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RESUMEN:

La etiologia viral del carcinoma cérvico—uterino ha sido sospechada con sobrada razén por
muchos autores y desde hace varios afios. En el presente trabajo los virus del papiloma humano
(HPV) son los protagonistas de este escenario cuyos actores son multlplcs los danos celulares poli-
morfos y las displasias (lesiones pre—malignas o potencialmente malignas), que las acomipanan,
muy frecuentes: :

La fisonomia peculiat expresada por las células cervicales lesionadas por el HPV, fuc la guia
que nos impulsd a agruparlas en tres categorias: I,T1, 111, La larga y meticulosa observacion a través
de dos décadas nos hizo conocer que las displasias asociadas a los grupos 11 y ItI son proclives a la

transformacion carcinomatosa.

He aqui el nacimiento de nuestra inquictud en torno a la preparacién de una vacuna contra

estos dos Gltimos grupos.

La alta tasa de éxitos terapéuticos (9 0/0) obtenidos en 66 displasias asociadas a esta virosis,
nos sugiere una valiosa alternativa en la prevencion del carcinoma del cérvix uterino {Revista

- F.CM., 13 (3-4),67 1988).

Los virus del papiloma humano son agen-
tes de gran pluralidad y diversidad; se han men-
cionado decenas de variedades o tipos: 6, 11,
16, 18, 31, 33, 35, 36, 42, 44, 45, tipos que ac-
tualmente llegan a 46 de HPV (1).

En este articulo nos referiremos exclu-
sivamente al HPV que tiene afinidad por la es-
fera genital, particularmente el cervix uterino.

Harold Zur Hausen (2) reconoce que los
tipos 6 y 11 se asocian a los condilomas acumi-
nados (600/0); el tipo 16 afecta al cervix y estd
asociado a atipias celulares, displasias y carcino-
ma in situ (CIS) (500/0); el tipo 18 acompana a
carcinomas cervicouterinos avanzados inclu-
yendo las metistasis (200/0).

Yunko Saito, Masuo Intsudo y otros (3)
descubren que el HPV 16 y 18 ocasionan el
CIS en el 480/0 y las displasias en el 530/0.

Yoshikawa et al. (4), valiéndose de téc-
nicas modernas (hibridacion del DNA) descu-
bren que en 56 pacientes portadoras de una in-
feccibn HPV asociada al carcinoma cervicouteri-
no, 18 casos corresponden al tipo 16 y 2 casos
al tipo 18. Ademds, la incidencia de estos tipos
virales varia con la edad, estructura histologica,
distribucion geogrifica, etc.

Todo estos hallazgos nos hacen pensar
que estos tipos de virus, 16 y 18 especialmente,
estin implicados en su accidon carcinogénica.
Como es de suponer, también existen infeccio-
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nes virales simultineas con relativa frecuencia.

De otra parte los HPV cervicales, por
caracteres inherentes a su biologia, no son cul-
‘tivables (5, 6),
dificil su identificacion y mds enigmdtico su
comportamiento biologico.

Por el contrario, la literatura de estos
afios nos revela con asombrosa minuciosidad los
rasgos morfologicos histopatologicos causados
pot ¢l HPV, exponiendo de esta forma-valibosos

caracteristicas que hace' mis
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pardmetros para ¢l diagnostico de esta virosis

(7, 8).

Richard Reid et al., (8) estudian las for-

“mas subclinicas de présentacion del HPV, y
“icon. sorpresa para el lector, aseguran que en el

900/0 de las neoplasias cervicales hay evidencia
histolbgica.del concurso del HPV.
Las células del epitelio cervical, una vez

-lesionadas por el HPV, no solamente expresan

su dafio estructural sino que sus antigenos ope-

Tabla 1.— Displasis e infeccién por HPV. Cardcteres Citomorfolégicos

Grupo |
Cuadro Citologico Koilocitico

1. Posee como elemento fundamental la “‘célula koilocitica”, con los caricteres conocidos:

2. Muy amplio halo perinuclear, gran transparencia que contrasta con la oscuridad del nicleo
displésicov '

3. Existe marginacion citoplasmdtica con bordes definidos. El c1toplasma puede ser cianéfilo,

acidofilo o anfofilo.
Nacleos dobles o simples.

