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Introduccién

l. CANCER CUTANEO NO MELANOMA

Los pacientes inmunodeprimidos muestran una mayor predisposicion al desarrollo
de cancer cutdneo no melanoma (CCNM), con una edad mas temprana de inicio,
tumores mas agresivos (elevada tendencia a la diseminacion local y a distancia) y

o . . - L 123
una mayor incidencia de tumores cutaneos multiples primarios .

El creciente numero de trasplantes realizados en las ultimas décadas y el aumento
de supervivencia de los receptores de los mismos determinan que cada vez sea mas
frecuente la valoracion de este tipo de pacientes en las consultas dermatologicas.
Los trasplantes de 6rganos solidos se han convertido en un procedimiento cada dia
mas frecuente, asi en Espafna hemos pasado de 1240 trasplantes renales en el afio

1990 a 2498 trasplantes renales en el afio 2011%.

El cancer de piel es la neoplasia maligna mas frecuente en pacientes trasplantados,
el 95% de los cuales son cancer de piel no melanoma, especialmente el carcinoma
epidermoide y basocelular. En pacientes trasplantados el riesgo de desarrollar un
carcinoma basocelular se incrementa en diez veces, y la incidencia de carcinoma
epidermoide es hasta 65-250 veces mayor que en la poblacion no
inmunodeprimida, por lo que la proporcidon carcinoma basocelular/epidermoide de

4:1 en la poblacion general se invierte en los pacientes trasplantadosl’s.

El 75% de los casos de cancer epidermoide o basocelular ocurren en zonas
fotoexpuestas ( area de cabeza y cuello o superficie dorsal de las manos) dentro del
area del “campo de cancerizacion” (extensas areas de dafio actinico y displasia

epidérmica, con multiples lesiones queratosicas).



Introduccién

En el presente estudio analizaremos la presencia de:
-Carcinoma basocelular

-Enfermedad de Bowen o carcinoma epidermoide in situ
-Carcinoma epidermoide

-Queratoacantoma

También determinaremos la existencia de queratosis actinicas y verrugas como

factores precursores y componentes del campo de cancerizacion.

1- CARCINOMA BASOCELULAR (CBC)

El carcinoma basocelular es el tumor cutaneo maligno mas frecuente en la raza
blanca. Esta constituido por células semejantes a las de la capa basal de la
epidermis y los anejos cutdneos y solo de forma muy excepcional produce
metastasis. Al igual que en el carcinoma escamoso, el principal factor etiologico es
la exposicion solar y a diferencia del mismo, suele aparecer sobre piel sana y no

afecta a mucosas.

Las caracteristicas histologicas que definen un CBC son los agregados de células
basaloides neoplasicas, con origen en la epidermis o en el epitelio de las estructuras
anexiales. Estos agregados se organizan en lobulos, islotes, nidos o cordones de
células que muestran una disposicion ordenada de los nucleos de las células
basaloides en la periferia, morfologia que se denomina “patrén en empalizada”.

Los islotes de células tumorales estan rodeados por un estroma reactivo, diferente
al de la dermis adyacente, dando lugar a la formacion de hendiduras alrededor de
los agregados tumorales. Es frecuente la presencia de mucina dentro o alrededor de
los 16bulos tumorales. La dermis adyacente muestra una elastosis solar, de grado

variable en la mayoria de los casos y la epidermis puede estar ulcerada.
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Existen una serie de variantes definidas de CBC a nivel histologico. Estas variantes
histolégicas incluyen las formas nodular, superficial, micronodular, infiltrante,

esclerosante (tipo morfea) y el infrecuente fibroepitelioma de Pinkus®’.

o El CBC nodular es el subtipo mas frecuente, y representa el 60% de estos
tumores. Afecta en mayor medida a la cabeza y el cuello de individuos
mayores de 60 afios. Se presenta usualmente como una papula o placa
perlada o transparente de color entre carne y rosado. Con frecuencia el
tumor se reviste de telengiectasias prominentes. No es rara la ulceracion
central. Histologicamente se aprecian en la dermis islotes de células
tumorales redondeados y de tamafio variable, que se extienden desde la

epidermis a la dermis reticular o incluso la sobrepasan.

