incidencia de CCs en los pacientes con otros tumores.
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1.2. Estudio de las variables relacionadas con el desarrollo de las lesiones

cutaneas de los RTRs.

1.2.1. Variables relacionadas con el desarrollo de los carcinomas cutaneos.
En el andlisis univariado de la relacién de las diferentes covariables con el riesgo de
desarrollar un CC (tabla 17), solo la mayor edad en el momento del trasplante y la
elevada exposicion solar ocupacional, demostraron ser factores de riesgo

estadisticamente significativos (p<0,001 en ambos casos).

Tabla 17: Andlisis univariado de la relacion entre el riesgo para desarrollar un CCy las
diferentes covariables de la poblacidon estudiada mediante la prueba de Mantel-Haenszel (Mantel
—Cox o test de rangos logaritmicos).

Riesgo 95%

COVARIABLES* relativo Intervalo de Valor p

univariado confianza
Edad en el momento del trasplante 1,05 1,03-1,07 <0,001
Sexo . 0,55 0,26-1,18 0,26
(varédn es la referencia)
Duracion de la dialisis pre-trasplante 0,99 0,98-1,01 0,88
Exposicion solar ocupacional 4,78 206101 | <0,001
(Baja exposicion es la referencia)
Tipo de inmunosupresion .
Tipo A (referencia) 1
Tipo B 0,67 0,32-1,4 0,32
Tipo C 0,60 0,18-2,0 0,18

*En los casos del fototipo cutaneo y la enfermedad renal no se obtuvo convergencia.
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Para investigar la contribucién independiente de las dos covariables con significacion
estadistica se realizd un analisis multivariado mediante el modelo de regresion de
riesgos proporcionales de Cox (Tabla 18). El resultado final del estudio multivariado
demostrd que las dos variables significativas en el analisis univariado actuaban de forma

independiente.

Tabla 18: Estudio multivariado mediante el modelo de regresidn de riesgos
proporcionales de Cox.

i (o)
VARIABLES Riesgo | 959% Intervalo | .,
relativo de confianza
Edad en el momento del trasplante 1,06 1,03-1,8 <0,001
Exposicion solar ocupacional 5,15 2,39-11,05 <0.001

Segun los resultados obtenidos (tabla 18) podemos calcular que a medida que se
incrementaba en un ano la edad del paciente en el momento de recibir el trasplante, el
riesgo de desarrollar un CC aumentaba un 1,06. Esto se traduce en que un individuo
trasplantado a los 40 anos tiene casi el doble de posibilidades (1,8) de desarrollar un CC
que el que recibe el trasplante a los 30 (Riesgo relativo/afio=1,06, riesgo relativo a los
10 afios= 1,06°=1,8).

El otro factor de riesgo fundamental para el desarrollo de los CCs fue la exposicion solar
ocupacional. Segun el resultado final del estudio multivariado, los individuos con una

elevada exposicidn solar ocupacional tienen un riesgo 5,15 veces mayor de desarrollar
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un CC (tabla 18). Pero ademas de este resultado, otros datos apoyan el importante

papel de esta variable. En primer lugar, al calcular la incidencia acumulada de los CCs

en los RTRs, segun su exposicion solar ocupacional, en los RTRs con elevada exposicién

solar ocupacional se alcanzd una elevada cifra (85,3%) mientras que en los RTRs con

baja exposicion solar ocupacional, esta fue sélo de un 22% (figura 15). Por otro lado, el

74,5% de los pacientes con CCs tenian una elevada exposicidn solar ocupacional,

mientras que en los RTRs sin CCs sélo un 35,1% tenian una elevada exposicidn solar

ocupacional (tabla 16). Ademas, como ya hemos comentado, el 88% de los CCs

aparecieron en las areas corporales expuestas a la radiacion solar, sobre todo en la

cabeza (76%).

Figura 15: Comparacion entre la incidencia acumulada de CCs en los RTRs con una elevada
exposicion solar ocupacional y los RTRs con una baja exposicion solar ocupacional.
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Otras variables estudiadas como el sexo, la duracién de la didlisis pre-trasplante y el tipo
de inmunosupresién administrado no han demostrado tener una influencia

estadisticamente significativa sobre el desarrollo del los CC.

Para investigar si las variables estudiadas pudieran influir, de forma aislada, sobre la
aparicion de CE 6 CB se realizé el calculo del analisis univariado de su relacion de forma

separada en los dos tumores. Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 19.

Tabla 19: Analisis univariado de la relacion entre el riesgo para desarrollar un CB o un CE y las
diferentes covariables de la poblacién estudiada.

Riesgo 95%
covariables* relativo Intervalo de | Valor P
univariado confianza
CB 1,05 1,03-1,07 <0.01
Edad en el momento del trasplante
CE 1,05 1,02-1,08 <0.01
Sexo CB 0,62 0,27-1,37 0,22
(varodn es la referencia) CE 0,19 0,04-0,83 <0,01
CB 0,99 0,97-1,0 0,24
Duracioén de la dialisis pre-trasplante
CE 1,0 0,99-1,02 0,23
Exposicion solar ocupacional CB 5,15 2,22-11,92 <0.01
(Baja exposicion es la referencia) CE 5,41 1,81-16,11 <0.01
Tipo de inmunosupresion
Tipo A (referencia) 1
Tipo B CB 0,83 0,38-1,83 0,65
CE 0,66 0,24-1,87 0,44
Tino C CB 0,83 0,24-2,9 0,78
P CE 0,98 0,21-4,53 0,98

* En los casos del fototipo cutaneo y la enfermedad renal no se obtuvo convergencia.
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Como podemos observar en la tabla 19, las principales variables de riesgo para
desarrollar un CB o un CE, al igual que ocurrié en el analisis de los CCs en su conjunto,
son la exposicion solar ocupacional y la edad en el momento del trasplante. No
obstante, en el caso del CE, el sexo también demuestra tener influencia, teniendo los
varones un riesgo 5 veces mayor que las mujeres.

Otros factores como la duracién de la dialisis pre-trasplante y el régimen de
inmunosupresion administrado no han demostrado tener una influencia significativa

para el desarrollo de CBs o CEs.
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1.2.2. Variables relacionadas con el desarrollo de queratosis displasicas

La edad en el momento del trasplante y la elevada exposicion solar ocupacional
demostraron ser las variables que influian de forma significativa en el desarrollo de QDs
(tabla 20). En el analisis multivariado (tabla 21) se demostré que estas variables
actuaban de forma independiente.

Tabla 20: Analisis univariado de la relacion entre el riesgo para desarrollar una QDs y las
diferentes covariables de la poblacién estudiada.

Riesgo
COVARIABLES™* relativo 95% Intervalo |\, p

o de confianza

univariado

Edad en el momento del trasplante 1,04 1,02-1,07 <0,01
Sexo . 0,72 0,30-1,69 0,43
(varédn es la referencia)
Duracion de la dialisis pre-trasplante 1,0 0,99-1,01 0,43
Exposmlon_ s_glar ocupamongl 3,25 1,42-7,44 <0,01
(Baja exposicion es la referencia)
Tipo de inmunosupresion
Tipo A (referencia) 1 1
Tipo B 0,93 0,39-2,22 0,88
Tipo C 1,22 0,39-3,77 0,72

*En los casos del fototipo cutaneo y la enfermedad renal no se obtuvo convergencia.

Tabla 21: Resultado final del estudio multivariado mediante el modelo de regresion de riesgo
proporcional de Cox. En este se demostrd que las dos variables significativas en el analisis
univariado actuaban de forma independiente.

i (o)
Variables Ruas_go 95% Intgrvalo Valor P
relativo de confianza
Edad en el momento del trasplante 3,02 1,31-6,95 <0,01
Exposicion solar ocupacional 1,04 1,01-1,07 <0,01
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1.2.3. Variables relacionadas con el desarrollo de las verrugas viricas

En el caso de las verrugas viricas, sélo el sexo demostro tener una influencia

significativa sobre la aparicion de verrugas (tabla 22). Segun esto los hombres

trasplantados tienen el doble de posibilidades de desarrollar verrugas que las mujeres

trasplantadas.