4. Cromatina generalmente granular o grumosa.
5. Las células koilociticas son exclusivas o casi exclusivas en el extendido celular.
6. REGRESAN A LA NORMALIDAD APROXIMADAMENTE EN EL'95 o/o DE L.OS CASOS
Grupo 11
Cuadro Citolégico Condilomatoso -
1. Este cuadro citologico displisico es rico en por menores: halo permuclear estrecho y muy
“claro.
2. Nucleos de bordes irregulares, a veces retraidos, picndfticos o carioréxicos, bi"¢ muiltinu-
cleados.
3. Cromatina generalmente granular o grumosa.
4.  Placas disqueratosicas y queratocitos.
5. PROGRESAN A LESIONES MAS GRAVES EN APROXIMADAMBNTF EL 75 o/o DE
LOS CASOS.
Grupo I}
Cuadro Citelogico Condilomatoide
1. Poseen los caracteres del grupo II pero solo esbozados.
Halos muy estrechos y brillantes, perinucleares.
2. “Recortes citoplasméticos” alrededor del citoplasma o en interior del mismo; parecen vacuo-

las, pero la claridad de éstas es impactante.

3. PROGRESAN A LESIONES MAS GRAVES APROXIMADAMENTE EL 75 o/o DE LOS

CASOS.
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ran ya sea proporcionando una mayor resisten-
cia al huésped, frente al agresor o ya sea indu-
ciendo una accibn carcinogénica irreversible;
justamente, el destino que toma el tejido lesio-
nado, en dos sentidos, regresion o progresion,
fue un elemento de juicio inspirador en la plani-
ficacidn de este trabajo.

Nuestra experiencia sobre el HPV se ini-
cid en 1967 (en el Instituto del Cincer de
Quito). Las células del epitelio cervical infec-
tadas por ¢l virus, se asociaban a las displasias
en el 750/0 de los casos.

Inicialmente . solo conocfamos como
manifestacion viral rele\}ante, la células koilo-
citica, elemento. portador de un muy amplio
halo perinucleat, de gran transparencia citoplas-
midrtica que contrastaba con la oscuridad del na-
cleo displésicoi; se trata de la “displasia koiloct-
tica”, lesidn que’es revesible en forma esponté-
nea en ¢l 950/0 de los casos; los hallazgos han
sido publicados por nosotros en varias ocasiones
(9, 10, 11, 12, 13, 14). Estas células corres-
ponden al Grupo I de la tabla 1. Fig. 1.

Posteriormente nos percatamos que junto
al cuadro citologico anterior, habia otro cuadro
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displasico caracterizado por presentar células
con halo perinuclear muy estrecho y translici-
do, placas disqueratdsicas, etc, y que progre-
saban a lesiones mas graves y>al carcinoma €n
el 750/0, de los casos. Son las displasias condilo-
matosas del.grupo I de la tabla 1 y Fig. 2.

Finalmente afiadimos un tercer cuadro
citologico que posee las. caracteristicas ddi
cuadro citologico anterior pero solo esbozadas,
destacindose en éste, células que han perdido
fragmentos periféricos del citoplasma, o vacios
¢n el interior del mismo en forma de vacuolas,

" pero que se distinguen por la gran transparencia

y nitidez de sus bordes. A este dano citologico
lo llamamos arbitrariamente ‘“‘recortes citoplas-
maéticos”. Corresponden al grupo 111 de la tabl:
1y Fig. 3.

Este tercer grupo tiene una cvolucion
similar al anterior, progresion en el 750/0 de los
casos y, usualmente pasa désapercibido para el
histopatodlogo y colposcopista., '

Insistimos en que estas agrupaciones Cito-
morfologicas (1, H, HI), son corcordantes con
nuestro criterio muy particular que sc ajusta al
objetivo de este. articulo: preparar una vacuna

Fig. 1.— Cuadro citolbgico constituido por células koilociticas; halos muy
emplios y transparentes; la claridad de los citoplasmas conitrasta con la oscu-
ridad de los nitcleos.
HE. x 250
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Fig. 2.— Cuadro citolégico constituido por células condilomatosas; halos peri-
nucleares estrechos y muy claros que contrastan con la oscuridad de sus ni-
cleos displasicos. ‘
Pertenece al grupo I de nuestra clasificacion.

HE. x 250

Fig. 3.— Cuadro citolégico condilomatoide. Se caracteriza por presentar la
morfologia del grupo II, pero esbozada; halos perinucleares claros y muy es-
trechos, “‘recortes citoplasméticos” (flecha). '
HE. x 250
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con el material tipo 11y I1I para aniquilar inmu
noldgicamente a las displasias que con éste se
asocian.

MATERIALES Y METODOS

Aprovechamos el estudio de 120,705
citologias vaginales realizadas desde ¢l mes de
encro de 1983 a diciembre de 1986, pertene-
cientes al Instituto del Cancer,

Son pacientes que provienen de diferen-
tes Centros de Rccoleecion Citologica, on su
mayor parte de 25 a 30 afos de edad, de bajos
recursos economicos y malas condiciones higié-
nicas.