e El CBC de extension superficial es el segundo tipo mas frecuente y
representa el 15% de los CBC. Estos tumores se localizan con preferencia
en el tronco y suelen aparecer en pacientes mas jovenes. A nivel clinico
cursan como papulas o placas bien definidas y poco elevadas, de color
entre rosa y rojo y tienen por lo general un borde perlado fino. A nivel
histoloégico el CBC de extension superficial es una lesion amplia,
compuesta por una epidermis atrofica salpicada de pequeiios lobulos
incipientes de células tumorales, que se extiende desde la epidermis a la
dermis papilar. Con frecuencia se decia que estas yemas eran multifocales
(de ahi la antigua denominacién de CBC superficial multifocal), pero los
estudios tridimensionales demuestran que estas yemas se conectan entre

ellas a modo de una red.
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Figura 1 a y b: Aspecto clinico (a) e histologico (b) del carcinoma

basocelular nodular

Figura 2 a y b: Aspecto clinico (a) e histologico (b) del carcinoma

basocelular superficial

El CBC micronodular no se puede distinguir a nivel clinico de la variante
nodular clasica, pero histolégicamente los islotes de células tumorales son

menores y mas uniformes que en el CBC nodular.

El CBC infiltrante constituye mas o menos un 5% de todos los CBC. Se
localiza con frecuencia en cabeza y cuello de adultos mayores. E1 CBC
infiltrante no tiene caracteristicas morfologicas distintivas a nivel clinico, a
menudo se parece a la forma nodular de CBC, pero a veces puede

mostrarse como una placa o papula plana de margenes mal definidos, que
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recuerda mas a la forma esclerosante. La variante infiltrante se caracteriza
por la presencia de pequefios islotes de células basaloides, irregulares y

especulados, que invaden todo el espesor dérmico.

El CBC de tipo esclerosante o morfea supone un 3% de los CBC. También
se denomina CBC desmoplasico, fibrosante y de tipo cicatricial. Igual que
el CBC infiltrante, este subtipo se desarrolla tipicamente en la region de la
cabeza y el cuello de pacientes ancianos. Se presenta como una papula o
placa plana o ligeramente elevada, indurada, de un color entre amarillo y
blanco y que recuerda una cicatriz. Es frecuente la dificultad de distinguir
los margenes a nivel clinico. Histolégicamente se caracteriza por la
presencia de pequefios islotes de células basaloides, irregulares y
especulados, que invaden todo el espesor dérmico, aunque en este caso el
grosor de las trabéculas o cordones que se ramifican es de solo 1 6 2 células
y ellos determinan la diseccion de los haces de colageno esclerotico de la

dermis.

El comportamiento biologico de los CBC de tipo micronodular, infiltrante
y esclerosante (tipo morfea) es mas agresivo que el de las formas nodular o
de extension superficial. Estos tres tipos de “crecimiento agresivo” se
caracterizan por un patrén de crecimiento infiltrativo con un limite mal
definido. La reaccion del estroma tiende a ser esclerdtica mas que fibrotica
o mixoide. En estos tipos agresivos es mds comun la invasion perineural,
que aparece en al menos el 3% de estos tumores. Los elementos
histoloégicos que caracterizan a los CBC nodulares o de extension
superficial, como la formacion de empalizadas periféricas de los nucleos o
las hendiduras peritumorales, se advierten en menor medida en estos CBC

mas agresivos.
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e El fibroepitelioma de Pinkus es una forma rara de CBC. Cursa como una
papula, placa o nédulo liso, sesil, en forma de ciupula o pediculado y de
color rosado. Mas frecuente en torax y extremidades. El fibroepitelioma de
Pinkus es una variante tinica de CBC con unos rasgos histoldgicos muy
definidos. Se caracteriza por multiples ramificaciones delgadas, alargadas y
anastomosadas de células basaloides, que se originan en la epidermis y se

encuentran incluidas en el seno de un estroma laxo fibromixoide.