Tabla 22: Andlisis univariado de la relacién entre el riesgo para desarrollar una verruga

virica y las diferentes covariables de la poblacion estudiada.

Riesgo relativo

959 Intervalo de

COVARIABLES* S . Valor P
univariado confianza

Edad en el momento del trasplante 1,00 0,98-1,02 0,62

Sexo . 0,58 0,33-1.01 <0,05

(varédn es la referencia)

Duracion de la dialisis pre-trasplante 1,00 0,99-1,01 0,67

Exposmlon_ s_(?lar ocupamongl 1,08 0,66-1,77 0,73

(Baja exposicion es la referencia)

Tipo de inmunosupresion

Tipo A (referencia) 1

Tipo B 0,94 0,55-1,58 0,81

Tipo C 0,48 0,20-1,16 0,10

*En los casos del fototipo cutaneo y la enfermedad renal no se obtuvo convergencia.
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2. DETECCION DEL VPH EN LAS LESIONES CUTANEAS DE LOS RTR

2.1. Prevalencia de la deteccion del VPH en las lesiones cutaneas de RTR

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 23. Como se muestra en esta tabla,
sélo pudimos detectar el ADN del VPH en un 22% de las lesiones cutaneas estudiadas.
La proporcidn de casos positivos fue similar en el grupo de los inmunocompetentes
(28%) que en el de los RTRs (20%). En el grupo de las verrugas, solo fueron positivas
un 42% de las lesiones, siendo un poco mas frecuente la deteccion del virus en las
verrugas pertenecientes a inmunocompetentes. Si exceptuamos las verrugas, en el resto

de lesiones solo se hall6 positividad en un 3% (3/94) de las lesiones estudiadas.

TABLA 23: Prevalencia del ADN virico detectada en lesiones cutaneas de pacientes
trasplantados e inmunocompetentes.

VERRUGAS QD CB CE TOTAL

26/70 2/30 1/30 29/141

RTRs (37%) (6%) (3%) 0/11 (20%)
12/20 12/43

IC o 0/5 0/8 0/10 o
38/90 2/35 1/38 41/184

TOTAL (42%) (5%) (2.5%) 0/21 (22%)

2.2. Tipos de VPH detectados en las lesiones cutaneas de los RTRs.

Como se puede observar en la tabla 24, dénde se resumen los resultados obtenidos

de la identificacidn de los tipos de VPH en las muestras positivas, en la mayoria de

las lesiones se detectaron los tipos 1a, 2 , 4 y 10. Como ya hemos comentado, la

identificacién de los tipos se realizd mediante la comparacion de los fragmentos de




Resultados

restriccion obtenidos tras las dos digestiones enzimaticas con los patrones de
restriccion ya publicados (figuras 7 y 8). Sin embargo, observamos que en 18 (44%)
de los casos positivos, los patrones de restriccion obtenidos no coincidian con los
registrados. Ademas, en algunos de estos 18 casos el patrén se repetia, pudiéndose

agrupar estos en 5 diferentes a los que decidimos llamar X1 a X5.

TABLA 24: Tipos de VPH detectados en las diferentes lesiones cutaneas estudiadas.

TIPOS DE VPH?* 1A| 2 | 4 |10 |27 | X1 | X2 | X3 | X4 | X5 | +° | TOTAL
RTRs 1 3 6 1 2 31613 (|22]0 2 29
IC 3 3 0 0 0 2 0 0 0 2 2 12
TOTAL 4 | 6 6 1 2 5 6 3 2 2 4 41

& X1-X5 son las lesiones con positividad para el ADN del VPH, pero que los patrones de
restriccion tras la digestion enzimatica no coinciden con ninguno de los descritos (EMBOL
databank and Genbank).

® lesidn positiva para el VPH, pero no se pudo determinar el tipo porque el material obtenido
era insuficiente para realizar el tipaje.

¢ dos de estas lesiones eran QDs pertenecientes a RTRs mientras que el resto eran verrugas
viricas.

9 una de estas lesiones era un CB y la otra una verruga

Estos patrones de restriccién denominados X1 a X5 fueron los siguientes:

o XI: Enzima 1: 450 pb Enzima 2: 220-150-50 pb.
o X2: Enzima 1: 280-180 pb Enzima 2: 147-130-80 pb.
e X3: Enzima 1: 210-170-80 pb Enzima 2: 170-90-80 pb.
o X4: Enzima 1: 270-180 pb Enzima 2: 270-180 pb.

e X5: Enzima 1: 290-175 pb Enzima 2: 290-90-70 pb.
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Figura 16 A: Los productos de la PCR se observaron tras la electroforesis en un gel de agarosa
tefiido con bromuro de etidio. En las muestras positivas se pudo observar una banda de 450
pb, la banda de 1200 pb observada corresponde al control positivo. En los casos con mucha
cantidad de VPH la banda de 1200pb puede desaparecer

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 C+ C-.

1200

450

Figura 16 B: Imagen de los patrones de restriccion obtenidos tras la digestion con los enzimas
1y 2. En la columnas Al y A2 se muestra el patron de restriccion obtenido tras la primera y
segunda digestion. Como el patrén obtenido no tenia correspondencia con ninguno de los que
conociamos se decidio llamar a este patrén X1. En las columnas B (1 y 2) y C (1 y 2) se observd
el mismo patron al que se llamé X5.

98



Resultados

Para poder considerar si estos tipos no identificados eran tipos nuevos, o bien,
variaciones de otros ya conocidos se realizd la secuenciacion de los fragmentos

amplificados.

Tras estos resultados se realizd la secuenciacion de los tipos de VPH con patrén de
restriccion no reconocido y se obtuvieron los resultados que a continuacion relatamos.
La secuencia obtenida para el patrén al que denominamos X1 se correspondié con la
secuencia del VPH-57 (figura 17). En el caso de los patrones denominados X2 y X5, a
pesar de que sus patrones de restriccion eran diferentes, la secuencia obtenida
presentaba una elevada homologia (>99,5%) con el VPH 57b. Los cambios observados
en el patron de restriccidon de estos casos se deben a que las secuencias presentaban
diferencias puntuales localizadas en las zonas dianas de los enzimas, lo que hacia variar
el patron de restriccion.

La secuencia del X3 fue idéntica al VPH-3.

Al intentar amplificar el patron denominado X4, obtuvimos muy poco material, con lo
que no fue posible la secuenciacion.