Se emplearon técnicas de coloracion de
Papanicolaou, a veces citoquimicas, fluorescen-

~cda con el naranja de acriding, microscopia
clectrénica; métodos  inmunocitoquimicos
(peroxidasa ~antiperoxidasa) y estudio de sub-
poblaciones linfocitanas.
De esta casuistica s¢ scleccionaron los
pacientes para la obrencion del marerial utiliza-

do en la preparacion de la vacung,
Preparacion de la vacuna

El material s prepard de rejido displisico
del grupo Iy [l Gnicamcente, ¢ infectado por
¢l HPV ¢n la forma siguiente:

1.— Lavado del cervix afectado, con solucidn
salina -al 0.9 o/o. 2.— Si hay lesion visible se
practicd la biopsia y se retiré el material celu-
lar maduro, queratdsico. La toma de las biop-
sias, debe, en lo posible, ser guiada por el col-
poscopista. St no hay lesidn visible, se reco-
lectan las células de la unidén escamocolumnar
por exfoliacion. 3.— El material celular se so-
mete a sonificacion por 2 a 3 minutos en forma
intermitente (Heat Systems ultrasonics INC),
con el objeto de desintegrar las membranas
celulares y poner al descubierto el contenido
celular. Esta operacion se hace empleando hielo
seco para evitar la desnaturalizacién proteica.
4.— El marterial sonificado es filtrado a través
de filtros milipore que van de 1 a 0.2 microme-
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tros (Millipore Corporation); para el objeto se
emplea una- bomba de aspiracion al vacio
(General Electric). 5.~ Liofilizacién. (Flexy-
Dry-FTS Systems, INC). 6.— Empleo de hposo-
mas: a una pequena alicuota del matenal liofi-
lizado se aflade 10 mg de fosfolipidos (L. alfa
Phosphatidylcholine, Sigma) y se disuche en
10 ce de solucion salina al 0.9 0/o; se somcic a
una nueva “sonificacion’ en forma superiicial
y por pocos segundos. 7.~ La téenica de stan
darizacion de la vacuna para su- utilizacibn hu
mana, €s motivo de patente.

Inmunizacion del paciente

Se administran 3 gotas diarias de la vacu
na, depositadas bajo la lengua, en ayunis, por
1 a 6 meses, hasta que desaparezea la 1ési0n
displasica cervical.

Los controles citologicos son periddicos.
liste tratamiento se inicia inmediatamente des-
pués de terminada la preparacion, la misma quc
se manticne en refrigeracion, a -80°C.

RESULTADOS

Los resultados estin resumidos a conti
nuacion y en la tablas 2y 3.

En 120.705 citologias vaginales s¢ encon
traron 5.432 displasias (4.5 o/0).

De las 5.432 displasias, estaban asociadas
al virus papiloma humano, 4.079 (75 o/o)

De las 4.074 displasias asociadas al virus
papiloma humano, 2.241 (55 o/o) pertenecian
al grupo 1y 1.833 (45 o/0) pertenecian u los
grupos Iy IIL.

Del grupo I, el 95 o/o s¢ curarian espon-
tineamente.

De los grupos Il y 111, el 76 o/o progresa-
rian a displasias mis graves y al carcinoma, sin
tratamiento.

De las 1.833 pacientes de grupos Hy 111,
se trataron con vacuna 66 pacientes selecciona-
das al azar.

De las 66 pacientes, 60 (91 o/Q) mostra-
ron regresiéh total, citologica de sus lesiones,
con tratamijento. Hubo progresion en 6 casos
(9 o/0).
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Tabla 2.— Regrésién de las displasias luego de lg vacunacién.

Displasias leves
Displasias moderadas
Displasias severas

56 o/o
29 o/o
15 o/o

Tabla 3.— Vacunoterapia en displasias cervicouterinas

No. de Casos de displasi:s asociadas al HPV

y lesiones de tipo 11y HI

Con vacunacién: Regresion total

Con vacunacién: Progresion

—

66 casos 100 o/o
60 casos 91 o/o

6 casos 9 o/o

DISCUSION

En la tabla 1 resaltamos el curso evolutivo
de los 3 grupos de displasias asociadas al HPV.

I.as células infectadas por el HPV repre-
sentan una gran poblacidn, cargada de antige-
nos virales maltiples; ¢l destino de las lesiones
ocasionadas solo tiene una guifa, la estructura
citomorfologica.