2- CARCINOMA EPIDERMOIDE IN SITU

El carcinoma epidermoide in situ es un carcinoma intraepidérmico que afecta a todo
el espesor epidérmico e incluye entidades especificas como la enfermedad de
Bowen y la eritroplasia de Queyrat. La mayor parte de los carcinomas epidermoides
in situ son lesiones indolentes, que van creciendo de forma lenta durante afos. A
nivel clinico las lesiones de la enfermedad de Bowen se presentan muchas veces
como placas descamativas solitarias, bien delimitadas y de color entre rosa y rojo
intenso. Aunque pueden aparecer en cualquier lugar, suelen hacerlo en piel
expuesta al sol. El subtipo denominado eritroplasia de Queyrat se origina en los
genitales masculinos, tipicamente a nivel del glande del pene en varones no
circuncidados y a menudo guarda relacion con la infeccion por el virus del

papiloma humano.

Los criterios histopatoldgicos del carcinoma epidermoide in situ engloban la
afectacion de todo el espesor epidérmico por queratinocitos pleomorficos y la
afectacion del epitelio anexial. El grado de atipia a menudo es importante, con
presencia de una marcada anaplasia y pérdida de la maduracion de los

queratinocitos de toda la epidermis. Se observan numerosas figuras de mitosis,
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entre ellas algunas atipicas y anormales. La epidermis puede estar hiperplasica y

tener aspecto psoriasiforme con crestas epidérmicas ensanchadas®®.

Figura 3 ay b: Aspecto clinico (a) ¢ histologico (b) de la enfermedad de bowen

3- CARCINOMA EPIDERMOIDE (CEC)

El carcinoma escamoso o epidermoide es un tumor maligno originado en los
queratinocitos de la epidermis y que tiene capacidad de metastatizar a los ganglios
regionales o a distancia. Se origina con frecuencia sobre lesiones previas, llamadas
lesiones precancerosas, dentro de estas lesiones incluimos la queratosis actinica, la

queilitis actinica, la enfermedad de Bowen, la leucoplasia o la eritroplasia.

Clinicamente se presenta en forma de papulas, placas o noédulos de color carnoso,
rosados o rojos. Su superficie puede ser lisa, queratosica o ulcerada y la lesion
puede ser exofitica o indurada. En algunos pacientes se producen sintomas como
dolor o prurito. Estas lesiones suelen ser friables y pueden sangrar con minimos
traumatismos.

El CEC infiltrante inducido por la radiaciéon UV (ultravioleta) suele aparecer en la

region de la cabeza, el cuello y los brazos de los varones. El CEC relacionado con
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la exposicion a arsénico se produce sobre todo en las palmas y plantas, mientras
que los asociados a la radiacion ionizante afectan sobre todo a los margenes de la

zona expuesta.

Histopatologicamente encontraremos atipia de queratinocitos, con presencia de
hipercromasia, nticleos agrandados y de contornos irregulares, aumento en el
nimero de nucleolos y figuras de mitosis irregulares. En los CEC bien
diferenciados se reconoce queratinizacion citoplasmatica por la presencia de perlas
corneas y disqueratocitos aislados. En los CEC poco diferenciados e
indiferenciados, la queratinizacion es escasa o no se produce, existe un mayor grado
de atipia citologica, y se reconocen con facilidad figuras de mitosis. En algunos

casos se tiene que realizar tincidon de inmunohistoquimica para sefalar queratinas.