En resumen, en la mayoria de los casos secuenciados se obtuvieron tipos del VPH del
grupo 57 (VPH-57 y dos variantes del VPH 57b). En la tabla 25 se describen las
caracteristicas clinicas de las lesiones donde se hallaron los tipos de VPH del grupo 57 y

de los pacientes a los que pertenecian.
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Figura 17: Secuencia obtenida tras realizar la secuenciacion de una de las dos cadenas de ADN
del X1. Para asegurar que esta secuencia era absolutamente correcta se realiz6 la secuenciaciéon
de la cadena complementaria y se compararon ambas. Una vez que se confirmd la secuencia

se remitié al banco de datos EMBL o Gen BanK donde se realizd la comparacién con las
secuencias viricas ya conocidas.
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TABLA 25: Caracteristicas de los pacientes y de las lesiones con deteccién de tipos de VPH del

grupo 57.
NUMERO INMUNO- | NUMERO . TIPODE| OTRAS
PACIENTE | SUPRESION LESION LOCALIZACION LESION | LESIONES
1 Mano Verruga ,
2 SI
1 SI
(Verrugas)
2 Mano Verruga
X1 N : : st
(57) 2 SI 3 Pierna Verruga (Verrugas)
3 NO 4 Mano Verruga NO
4 NO 5 Cara Verruga NO
; si
5 SI 6 Cara QD (CE, CB)
7 Pierna Verruga
2% si 8 Mano Verruga st
X2 (Verrugas)
(57b)
9 Mano Verruga
6 s 10 Pierna Verruga st
99 | (QACB,CE)
7 sf 11 Tronco QD st
(CB, CE)
NO 12 Cara Verruga
X5 8 NO
(57b)
NO 13 Cara Verruga

*en el mismo paciente se identifico VPH 57 y VPH 57b
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3. ESTUDIO DE LA EXPRESION INMUNOHISTOQUIMICA DE LA PROTEINA

P53 EN LAS LESIONES CUTANEAS DE RTRs

Aunque la expresién inmunohistoquimica de la p53 fue mas prevalente en los CCs y las
QDs de los RTRs que en las lesiones equivalentes de inmunocompetentes, en el analisis
estadistico la diferencia sélo fue significativa para las QDs (tabla 26). Es probable que
en el caso de los CE la diferencia no llegue a ser significativa por el pequeiio niUmero de
casos estudiados. La proporcion de células positivas, si la expresamos de forma
semicuantitativa, fue bastante similar para ambos grupos. En la imagen de la figura
18, correspondiente a un CE de un RTR, podemos observar un ejemplo de la positividad

encontrada.

TABLA 26: Inmunoreactividad de la p53 en RTRs, asi como, en lesiones equivalentes
de individuos inmunocompetentes.

RTRs Ics valor Odds ratio
P (95% intervalo
NEGATIVO** | POSITIVO* | NEGATIVO** | POSITIVO* de confianza)
oD 4/22 18/22 6/10 4/10 0.03 6,75
(18%) (82%) (60%) (40%) : (0,98-53,4)
cE 1/7 6/7 6/10 4/10 0.13 9,0
(15%) (85%) (60%) (40%) 4 (0,55-30,0)
B 10/18 8/18 7/10 3/10 0.68 1,87
(56%) (44%) (70%) (30%) ! (0,28-13,4)

“Positivo: > 0 = 5% de las células tumorales exhiben una inmunoreactividad nuclear positiva
““Negativo: menos del 5% de las células tienen inmunoreactividad nuclear positiva
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Figura 18: imagen de la elevada positividad de una queratosis displasica de un RTR.
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1 - ESTUDIO DE LA INCIDENCIA DE LOS CARCINOMAS CUTANEOS EN LOS

TRASPLANTADOS RENALES Y DE SUS VARIABLES RELACIONADAS.

En las ultimas décadas se han publicado numerosos estudios, la mayoria de ellos
restrospectivos, donde se demuestra que los PROTSs tienen una elevada incidencia de
CCs (tabla 1). Sin embargo, hasta este momento no habia ninguna referencia de
estudios realizados en nuestra area y creemos que la extrapolaciéon de los resultados
obtenidos en dichos estudios a nuestra zona es compleja y probablemente errénea,
dados los rasgos distintivos de nuestra poblacion y la heterogeneidad de las diferentes

metodologias estadisticas utilizadas.

Las principales diferencias, entre nuestra poblacion y el resto de series publicadas,
estriban en unas condiciones ambientales y unos rasgos raciales diferentes. Asi, la gran
mayoria de los estudios realizados se centran en areas con latitudes mas altas que las
nuestras (Norte de Europa y Norte de América). Esta mayor latitud conlleva un nimero
menor de horas de sol anuales y unas bajas temperaturas, o que no propicia que la
poblacion realice actividades al aire libre y, sin duda, se refleja en una menor exposicion
solar. No obstante, existe algun trabajo realizado en Australia, un pais con una latitud
similar a la nuestra, pero dado que su poblacién presenta unas caracteristicas de
pigmentacion diferente, es factible que la incidencia de CCs en estos individuos también

pueda ser distinta.
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Por otra parte, la comparacion de los resultados de las diferentes series es dificil, ya que
tanto el modo de seguimiento de los pacientes como los métodos utilizados para los
calculos estadisticos no son uniformes. Al punto que la mayor parte de los estudios
realizados son retrospectivos y los datos estan extraidos de registros de tumores que,
en muchos casos, son incompletos o sélo son contabilizados los CEs. Légicamente, al
ignorarse la presencia del CB en estas series, los datos de incidencia de los CCs seran
mucho menores. Respecto a la metodologia estadistica empleada, llama la atencién la
gran diversidad de métodos estadisticos utilizados para expresar la incidencia o riesgo
de CCs en estos pacientes, algunos de ellos de cuestionable validez como el llamado

“periodo-prevalencia”.

Por estos motivos creimos pertinente la realizacion del presente estudio, objeto de esta
Tesis Doctoral, que ha sido realizado de forma prospectiva y pretende documentar la
incidencia de los CCs en los pacientes receptores de un trasplante renal en nuestra area

e investigar los posibles factores de riesgo asociados.

El aspecto mas destacable de los resultados obtenidos es la elevada y preocupante
incidencia de CCs observada en nuestros pacientes. Este resultado ya habia sido
intuido en nuestro primer estudio, limitado a la etapa precoz post-transplante, donde
pudimos observar una aparicién precoz de los CCs con una incidencia acumulada del
18% a los tres afios (Ferrandiz C y cols., 1995). En el actual trabajo, se ampli6 el

tiempo de seguimiento y el nimero de pacientes y, pudimos confirmar que esta
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elevada incidencia de CCs sigue creciendo de forma lineal hasta el final del estudio
(figura 9). Asi, a los 3 afos post-trasplante la incidencia acumulada fue del 13%, a los 6
anos se multiplicd por dos (27,5%), y a los 10 afos casi la mitad de los trasplantados
seguidos (48%) habian desarrollado algin CC. Ademas, muchos de estos pacientes

(58%) desarrollaron, posteriormente, otros CCs.

Si estos datos los contrastamos con las cifras de incidencia de otros estudios realizados
con una metodologia estadistica similar, nuestros resultados tan sélo son comparables a
los observados en Australia, donde se calculd una incidencia acumulada del 45% a los
11 afos (Bouwes Bavinck JN y cols., 1996), y difieren ampliamente con los publicados
en otros paises menos calidos. Entre estos Ultimos es interesante mencionar que en
Holanda se obtuvo una la incidencia de solo un 10% a los 10 afos del trasplante
(Hartevelt MM y cols., 1990); en Reino Unido se han referido incidencias para este
periodo de seguimiento que han oscilado entre el 6,7% (Gaya SBM y cols., 1995) y el
16% (Weeb My cols., 1997), mientras que los datos de incidencia obtenidos en
Alemania e Italia fueron de un 4,8% y 9,7% respectivamente (Behrend M y cols., 1997,
Naldi L y cols., 2000). La baja incidencia observada en paises como Italia es
sorprendente ya que su latitud se puede considerar similar a la nuestra. Creemos que la
diferencia puede estribar en que dicho estudio es retrospectivo y basado en los datos de
un registro de tumores, que puede no ser completo y que, ademas, la edad media de la
poblacidn de trasplantados italianos fue bastante mas baja que la de nuestros pacientes

(37 afos vs. 45 afnos). Esta diferencia de edad puede ser fundamental para valorar los
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resultados ya que, como comentaremos mas adelante, la edad en el momento del
trasplante ha demostrado ser uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo
de un CC. En este sentido, nosotros hemos calculado que por cada afio de aumento en
la edad del paciente en el momento de recibir el trasplante el riesgo de desarrollar un
CCs se multiplica por 1,06 (casi el doble en 10 afos), como ya sera comentado

posteriormente.