Revisemos algunos datos que nos hagan
conocer con mayor profundidad la biologia
de estos virus, su expresion morfologica, su
_mecanismo inmunol( gico y busquemos razones
en favor de nuestro propoésito: Junko  Saito,
Masuo Intsudo y otros (3) valiéndose de un
suero antipapiloma virus (Dako Co.) vieron que
parte del tejido carcinomatoso del cervix y el
tejido condilomatoso que los acompafiaba mos-
traron ¢l antigeno HPV,

En algunos casos hemos observado que en
las lesiones displdsicas comunes, “‘no virales”,
incursionaron las células koilociticas ocasio-
nando regresidon de las displasias en corto plazo.

En otras ocasiones, la displasia condilo-
matosa o condilomatoide (tipo 11 y I1I), habiles
para deteriorar las células y transformarlas al
carcinoma, se detuvieron en su evolucidn ante
la presencia de las células koilociticas. Estos
aconiecimientos podrian deberse a mutaciones

genéticas que alteran el curso evolutivo de las
lesiones en estudio. '

William Janet (15) empled como vacuna,
preparaciones crudas del material celular papilo-
matoso bovino, con éxito parcial; quizds, el
gran ‘‘coctel de anticuerpos” formado, solo re-
conocid parcialmente ¢l tejido condilomaroso.

Creemos que nuestro camino es mis acer-
rado: seleccionar un material morfologicamente
reconocido (tipo 1Ty I, el mds proclive en las
carcinogénesis, material antigénico que deten-
dria el curso de las lesiones precancerosas.

Vale pecalcar que hemos tenido cuidado
de que la vacunoterapia no fuera acompanada
de ningén otro tratamiento toOpico o sistémico.

Igualmente, debemos sefialar que, por
precaucion, no hemos tratado a mujeres emba-
razadas. ‘

Debemos también mencionar que en la
tabla 1 no esta incluido el condiloma atipico,
pues éste constituye casi una entidad aparte
por su estructura muy especial: cromatina bo-
rrosa, en “‘tinta china”, etc. impresionante para
los citblogos inexpertos, quienes lo confunden
frecuentemente con carcinoma. Segin algunos
autores (1) en el 40 o/o de los casos estd asocia-
do al carcioma.

En la preparacion de la vacuna tampoco
se han tomado en cuenta los condilomas en
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forma aislada; "(aCuminado; plano; invértido,
etc.) sino'la infeceion por HPV en forma global,

En nuestros extendidos celulares hemos
observado estructuras. celulares mixtas en las
que coexisten la morfologia de-los 3 grupos

(I, 11 y HI). Estos casos son poco frecuentes.

En éstos, seguimos su ‘evolucidn én busca de
nuevos datos. . ;

Ademds advertimos que los corpusculos
virales pueden ser visualizados tanto en las
células como en las esferas liposomicas, por mé-
todos inmunologicos ¢ infraestructurales; pero,
a veces, no sc observan, sin que esto signifiqu¢
su ausencia; fendomeno vinculado a la estructu-
ra de los virus (1).

Por altimo recordemos que existen for-
mas subclfnicas de las infecciones por HPV que

'se asocian a los carcinomas en el 9 o/o de los

casos (8) lo cual nos sugiere que lesiones carci-
nomatosas avanzadas, podrian también ser be-
neficiadas por nuestra terapia. Este trabajo ya
lo hemos iniciado.

Ll material viral hemos incluido en liposo-
mas (farmacovectores). La accion inmunopo-
tencializadora de estos fosfolipidos es conocida.

Los liposomas, al ser sometidos a la “soni-
ficacién”, forman vesfculas que se desintegran
y reintegran, momento en el cual, el material
viral es atrapado en el interior de dichas esferas
las cuales llegan al torrente circulatorio para

luego ser depositadas en el sistema retfculo
endotelial. Las enzimas digestivas no parecen
afectar las envolturas liposomicas.

Porfal et al. (16) administraron insulina
atrapada en liposomas por via oral a ratones,
ocasionando hipoglicemia; y, corrigié la glice-
mia en ratones diabéticos provocada por la es-
treptozotocina.

En la sangre periférica se observd una in-
frecuente y ligera linfocitosis. Los linfocitos B
aumentaron en el 33o/o, sin poder demostrar
en forma cuantitativa su respuesta anticorporal.
Los linfocitos T supresores se deprimieron en
el 250/0 de los casos.

En conclusién, hemos desarrollado una
vacuna enteramente inocua y que a pesar de la
falta de refinamiento, ostenta su utilidad en la
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prevencion del carcinoma’ cervicouterino, como
lo demuestra especialmente la’ tabla 3. Y,
mientras los progresos cientificos de hoy en dia
no. esclarezcan .el verdadero: rol: de HPV .en la
inmunogénesis, icontinuaremos: ofreciendo a los
pacientes nuestro preparado, com miras a dete-
ner el desarrollo del carcinoma cervicouterino.
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