La clasificacion histologica del CEC propuesta por la Organizacion Mundial de la
Salud contiene varias variantes®”: CEC con formacién de cuerno cutaneo, CEC
fusiforme, CEC acantolitico, CEC originado sobre enfermedad de Bowen,
carcinoma verrucoso y carcinoma de tipo similar al linfoepitelioma. Otros subtipos
histologicos son el CEC desmoplasico, el CEC adenoescamoso (productor de

mucina) y el CEC quistico.

e En las formas mas comunes de CEC infiltrante y CEC con cuerno cutaneo
el cuadro histologico tipico corresponde a islotes grandes o pequefios y/o
hileras infiltrantes de queratonocitos atipicos de aspecto neoplasico que no

tienen continuidad con la epidermis.

e El CEC fusiforme es una variante poco frecuente de CEC en la que los

queratinocitos neoplasicos infiltran la dermis en forma de células sueltas de

10
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nucleo alargado, en lugar de crear islotes o nidos cohesivos. La evidencia

de queratinizacion es escasa o inexistente.

Otra variante de CEC es la acantolitica (o adenoide), histologicamente el
CEC acantolitico muestra un patréon arquitectural de tumor invasivo, con
islotes que contienen focos pseudoglandulares, estructuras alveolares o
tubulares y proyecciones papilares luminales. Con frecuencia se reconocen
queratinocitos neopldsicos disqueratosicos, que parecen flotar en estos

espacios pseudoglandulares.

En el carcinoma infiltrante que surge de una enfermedad de Bowen, en la
epidermis y en el epitelio folicular se reconoce la histologia tipica de la
enfermedad de Bowen, pero existen nidos de células atipicas similares que

invaden la dermis sin continuidad con la epidermis.

El carcinoma verrucoso es un CEC de bajo grado y consiste en un tumor
expansivo de queratinocitos maduros y bien diferenciados sin atipia
citoloégica significativa. La presencia de senos centrales rellenos de
queratina y microabscesos epidérmicos se correlaciona con la presencia de
depresiones en la lesion. El margen profundo de este tumor avanza de
forma caracteristica en un frente amplio, formando prolongaciones

bulbosas con poca evidencia de infiltracion.

Microscopicamente el carcinoma cutaneo parecido al linfoepitelioma esta
constituido por hileras e islotes infiltrantes de células epiteliales palidas sin
conexion epidérmica ni anexial. Alrededor de ellas hay un denso infiltrado
constituido por células plasmaticas y linfocitos, que pueden ocultar los

1slotes tumorales dérmicos.
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Otro subtipo de CEC con mayor riesgo de recidiva y metastasis es el CEC
desmoplasico. Estos tumores suelen afectar al pabellon auricular y a nivel
histologico se componen de cordones de queratinocitos neoplasicos
infiltrantes en el seno de un estroma denso y esclerotico que representa al
menos una tercera parte del tumor. Suele existir atipia citologica y es

frecuente la invasion perineural.

El CEC adenoescamoso o CEC productor de mucina tiene caracteristicas
citologicas de neoplasia de origen queratinocitico y también de neoplasia
generada en el epitelio glandular. La arquitectura es como la del CEC
habitual con presencia de nidos, islotes y cordones de células escamosas
infiltrantes, que muestran con frecuencia puentes intercelulares vy
queratinocitos necroticos aislados. Ademads se observan espacios quisticos a

modo de glandulas, con zonas de células productoras de moco.

El CEC quistico afecta en mayor medida a ancianos y se localiza en las
extremidades inferiores y el dorso de las manos. Aunque este subtipo se
parece mucho al CEC comin, la variante se define por la presencia

histologica de grandes quistes intradérmicos llenos de queratina.
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Figura 4 ay b: Aspecto clinico (a) ¢ histologico (b) del carcinoma epidermoide

4- QUERATOACANTOMA

El queratoacantoma es una neoplasia epitelial muchas veces indistinguible de un

carcinoma espinocelular a nivel clinico e histologico.