Tras estos resultados hemos intentado investigar los factores que han determinado la

incidencia de CCs en nuestro grupo.

En primer lugar, pensamos que el hecho de que nuestro estudio sea prospectivo, con
un seguimiento semestral de los pacientes, ha influido en que todas las lesiones hayan
sido detectadas y registradas de forma precoz, haciendo dificil que algun CC haya
escapado a la deteccion. Sin duda es muy probable que en otros trabajos realizados de
forma retrospectiva, sobre bases de datos de registros de tumores, algunos carcinomas
no se hayan registrado, o bien, lo hayan hecho mas tarde, cuando ya llevaban un

periodo de evolucién largo.

Por otra parte, las Unicas variables que han demostrado tener una influencia
significativa en el desarrollo de CCs han sido la edad en el momento del trasplante y la
exposicion solar ocupacional. Es posible que estos factores hayan sido fundamentales a

la hora de condicionar esta alta incidencia, ya que la edad media del grupo estudiado es
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mayor a la de otras series (tabla 1) y, ademas, se puede considerar, como ya
concretaremos mas adelante, que los individuos estudiados poseen una elevada
exposicion solar total (tanto recreacional como ocupacional).

Respecto a la edad, segln nuestros resultados calculamos que cada 10 afios que
aumenta la edad en el momento del trasplante, el riesgo de padecer un CC casi se
duplica (riesgo relativo / afio =1,06 y a los 10 afios 1,06'°=1,8). Otros autores como
Webb (Webb My cols., 1997), también destacan la importancia de esta variable,
calculando que la mitad de los pacientes que habian recibido un trasplante renal a partir
de los 60 anos desarrollaban al menos un CC en los primeros 12 afnos tras el trasplante,
mientras que sélo un 6% de los pacientes que habian recibido el trasplante entre los 18

y 40 afos desarrollaban un CC.

Es un hecho conocido que la exposicion a la RUV es el factor riesgo mas importante
para el CC en la poblacién general. Como ya fue comentado en la introduccion, el papel
que juega la RUV en la carcinogénesis cutanea de la poblacidon general es complejo
(Grossman D vy Leffel DJ., 1997). Por una parte actla como iniciadora del proceso
oncogénico, al inducir mutaciones genéticas que inactivan a la proteina p53, lo que
provoca un crecimiento celular descontrolado y, por otra parte, como promotora ya que

la inmunodepresion local que produce permite la progresion del tumor originado.

Nuestros resultados apoyan que la exposicion solar también parece ser fundamental en

el desarrollo del cancer cutaneo en el RTR. Dadas la caracteristicas de nuestra
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poblacidon, hemos considerado que la exposicidn solar recreacional puede ser
considerada elevada para todos los pacientes y, buscando algun factor diferencial
dentro de esta variable, hemos considerado la exposicidn solar ocupacional como rasgo
diferencial dentro del grupo estudiado (Boyle J y cols., 1984 y Shuttleworth D y cols.,
1989). Asi, hemos podido comprobar que los RTRs con una elevada exposicion solar
ocupacional tienen hasta 5 veces mas riesgo de CCs que los que tienen una baja
exposicion solar ocupacional (tabla 18) y, hemos calculado que la incidencia acumulada
en los RTRs con una elevada exposicidn solar ocupacional asciende a un 85,3%,
mientras que en los RTRs de baja exposicidn ésta solo llega a un 22% (figura 15). Por
otro lado, la gran mayoria de tumores (88%) aparecen en las zonas expuestas a la RUV
y, ademas, en un porcentaje importante de las lesiones malignas y premalignas de RTRs
se han detectado alteraciones en la expresion de la p53 sugestivas de ser provocadas
por la RUV (tabla 26). Todo ello nos confirma que la RUV puede ser uno de los
principales responsables, o quizas el factor mas importante, en la oncogénesis cutanea
de los PROTSs vy justificaria, al menos en parte, las diferencias existentes entre las
elevadas cifras de incidencia observadas en los paises con latitudes bajas y las mas

moderadas de los paises con latitudes altas.

Sin embargo, los mecanismos patogénicos por los que la RUV incide en la oncogénesis
cutanea de los PROTSs no estan aun aclarados. Se ha sugerido que en los PROTS los
efectos carcinogénicos de la RUV estan amplificados debido a la inmunosupresion

general provocada de forma yatrdgena. Sin embargo, en algunos estudios recientes, se
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apunta a la colaboracion de otros factores como es la infeccion por el VPH, de forma
similar a lo que ocurre en la EV, enfermedad con unas condiciones clinicas similares a la
de los PROTs. En concreto, se ha sugerido que algunas proteinas viricas (E6) pueden
tener la capacidad de inhibir la apoptosis inducida por la RUV mediante un mecanismo
p53-independiente (Jackson S y Storey A., 2000) y, por otra parte, también se ha
apuntado que la RUV puede actuar sobre una region reguladora de algunos tipos de

VPH a través de un mecanismo dependiente de la p53 (Purdie KJ y cols., 1999).

Desde los primeros articulos, donde se observé el aumento de incidencia de CCs en los
PROTSs, se planted si el agente inmunodepresor podria ser el responsable de la aparicion
de los CCs en los trasplantados. Estos farmacos generan en el paciente un estado de
inmunosupresion crénico que condiciona una situacion clinica donde la vigilancia
inmunoldgica y los mecanismos para erradicar las lesiones precancerosas estan dafiados
y, ademas, a algunos inmunosupresores se les habia atribuido la capacidad de provocar
mutaciones genéticas que pudieran evolucionar a un carcinoma (Berg D y Otley C.,
2002). Brevemente, si recapitulamos sobre los estudios realizados, observamos que en
las primeras series se atribuia a la azatioprina y a sus metabolitos una capacidad
mutagénica que favorecia la aparicion de los CCs (Lennard L y cols., 1985). Con la
introduccién de la ciclosporina, en los regimenes de inmunosupresion, se observo que la
incidencia de los CCs en los PROTs no disminuia (Bunney MH vy cols., 1990) y, en los
ultimos anos, con la introduccidon de otros nuevos inmunosupresores como el tacrolimus,

de momento, no se han encontrado diferencias significativas respecto a las pautas
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anteriores (Berg D y Otley C., 2002).

En nuestro estudio no hemos observado diferencias entre las diferentes pautas de
inmunosupresion usadas, lo que coincide con otros autores como Bouwes Bavinck y
Naldi (Bouwes Bavinck JN y cols., 1996 y Naldi L y cols., 2000) que apuntan que el
riesgo de CCs no se ve influido por el farmaco utilizado, sino por la intensidad vy el
tiempo de inmunosupresién. En esta misma direccién también podemos incluir los
resultados de los estudios de Jensen (Jensen vy cols .,1999) y Dantal (Dantal J y cols.,
1998). Concretamente, Jensen compara dos grupos de pacientes, unos tomaban dos
farmacos inmunosupresores (corticoides + ciclosporina 0 corticoides + azatioprina) y
otro con tres (corticoides + ciclosporina + azatioprina), demostrando que los pacientes
que recibian tres farmacos tenian un riesgo mayor, independientemente de la pauta
usada y, en otro estudio, Dantal compara dos grupos de pacientes, uno con dosis altas
y otro con dosis bajas de ciclosporina, sefialando que la incidencia de CCs fue
proporcional a la dosis del farmaco utilizada. De todas formas, es dificil establecer una
valoracion de la influencia del tipo de terapia inmunosupresora, ya que existen factores
individuales que condicionan que una misma dosis del farmaco inmunosupresor pueda

originar diferentes grados de inmunodepresion segun el individuo.