Histdricamente se considerd un tumor benigno originado en el foliculo piloso y que
involucionaba de forma espontanea dejando cicatriz tras un periodo de entre cuatro
y ocho semanas, después de haber tenido una etapa inicial de crecimiento rapido de
pocas semanas. Actualmente la mayoria de los expertos consideran que el
queratoacantoma es una variante de CEC, debido a su capacidad de destruccion
local y metastasis, pero otros mantienen la idea histérica de que el queratoacantoma
es una neoplasia distinta de naturaleza benigna por su capacidad de regresion

espontanea®™®,
Si bien por lo general son lesiones unicas, se han descrito dos variedades de

queratoacantomas multiples'®: los queratoacantomas autoinvolutivos de Ferguson-

Smith y los queratoacantomas multiples generalizados eruptivos de Gryzbowsky.
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Clinicamente los queratoacantoma se presentan como nddulos con un centro
crateriforme que contienen un tapon de queratina y es normal que midan mas de 1
centimetro. Por lo general surgen en pacientes mayores, en regiones de piel
expuesta al sol y con pelo. Sin embargo, también se han descrito en las areas

mucosas y subungueales, lo que sugiere que no siempre tienen origen folicular.

El queratoacantoma predomina en varones de raza blanca (2-3/1) y es menos
frecuente que el resto de carcinomas espinocelulares (3-4/10). Surge con evidente

predominio en piel expuesta al sol: cara, cuello, antebrazos y dorso de las manos.

El mecanismo patogénico todavia es un enigma. Sin duda intervienen las
radiaciones ultravioletas solares, ya que casi el 90% de estos tumores surgen sobre
intenso dafio actinico, o en zonas tratadas con fotoquimioterapia o radioterapia
superficial. Otras veces hay antecedentes de traumatismos mecanicos, heridas, etc.
Las formas atipicas, eruptivas y multiples, suelen ocurrir en pacientes
inmunodeprimidos (leucemias, trasplantados...) o con incidencia familiar,

involucrandose factores genéticos.

Casi siempre se trata de un tumor aislado, solitario, caracterizado por su peculiar

historia natural, con tres fases:

-Fase inicial y de crecimiento rapido durante la que se forma una elevacion

hemisférica de color piel normal, rosada o roja, algo deprimida en el centro.

-Fase de estado: en tres-ocho semanas se constituye un tumor de varios centimetros
de diametro, cupuliforme o pediculado, a menudo lobulado, duro, desplazable con
facilidad sobre los planos subyacentes a los que no se adhiere, con amplio crater

lleno de un tapdn hiperqueratdsico adyacente.
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-Periodo de regresion: después de semanas o meses comienza el periodo de
regresion aplanandose los bordes que pierden consistencia, y se desprende el tapon

corneo.

Figura5ay b: Aspecto clinico (a) e histologico (b) del queratoacantoma

La histopatologia del queratoacantoma muestra una proliferacion escamosa
crateriforme con una zona central de hiperqueratosis compacta. La proliferacion de
queratinocitos estd constituida por un epitelio hiperplasico con grados variables de
maduracion citologica, segun el estadio en el que se biopsie la lesion. En la fase
inicial proliferativa pueden reconocerse atipias citologicas y mitosis, algunas
atipicas, aunque estan limitadas al borde de queratinocitos periféricos en expansion.
En la zona central del epitelio hiperplasico los queratinocitos muestran polaridad y
orden madurativo conservado y tienen un citoplasma eosinofilo y vidrioso
caracteristico. Pueden advertirse microabscesos de neutrofilos intraepiteliales en las
hileras de epitelio proliferativo, rodeadas por un infiltrado inflamatorio compuesto
por linfocitos en la dermis. El queratoacantoma puede tener fenémenos de invasion

perineural en la fase proliferativa.

Al madurar la lesion va disminuyendo la atipia citologica asi como el tamafio del

ribete proliferativo de queratinocitos basales. Se pueden observar perlas corneas y
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también microabscesos intraepiteliales de neutréfilos. También es posible la
presencia de nidos sueltos de queratinocitos, lo que dificulta mas la distincion entre
queratoacantoma y CEC. En la fase involutiva, el queratoacantoma se aplana y los

queratinocitos individuales se vuelven mas pequefios.

1. EPIDEMIOLOGIA

La estimacion del riesgo de cancer de piel en estos pacientes es dificil debido a la
variabilidad de los estudios, tanto en la metodologia como en la procedencia
geografica de cada poblacion. La mayoria de estudios son retrospectivos y la
procedencia de los datos depende de registros de tumores donde frecuentemente
solo se recoge la incidencia de CEC (pues el CBC muchas veces esta excluido de
los registros por su mejor prondstico y la posibilidad de tratamiento sin
confirmacion histologica). Ademas, con frecuencia se emplean diferentes variables
estadisticas, dificiles de comparar entre si. De las distintas series, las series
australianas son las que presentan las cifras mas elevadas de incidencia de CCNM
tras trasplante renal, con una incidencia acumulada de cancer cutaneo tras el
trasplante del 45% a los 10 afios y hasta del 82% por encima de los 20 afios '"'2.
Estudios europeos en Irlanda, los Paises Bajos o el Reino Unido han descrito una

incidencia acumulada en torno al 10-15% a los 10 afios del trasplante™"’. En la tabla

I se muestra un resumen de las diferentes series publicadas hasta ahora.

En Espaiia se han publicado tres articulos al respecto durante el periodo 1995-2010.

El estudio de Marcén R et al**

del Servicio de Nefrologia del Hospital Ramon y
Cajal incluye un total de 1029 pacientes trasplantados y presenta una prevalencia
de cancer de piel de 9"2% (95 tumores cutaneos), con una incidencia acumulada de
cancer de piel del 10% a los 10 afios y del 18% a los 15 afios del trasplante. Estas

cifras son concordantes con los datos obtenidos en otras poblaciones europeas. El

16



Introduccién

estudio de Fuente MJ et al’> de Barcelona del Hospital Universitario Germans
Trias i Pujol, presenta una incidencia acumulada de cancer cutaneo del 27% a los
6 afios y de hasta el 48% a los 10 afios del trasplante renal, con una prevalencia
total de cancer de piel del 25%, y en su mayoria son tumores multiples (media de
36 tumores por pacientes). Este estudio tiene un disefio prospectivo en el que se
recogen los datos de todos los tipos de cancer de piel y lesiones displasicas en los
pacientes trasplantados entre 1989-1999. Los autores de este estudio sugieren que
la mayor incidencia de céncer de piel en comparacion con las publicaciones
procedentes de paises con latitudes similares, se podria deber a que el disefio de su
estudio es prospectivo, mientras que muchos de los referenciados previamente son
retrospectivos y dependen de la fiabilidad en la recogida de datos de la historia

clinica. En el estudio de Ferrandiz C et al®®

se analiza de forma prospectiva la
incidencia de CCNM en 81 pacientes durantes los tres primeros afios del trasplante

renal, con una incidencia acumulada del 18% a los tres afios.
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Tabla 1- Resumen de los datos epidemioldgicos de los diferentes estudios