La duracion de la dialisis previa al trasplante y el sexo del paciente, no han mostrado
asociacion estadistica con el riesgo de desarrollar un CC. Sin embargo, al analizar por

separado el CE, si se ha manifestado una asociacion estadistica entre el sexo masculino
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y un mayor riesgo para desarrollar este tipo de cancer. Para algunos autores la mayor
predisposicion del hombre a padecer un CE podria deberse a que los estrégenos
femeninos ejercen una funcion protectora al estimular la produccion de melanina (Mc
Leod SD y cols., 1994), pero es posible que el mas frecuente desarrollo de actividades al

aire libre en la poblacién masculina haya contribuido.

Un aspecto que creemos merece consideracion es la ratio CB/CE obtenida en el grupo
analizado. En Espafia no existen estudios epidemioldgicos que valoren la incidencia del
CB y CE en la poblacién general, por lo que hemos tomado como referencia los datos de
otros autores que cifran esta proporcion en 4/1 (Silverberg E y Lubera J.,1986). En la
mayoria de estudios a largo plazo, se detecta una inversién en el cociente CB/CE en
pacientes trasplantados respecto al de la poblacion general (tabla 1) (Hartevelt M y
cols., 1990; Hardie IR y cols 1980; Gupta y cols., 1986). En nuestro primer estudio,
centrado en los tres primeros afios tras el trasplante, habiamos detectado un cociente
bastante similar al de la poblacién general (3,1/1) (Ferrandiz C y cols., 1995). En los
primeros anos del presente estudio, la tendencia ha sido similar a la anterior, sin
embargo el incremento mas rapido en la incidencia del CE, a partir de los 5 afios tras el
trasplante, ha comportado que al final del estudio la ratio CB/CE haya sido menos
favorable al CB (1,4/1), aunque no se ha llegado a invertir. Al analizar por separado el
comportamiento de cada tumor, hemos observado que el tiempo de latencia medio de
aparicion del primer CB ha sido casi un ano menor al del primer CE y, que al realizar las

curvas de incidencia acumulada en ambos tumores (figura 12), en el caso del CB el
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crecimiento es mas rapido en los primeros afios siguiendo posteriormente con una
progresion lineal, mientras que la incidencia de CE en los primeros afios es mas baja y a
continuacion sigue una tendencia exponencial, tal y como habia sido sugerido por Webb
(Webb My cols., 1997). Esto hace que, si se mantienen estas tendencias, es de esperar
que en los préximos afos los CE superen en numero a los CB, invirtiéndose
definitivamente el cociente entre ambos y llegando a resultados similares a los de otros
estudios con tiempos de seguimiento mas prolongados (Hartevelt M y cols., 1990;
Hardie IR y cols 1980; Gupta y cols., 1986). La explicacion a este fendmeno es dificil,
pero podemos especular que podria estar en relacion con el tiempo de
inmunosupresion necesario para desarrollar cada tipo de tumor, aunque también

pueden contribuir otros factores que a continuacién comentaremos.

Es interesante resenar que Naldi en Italia, otro pais del area mediterranea, publicd una
ratio CB/CE similar a la nuestra (Naldi L y cols., 2000). Esto nos lleva a plantearnos si
otros factores como el patrimonio genético de nuestra poblacién, los habitos de
exposicion solar y el fototipo, bastante similares en ambos paises, pueden haber influido
en el desarrollo de los diferentes tipos de carcinomas. Otra posible explicacion podria
hallarse en el disefio de nuestro estudio, realizado de forma prospectiva y con un
estrecho seguimiento de los pacientes. Légicamente esto conlleva que las QDs
detectadas fueron tratadas de forma precoz evitando de esta manera su posible
progresion a CEs. Las observaciones de algunos autores como Ramsay que encuentran

una asociacion entre el nimero de QDs de sus pacientes y la aparicion posterior de CE
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apoyarian a esta hipotesis (Ramsay HM y cols., 2000). Por otro lado, en algunos
estudios se extraen los datos de registros de tumores, donde frecuentemente el CB no
se refleja de forma constante, lo que también podria ayudar a explicar las diferencias de
nuestro estudio respecto a otros. Por ultimo, también cabe la posibilidad de que la
proporcion CB/CE en nuestra poblacién sea mayor de la que se ha tomado como

referencia y, por dicho motivo, sea mas dificil la inversion de dicho cociente.

En otro ambito, merece la pena ser subrayada la total ausencia de complicaciones
secundarias a los tumores aparecidos en nuestros pacientes. Numerosos estudios
refieren que los CCs de los PROTSs tienen un curso mas agresivo, crecen mas rapido y
con frecuencia recidivan localmente tras su exéresis, pudiendo llegar a provocar
metastasis a distancia con cierta frecuencia (Ong CS y cols., 1999). Asi, en algunas
series largas se ha determinado que entre un 8-11,7% de los pacientes con CEs
desarrollaban metastasis, y que hasta un 3% de estos pacientes morian a consecuencia
de ellas (Barret WL y cols, 1993). La explicacidon a nuestros resultados creemos que
podria radicar en las caracteristicas de este estudio, realizado de forma prospectiva,
con una cercana supervision de nuestros pacientes (revisiones semestrales, e incluso en
los pacientes con tumores multiples, estas revisiones se realizaron cada 2-4 meses) lo
que ha permitido detectar los tumores en fases muy iniciales, reduciendo de este modo,
las posibles complicaciones. Solo un paciente desarrolld metastasis de un CE aparecido

a los 12 afos del trasplante, cuando el estudio ya habia sido cerrado.
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En este punto creemos que es necesario subrayar la importancia de la practica de las
revisiones periddicas por el dermatdlogo. La realizacion de la visita periddica al paciente
trasplantado ejerce una funcion mdltiple. En primer lugar, sirven para concienciar y
educar al paciente, frecuentemente mas preocupado por otras posibles complicaciones
de su enfermedad, sobre el riesgo y la importancia de la aparicion de un CCy la
posibilidad de disminuir este riesgo mediante la utilizacion de medidas de proteccidn
contra la radiacion solar. Desde el punto de vista de la prevencion, debemos tener en
cuenta que el principal factor etioldgico y sobre el que mas podemos actuar es la
exposicion solar. Algunos estudios han demostrado que la mayoria de los trasplantados
desconocen el peligro de la exposicion solar o no saben como protegerse (Seukeran DC
y cols., 1998). En los manuales de consejos editados para los PROTs por asociaciones
de enfermos trasplantados e, incluso, en los publicados por la Organizacidon Nacional de
Trasplantes, no existe ninguna referencia al riesgo de CC ni a las medidas de proteccion
solar que se pueden realizar para prevenirlo
(http//www.donacion.organos.ua.es/ont/index.html). Esto apoya la necesidad de la
realizacion de una concienciacion del colectivo de PROTs mediante la promocion de
campanas de educacion del paciente trasplantado en las medidas de proteccidn solar y
en el uso de cremas fotoprotectoras. Esta formacidn deberia iniciarse ya en el periodo

pre-trasplante y recordarse durante las visitas periddicas posteriores.

En estas visitas, ademas de informar al paciente sobre las medidas de proteccidn solar,

se le debe aleccionar sobre la realizacion de la autoexploracion de su piel y animarlo a
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que consulte ante cualquier lesidon sospechosa de reciente aparicion, dada la mejora
significativa en el prondstico que condiciona el diagnostico precoz. Con todo, dado que,
frecuentemente, en los inmunodeprimidos las manifestaciones clinicas de las lesiones
cutaneas son atipicas, es importante la valoracion por el dermatdlogo que tiene la
posibilidad de detectar de forma precoz una lesidn maligna o premaligna que podria
haber pasado desapercibida, o bien, minusvalorada o desdefada por el paciente, e

incluso, por un facultativo no especialista en Dermatologia.

En estas revisiones se recomienda explorar todo el tegumento cutaneo, incluidos los
genitales, porque a pesar de que la gran mayoria de las lesiones se localizan en las
areas expuestas, es frecuente que el paciente ignore la presencia de algunas lesiones en
las zonas no expuestas (Ramsay HMy cols., 2000). Por otra parte, teniendo en cuenta
que el riesgo de CCs aumenta con el tiempo de inmunodepresion es recomendable que
estas revisiones se realicen durante todo el tiempo post-trasplante (Lindel6f B y cols.,

2000).

Hasta ahora no ha sido fijada la frecuencia con que deberian realizarse estos controles.
Nosotros, sobre la base de todas las consideraciones anteriores y dado que los
principales factores de riesgo demostrado son la edad en el momento del trasplante
renal y la elevada exposicidon solar ocupacional, proponemos unas pautas de visitas

disefiadas segun estas dos variables (tabla 27).

117



Discusion

Tabla 27: Calendario de seguimiento dermatoldgico propuesto para los RTRs segun sus
factores de riesgo.

CARACTERISTICAS DEL PACIENTE

- FRECUENCIA
EDAD EXPOSICION SOLAR ANTECEDENTES REVISIONES
OCUPACIONAL ALTA DE CC

<40 B - Anual

<40 + - 6 meses

=40 +/- + 2-4-6 meses*
40-60 - - 6 meses
40-60 + - 4-6 meses
40-60 +/- + 2-4-6 meses*

=60 +/- - 4-6 meses

>60 +/- + 2-4-6 meses*

* dependiendo del nUmero de tumores desarrollados
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2. INFECCION POR EL VPH EN LOS RECEPTORES DE UN TRASPLANTE RENAL

Como hemos podido comprobar en nuestro estudio, los pacientes RTRs presentan, por
un lado, una elevada incidencia de CCs 'y, por otro, una elevada incidencia de verrugas
viricas. Si bien estos dos eventos podrian deberse a la inmunodepresién cronica a la
que estos pacientes estan sometidos, algunas observaciones han sugerido la existencia
de una relacion etioldgica entre ambos procesos, apoyando la teoria de que la infeccion
por el VPH podria ser la causante, o bien, uno de los cofactores implicados en el
desarrollo de CCs de los PROT. Las hipdtesis o teorias que han relacionado al VPH con
el desarrollo de los CCs en el PROT se basan en hallazgos clinicos o bioldgicos, como
son la frecuente coexistencia de ambos procesos en un mismo paciente, la evidencia
de signos histoldgicos de infeccidn viral en algunos carcinomas vy, por ultimo, la
deteccion de secuencias de ADN de algunos de los tipos del VPH en los CC. Los tipos de
VPH que han sido detectados con una mayor frecuencia en los PROTs son los tipos
relacionados con la EV, una situacion clinica bastante semejante a la del trasplantado

(De Jong-Tieben LM y cols., 1995).

En nuestro estudio hemos investigado la presencia del VPH en las lesiones de los RTRs
desde varias perspectivas. En primer lugar, desde el punto de vista clinico hemos
analizado la incidencia de verrugas viricas, sus caracteristicas clinicas y los factores de
riesgo para su desarrollo. Por otro lado, mediante estudios de biologia molecular hemos

intentado detectar la presencia del VPH e identificar a los posibles tipos responsables de
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la infeccidn en las verrugas viricas, en los CCs y en las QDs de los RTRs comparandola
con lesiones similares de inmunocompetentes. Y por Ultimo, conociendo que algunas
proteinas viricas (E6) de algunos tipos de VPH son capaces de acelerar el metabolismo
de la proteina supresora tumoral p53, hemos estudiado la expresion
inmunohistoquimica de dicha proteina en las lesiones de RTRs y de

inmunocompetentes.

De los resultados obtenidos, cabe destacar que la frecuencia de verrugas viricas en
nuestros pacientes fue elevada (incidencia acumulada a los 10 afos 62%). Es
interesante comentar que la curva de incidencia refleja un rapido crecimiento en los
primeros anos tras el trasplante y posteriormente se aplana (figura 14). Se podria
especular que este fendmeno puede ser debido a que en los pacientes trasplantados
gue adquieren o presentan una infeccion latente por el VPH durante su periodo de
didlisis, al iniciar la inmunosupresion se establece una situacion de tolerancia que
favorece el rapido crecimiento de la lesién. En este sentido, algunos autores habian
relacionado el tiempo de dialisis previo al trasplante con la aparicidén de verrugas,
considerando que hay un cierto grado de inmunosupresion durante este periodo a lo
que hay que afadir el elevado grado de instrumentalizacidon del paciente que podria

favorecer el contagio del virus.

De todos los factores de riesgo estudiados, sodlo el sexo masculino ha demostrado

estar relacionado con la incidencia de verrugas. A pesar de que la mayoria de verrugas
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se localizaron en zonas expuestas no fue posible demostrar una asociacion estadistica

con la exposicién solar ocupacional.

Es dificil valorar el significado de la asociacién epidemioldgica existente entre la
presencia de verrugas viricas y el ulterior desarrollo de CCs. En nuestros pacientes hubo
una mayor prevalencia de verrugas en el grupo con CCs, sin embargo esto no puede
considerarse suficiente como para atribuir una relacién etioldgica entre ambos procesos.
Para ello seria necesario demostrar que la infeccidn por el VPH era previa al desarrollo
del CC, como ocurre en la EV y, ademas, aclarar los mecanismos moleculares mediante
los cuales los tipos cutaneos del VPH son capaces de provocar la degeneracion
neoplasica, tal y como se ha demostrado en los carcinomas de mucosas. La simple
asociacion epidemioldgica de ambos procesos podria explicarse, sencillamente, porque
estos pacientes podrian tener un mayor grado de inmunodepresion que favoreciera la

aparicién de ambas complicaciones.

Nuestro siguiente objetivo fue detectar el VPH e identificar los tipos de VPH presentes
en las lesiones cutaneas de los RTRs y comparar los resultados obtenidos con una
muestra de lesiones similares de individuos inmunocompetentes. Sin embargo los
resultados obtenidos fueron bastante insatisfactorios. En el caso de las verrugas viricas,
tanto de inmunocompetentes como de RTRs, donde era esperable un elevado grado de
positividad, hemos encontrado la presencia del VPH en sdlo un 42% de las lesiones

analizadas. Si comparamos estos resultados con los de otros estudios realizados con
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técnicas similares observamos que el nimero de positividades es muy inferior a lo

publicado (Rlibber Ay cols., 1993).

Los resultados de los estudios de biologia molecular que han intentado la demostracién
del ADN del VPH en los CCs de los PROTs han sido muy dispares vy, a veces,
contradictorios (tablas 6 a 10). Sin embargo, a grandes rasgos se puede decir que en
los Ultimos afios, la mayoria de estudios describen una positividad del VPH en los CCs
que oscila entre un 60-90% de los casos, aunque los tipos encontrados son muy
heterogéneos. En nuestro estudio no hemos conseguido detectar una presencia
significativa del VPH en las lesiones malignas y premalignas analizadas. A pesar de que
estos resultados estan en consonancia con lo ya observado por algunos autores (Smith
SA 'y cols., 1991 y McGregor JN y cols., 1994), la baja sensibilidad de la técnica

empleada no nos permite realizar conclusiones definitivas.