publicados
Estudio/ Pais N° Prevalencia  Incidencia Relacion Otros datos
afo publicacion pacientes acumulada CBC/CEC
Keller B et all6 Suiza 243 N.C 17'8% 1:7 Ambiespectivo
2010 (10 afios)
Fekecs T et all? Hungria 116 9'5% N.C 4:1 Retrospectivo
2010
4 14  Espafa 1029 9 2% 6%(5 arfios) 11 Retrospectivo
2"0?86” Retal 10%(10 afios) Incluye CBC,
18%(15 afios) CEC, S.Kaposi,
melanoma
Ramsay HM et all3 Re!no 269 N.C 3%(<5 afios) 11 Prospectivo
o0y Y Unido 5'8%(5-10 afios) (1998-2006)
11%(>10 afios)
Moloney FJ et as Irflanda 1558 14% 12% (12 afios) N.C Retrospectivo
2006
5 Reino 979 19'1% 9%(5 afios) 1:32 Retrospectivo
gggfa ceta®  nido 27%(10 afios)
43%(15 afios)
Kasiske BL et all8 EEUU 35765 N.C 2"3%(1 afo) N.C Retrospectivo
2004 7'5%(3 afios)
Espafia 174 25% 13%(3 afios) 14:1 Prospectivo
Fuente MJ et al?
Foone Myeta 279%(6 afios) (1989-1999)
48%(10 afios)
Ramsay HM et all1 Australia 398 51'8% 29%(<5 afios) ~ 1:2 Retrospectivo
no0n 729%(10-20 afios|
82%(>20 afios)
Ramsay HM et all9 Re@no 182 16'5% 5-6'5%(5-9 aflos  1:3'8 Prospectivo
5000 Y Unido 10'5%(>10 afios)
Jensen P et a/20 Noruega 2397 N.C 2%(5 afios) N.C Retrospecti\(q
1999 7%(10 afios9 Solo contabiliza
18%(20 arfios) CEC
Bouwes B. et g12 Australia 1098 32'7% 45%(11 afios) 1:2°9 Retrospectivo
1996 70%(20 afios) (1969-1994)
Ferrandiz C et all® Espafia 81 14°8% 18%(3 afios) 311 Prospectivo
1995
Hartevelt M. et a2l Holanda 764 6"2% 10%(10 afios) 1:3'6 Prospectivo

1990

40%(20 afios)

(1966-1988)

N.C: no consta
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Il. FACTORES DE RIESGO IMPLICADOS EN EL DESARROLLO
DE CANCER CUTANEO NO MELANOMA EN PACIENTES
TRASPLANTADOS

Los estudios epidemioldgicos han demostrado que en estos pacientes existe una
asociacion estrecha entre el desarrollo de tumores cutaneos no melanoma y
diversos factores entre los mas importantes: el tratamiento inmunosupresor, la
exposicion solar, las infecciones viricas, en concreto la infeccion por el virus del

papiloma humano, la edad o factores genéticos e inmunologicos 2.

1- INMUNOSUPRESION

La utilizacion de farmacos inmunosupresores tiene como finalidad prevenir o
controlar la respuesta inmunologica del huésped contra el 6rgano trasplantado para
conseguir la maxima supervivencia del injerto y del paciente, con la mejor calidad
de vida. Actualmente disponemos de un auténtico arsenal de farmacos

inmunosupresores que permite combinaciones potentes y selectivas.

El tratamiento inmunosupresor debe entenderse como un proceso dinamico,
adaptandolo en cada momento segin las caracteristicas evolutivas del trasplante
renal. En este contexto definimos un tratamiento de induccion, postrasplante
inmediato, y un tratamiento de mantenimiento a largo plazo. Durante el periodo de
induccion existe un mayor riesgo de rechazo agudo, por lo cual el tratamiento
inmunosupresor debera ser mas potente e intenso. Posteriormente, el riesgo de
rechazo agudo va disminuyendo, sin llegar nunca a desaparecer, y surgen nuevos
elementos de riesgo para el paciente, como el rechazo cronico, la morbi-mortalidad

cardiovascular y el desarrollo de cancer.

19



Introduccién

1.1-PROTOCOLOS DE INMUNOSUPRESION?*

TRATAMIENTO DE INDUCCION

Fase de maxima respuesta inmunoldgica, por lo que el tratamiento debera ser
potente e intenso para evitar el desarrollo de rechazo agudo. La combinacion de
farmacos inmunosupresores resulta esencial, pudiendo utilizar terapias de
inducciéon con anticuerpos poli o monoclonales. En general se recomienda una
triple terapia con esteroides+ inhibidores de la calcineurina+ micofenolato mofetil.
La eleccion del inhibidor de la calcineurina dependera de las caracteristicas clinicas
del paciente y de la experiencia clinica, siendo hoy mas frecuente la utilizacion de
tacrolimus que de ciclosporina. Las terapias de inducciéon con anticuerpos poli o
monoclonales en forma de cuddruple terapia si bien anteriormente se restringian
para pacientes con elevado riesgo inmunolégico (hipersensibilizados o segundos
trasplantes), la tendencia actual, desde 2009%, es a utilizarlos siempre,
recomendandose antagonistas del receptor de la [L-2 (basiliximab) en pacientes con
bajo riesgo inmunologico, reservando los agentes depletores de linfocitos
(muromonab-CD3 y anticuerpos policlonales) en pacientes de alto riesgo

inmunolégico.