Al analizar nuestros resultados, creemos que la baja sensibilidad de la técnica que
hemos utilizado es el fruto de varios factores. En primer lugar, el disefio del primer
probablemente era demasiado grande para detectar ADN en tejido parafinado vy,
ademas, al intentar abarcar un rango amplio de tipos de VPH se introdujeron bases
degeneradas que aumentaban las posibilidades de complementariedad pero
disminuyendo de forma proporcional la afinidad (Greer CE y cols., 1991). Es por ello
que en los ultimos estudios, se recomienda la utilizacién de una bateria de primers

(hasta 16 diferentes) donde cada par cubrird unos grupos de tipos de VPH (Harwoord

122



Discusion

CAy cols., 1998). Otro factor probablemente implicado fue el tiempo de almacenaje
de las muestras, ya que las biopsias de las lesiones de trasplantados se habian
recogido a lo largo de todo el estudio, por lo que, légicamente, en el momento de
realizar la deteccion del VPH las primeras muestras ya llevaban un tiempo
almacenadas, mientras que las biopsias de los inmunocompetentes se recogieron
todas al final y, al parecer, la sensibilidad de las técnicas de PCR se puede ver
afectada por el tiempo de almacenaje de los tejidos en parafina (Greer CE y cols.,
1991). Esto podria explicar la mayor positividad detectada en las verrugas de

inmunocompetentes respecto a las de RTRs.

En estos momentos, estas muestras estan siendo analizadas de nuevo mediante otra
técnica de PCR, con unos nuevos primers disenados para los grupos A y B del VPH.
Se utiliza una PCR con una combinacién de 9 primers diferentes. Los primers
(biotinados) se dirigen a una regién corta del ADN (72 pb) de L1 que permite, a pesar
de su tamano, el disefio de sondas tipo-especificas para su identificacion posterior
mediante hibridacion (Reverse Line Blotting). La deteccidn de los casos positivos se
realiza con enzimoinmunoensayo (ELISA) con sondas genéricas marcadas con
digoxigenina, lo que aumenta de forma sustancial la sensibilidad. La optimizacion de
esta nueva técnica se efectud con plamidos pHPV 5, 8, 21, 50 y se ha demostrado
una sensibilidad de 10 fg que corresponde a 1000 copias de VPH. Con esta nueva
técnica estamos obteniendo unos esperanzadores resultados preliminares, ya que de

momento el 76% de las lesiones testadas (lesiones malignas y premalignas) son
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positivas para los grupos estudiados.

Por otro lado, sefialar que en las muestras positivas nos sorprendioé que junto a tipos
del VPH ya conocidos se detectaron otros tipos de VPH con patrones no definidos.
Estos casos fueron mas frecuentes en los trasplantados, lo que nos hizo especular
sobre la posibilidad de la existencia de nuevos tipos o subtipos de VPH con elevada
afinidad por los pacientes inmunodeprimidos. Tras la secuenciacion del ADN
amplificado en estos casos, pudimos comprobar que estos tipos se correspondian, en
su mayoria, con el VPH-57 y sus variantes. El VPH-57 estaba, clasicamente,
considerado como un tipo asociado a la infeccidon en las mucosas, sin embargo
algunos estudios recientes (Riibber Ay cols., 1993, Chan SY y cols., 1997 y de
Villiers EM y cols., 1997) apuntan a la posibilidad de que también pueda provocar
infecciones cutaneas, incluso de forma bastante frecuente, lo que concuerda con lo
que nosotros hemos observado. La observacion de estos tipos en las lesiones de
nuestros pacientes, tanto RTRs como de inmunocompetentes, refuerza la idea de
que las infecciones por estos tipos son mas frecuentes de lo referido en la literatura.
Los tipos 2, 27 y 57 pertenecen a un mismo grupo, existiendo una elevada homologia
(81%) entre los tipos 57 y 2. Esto hace probable que en los primeros estudios
epidemiologicos del VPH, realizados mediante técnicas de hibridacion, algunas
infecciones provocadas por el VPH-57 fueran atribuidas con anterioridad al VPH-2.
Por ultimo, creemos interesante comentar que no hemos detectado tipos

relacionados con la EV ni mucosostropos ni lesiones con infeccion por mdltiples tipos de
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VPH, a diferencia de otros autores. No sabemos si esto puede ser debido a problemas
en nuestra técnica, o bien a diferencias en la distribucién geografica de los tipos de

VPH.

En sintesis, por el momento no se conoce el papel exacto que juega el VPH en el
desarrollo de CCs de inmunodeprimidos. En las lesiones de estos pacientes han sido
detectados un amplio espectro de tipos de VPH (epidermotropos y mucosotropos)
con una mayor o menor prevalencia dependiendo de las técnicas usadas, pero
también se ha detectado el virus en la piel normal (Boxman ILA y cols., 2000,
Antonsson A y cols., 2000). Si realmente el VPH esta involucrado en el desarrollo de
CCs de estos pacientes seguramente actla a través de mecanismos oncogénicos
distintos a los tipos de VPH que causan el cancer cervical. Estudios recientes sugieren
gue interviene interaccionando en los procesos de proliferacion y diferenciacion de los
queratinocitos, asi como, alterando el control de la apoptosis (Jackson S y Storey A.,
2002, Boxman ILA y cols., 2001). A pesar de que varios grupos estan trabajando en
este campo, quedan muchas incégnitas sobre la posible participacion de este virus
en la carcinogénesis cutanea y sobre los mecanismo involucrados que,
probablemente, son diversos y complejos (Leigh IM y cols., 1999, Harwood CA y

cols., 1999 y 2002).
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3.- ESTUDIO DE LA EXPRESION INMUNOHISTOQUIMICA DE LA PROTEINA

P53 EN LAS LESIONES CUTANEAS DE RTRs

Las mutaciones en el gen p53 se han asociado a un gran nimero de canceres humanos,
entre los que se encuentran los carcinomas cutaneos (Basset-Séguin N y cols., 1994).
Estas mutaciones, en muchos casos, se traducen en la produccidon de una proteina con
una vida media mayor que la proteina natural pero sin capacidad para su funcion como
supresora tumoral. Este aumento de vida media nos permite su deteccién por medio de
técnicas de inmunohistoquimica. Y a pesar de que existen otras situaciones, aparte de
las mutaciones, que pueden dar lugar a una sobreexpresion de la proteina se considera
que existe una importante correlacion entre el grado de expresion de la proteina y la
presencia de mutaciones determinadas por secuenciacion y otros métodos (Gannon JV y

cols., 1990).

Desde este punto de vista, numerosos autores han estudiado la expresion
inmunohistoquimica de la proteina p53 en los CCs de la poblacion normal (Gusterson BA
y cols., 1991, McGregor JM y cols., 1992, Ro YS y cols., 1992) y de algunos grupos de
pacientes con un mayor riesgo para desarrollar CC, como son los PROTs (Khorshid SM y
cols., 1996 ; McGregor JM y cols., 1994, Stark LA y cols., 1994; Gibson GE y cols.,
1997). Los resultados de unos y otros se han de evaluar y comparar con cautela ya que

varian segun las series, las técnicas empleadas y los anticuerpos usados.
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Al contrario de lo descrito por otros autores (tabla 11), en nuestro estudio hemos
observado que existe una mayor expresion de la p53 en las muestras de RTRs respecto
a las de inmunocompetentes, aunque soélo en las lesiones premalignas esta diferencia
alcanza un grado estadisticamente significativo (tabla 26). Este Ultimo punto nos parece
interesante, ya que si en las lesiones premalignas de RTRs hay una mayor expresion de
la p53, aceptando que la alteracién funcional de dicha proteina representa un paso
importante en la progresion maligna, esto indicaria una progresion mas facil de las
lesiones premalignas a malignas en los RTRs que en los inmunocompetentes, lo que
podria ser una de las explicaciones a la elevada incidencia de CCs presente en estos

pacientes.

La elevada expresion de la proteina en los CE de los RTRs es bastante similar a lo
referido por otros autores como Stark (Stark LA y cols., 1994) y Gibson (Gibson GE y
cols., 1997) y diferente a los resultados de Khorshid, que sélo encuentra positivos en el
21% de los CEs de trasplantados (Khorshid SM y cols., 1996). La explicacion a las
diferencias observadas con este autor podria estribar en el tiempo de evolucién de las
lesiones analizadas. Dado el disefio de nuestro estudio, las lesiones eran de corta
evolucidn clinica, menos de 6 meses, mientras que Khorshid utilizaba tejidos de
pacientes con mas de 3 afos tras el trasplante. (Khorshid SM y cols., 1996). Se ha
observado que en los CEs la expresion inmunohistoquimica es mucho mas elevada en
las zonas de displasia epidérmica superficial y en las zonas no invasivas, pero esta

expresion se pierde en las zonas donde el CE se vuelve invasivo. Este evento puede ser
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secundario a que en las zonas mas agresivas de los carcinomas se producen
delecciones cromosdmicas, que pueden afectar al brazo 17p, aboliéndose por completo

la expresion del gen p53.

Tanto Gibson (Gibson GE y cols., 1997) como nosotros, coincidimos en la observacion
de una mayor expresion de la p53 en las lesiones premalignas de RTRs que en las
malignas. Aunque esto se podria explicar por el mecanismo anteriormente mencionado,
creemos que la observacién de una sobreexpresion de la p53 en las etapas precoces de
la carcinogénesis, es decir, en las lesiones premalignas, podria sugerir que el defecto
en el papel de la p53 actuaria sobre las etapas mas tempranas de la carcinogénesis mas
que en la progresiéon tumoral. Por otro lado, la observacién de una mayor expresion
detectada en zonas de epidermis perilesional, con aspecto totalmente normal (Gibson
GE y cols., 1997), podria también indicar que se trata de una respuesta bioldgica normal
de la proteina natural, que se acumula en mayor grado en respuesta al elevado grado

de errores en el ADN, probablemente inducida por la RUV.

En otro ambito, hay autores que han implicado al VPH en el desarrollo de los CCs de
los PROTs (Wang XW y Harris CC.,1997 y Barr BB y cols 1989) y se ha demostrado que
algunos serotipos de este virus, concretamente el VPH-16, tienen una capacidad
oncogénica mediada por la proteina E6 que interacciona con la p53. Esta unién provoca
la rapida degradacién de la proteina, lo que hace que en los carcinomas derivados de la

infeccidn por este virus la proteina sea practicamente indetectable mediante las técnicas
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de inmunohistoquimica. Como ya ha sido comentado en el apartado anterior, no hemos
sido capaces de detectar ADN del VPH en los tumores de los RTRs. Por otra parte,
hemos observado una sobreexpresion de la p53 en los CCs de RTRs, lo que parece
oponerse a las teorias que relacionaban a este virus con la carcinogénesis cutanea.
Aunque la baja sensibilidad de la técnica de deteccidon del VPH no nos permite descartar
la presencia del virus, en el caso de que este estuviera presente, el mecanismo

oncogénico parece diferir de lo descrito en los carcinomas de mucosas.

Recapitulando, si tenemos en cuenta que, desde el punto de vista clinico, la exposicion
solar fue el factor de riesgo fundamental en el desarrollo de CCs de nuestros pacientes
y, por otra parte, conociendo la capacidad de esta para producir mutaciones en el gen
p53, que generan una proteina andmala, con un tiempo de vida mayor pero sin
actividad reparadora, se podria sugerir que la RUV podria ser, mas que la interaccion de
la proteina p53 con proteinas viricas, el factor bioldgico fundamental en la

carcinogénesis cutanea de los trasplantados.
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Detallamos a continuacion las conclusiones alcanzadas en relacion con los objetivos

inicialmente fijados:

1. La incidencia de carcinomas cutaneos en los receptores de un trasplante renal de
nuestro medio es la mas alta de los paises de Europa y equiparable a la
observada en Australia. El hecho de que la incidencia acumulada a los 10 afios
sea del 48% y que un numero considerable de pacientes desarrollen multiples
carcinomas es muy preocupante y justifica que el control dermatoldgico,
realizado por un facultativo especialista, no debe faltar en los protocolos de

seguimiento de los pacientes receptores de un trasplante.

2. Los factores de riesgo fundamentales en el desarrollo de los carcinomas cutaneos
de los trasplantados son la edad del paciente en el momento del trasplante y la
elevada exposicion solar laboral, lo que justifica una intensa educacion sanitaria

dirigida a las medidas de proteccién solar.

3. La proteina p53 tiene una elevada expresion inmunohistoquimica en las lesiones
malignas y premalignas de los trasplantados renales en comparacion con las
mismas lesiones de la poblacion inmunocompetente. Su presencia en las lesiones
premalignas indica que la anomalia de esta proteina es un hecho precoz en el

proceso de la carcinogénesis.

La mayor expresion de inmunohistoquimica de la p53 en la queratosis displasicas
de los trasplantados renales que en las queratosis actinicas de la poblacién
inmunocompetente podria estar en relacion con una mas facil transformacion de
estas lesiones en carcinomas invasivos, lo que ayudaria a explicar el que

numerosos pacientes desarrollen varios carcinomas.
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4. La infeccidn por el virus del papiloma humano no parece intervenir, de manera
definitiva, en el desarrollo de los carcinomas cutaneos de los trasplantados,
aunque la baja sensibilidad demostrada por la técnica que hemos utilizado no
nos permite establecer una conclusion definitiva a este respecto. El desarrollo de
una nueva técnica, que actualmente estamos utilizando, mucho mas sensible y
centrada en los tipos de VPH con reconocido potencial oncogénico, permitira

aclarar, en un futuro préximo, este punto.
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Ademas, durante la realizacién de esta Tesis Doctoral, se realizaron otras observaciones
que han permitido llegar a conclusiones adicionales que no habian sido planteadas en

los objetivos iniciales y que se detallan a continuacion:

1. El diagnostico precoz ha sido fundamental en el buen prondstico de los carcinomas
cutaneos diagnosticados en nuestro estudio en comparacion con los de otros paises.
Esto nos confirma el valor de la realizacidn periddica de revisiones cutaneas por el

dermatologo.

2. En nuestros pacientes no hemos observado la clara inversion en el cociente CB/CE
descrita en otras series. Desconocemos si esta diferencia es atribuible al tiempo de
seguimiento, al tratamiento precoz de lesiones precancerosas realizado durante el
estudio, o bien, a otros factores como el patrimonio genético, los habitos de

exposicion solar y el fototipo de nuestra poblacion.

3. Laincidencia de verrugas viricas en los trasplantados renales es elevada. La
incidencia de nuevos casos crece de forma rapida en los primeros 5 afios post-
trasplante para luego estabilizarse. A excepcidn del sexo, no se ha detectado un

factor de riesgo asociado a su aparicion.

4. En las verrugas con PCR positiva los tipos detectados predominantemente son los
habitualmente descritos en la poblacién normal (1,2,4,10,27). No obstante, en un
porcentaje significativo de las verrugas comunes de los trasplantados renales y en
las de algunos inmunocompetentes, hemos detectado la presencia de los tipos VPH-
57 y VPH-57b, considerados, hasta el momento, como poco frecuentes y
mucosotropos. El VPH 57 presenta una elevada homologia con otros tipos mas
conocidos como el VPH-2 y el VPH-27, por lo que es probable que en estudios
realizados con técnicas de hibridaciéon hubiera reacciones cruzadas e infecciones

provocadas por el VPH-57 se atribuyeran al VPH-2.
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5. Al contrario de otras series, no hemos detectado infecciones mdltiples ni infecciones
con tipos del VPH relacionados con la epidermodisplasia verruciforme, aunque estos

resultados pueden estar sesgados por el disefio del primer utilizado.

6. La baja sensibilidad obtenida por la técnica que hemos utilizado junto con la
observacién de tipos considerados como poco frecuentes sugieren que seria
necesario realizar estudios epidemioldgicos mas amplios, con un nimero mayor de
casos y una combinacion de primers adecuada, para establecer cuales son los tipos
de VPH mas frecuentes, tanto en la poblacion general como en los

inmunodeprimidos, en nuestro medio.
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