TRATAMIENTO DE MANTENIMIENTO

El objetivo del tratamiento de mantenimiento es conseguir a largo plazo la méxima
supervivencia del injerto con la mejor calidad de vida. El rechazo agudo deja de ser
el principal problema en esta fase, aunque siempre es posible, siendo el rechazo
cronico-nefropatia crénica del trasplante, la morbimortalidad cardiovascular y el
desarrollo de cancer los principales problemas que afrontamos en esta fase de

mantenimiento. Durante la evolucidn del trasplante renal se debe intentar suprimir
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y/o minimizar progresivamente los farmacos inmunosupresores que inciden
negativamente en el desarrollo de estos procesos, y que condicionan de manera
decisiva el futuro del trasplante renal. En primer lugar deberiamos plantear la
supresion a medio plazo de los esteroides, por todos sus efectos adversos,
especialmente las alteraciones odseas y los factores de riesgo cardiovascular
(diabetes, hipertension arterial y dislipemia). En segundo lugar se deberia valorar la
supresion y/o minimizacion del segundo fAirmaco inmunosupresor dependiendo de
la situacion clinica y funcional del trasplante. El objetivo final del tratamiento
inmunosupresor de mantenimiento, en la mayoria de los pacientes, deberia ser la
monoterapia o la biterapia con dosis bajas de farmacos inmunosupresores
buscando su sinergia inmunosupresora y un mejor perfil de seguridad. El fA&rmaco
inmunosupresor ideal en terapia de mantenimiento deberia ser potente y especifico,

no ser nefrotoxico y no inducir factores de riesgo cardiovascular ni cancer.

1.2- FARMACOS INMUNOSUPRESORES

Los farmacos inmunosupresores se pueden clasificar segun diversos criterios,
mecanismo de accién, estructura quimica, momento postrasplante, perfil de
seguridad, etc. Nosotros los clasificamos segin su mecanismo de accion y
estructura quimica en cinco grupos: 1) Corticoesteroides; 2) Inhibidores del
calcineurina; 3) inhibidores mTOR (mammalian target of rapamycin); 4)

inhibidores de nucleotidos 5) anticuerpos antilinfocitarios poli y monoclonales.

CORTICOESTEROIDES

La utilizacion de corticoesteroides en el trasplante de 6rganos se basa en su potente
accion antiinflamatoria y en su capacidad inmunosupresora. El efecto
antiinflamatorio es debido a su efecto sobre diversas estirpes celulares responsables

de la inflamaciéon como macrofagos-monocitos, neutrofilos, eosinofilos, células
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endoteliales y fibroblastos, sobre las cuales bloquea la liberacion de citocinas pro-
inflamatorias, inhibe la proliferacion celular y bloquea el reclutamiento celular.
También ejercen un potente efecto antiinflamatorio bloqueando la sintesis de
prostaglandinas proinflamatorias. Respecto a su acciéon inmunosupresora, no esta
completamente definida, aunque esencialmente suprimen la inmunidad celular
mediada por linfocitos T al bloquear la sintesis de interleucina-2 y la activacion
celular antigeno-dependiente. Ademas inducen linfopenia periférica e inhiben la
sintesis de anticuerpos de manera inespecifica. Por todos estos motivos, y a pesar
de los efectos adversos asociados al tratamiento con corticoesteroides, su
utilizacidn esta generalizada en el trasplante renal durante la terapia de induccion,
valorando su progresiva eliminacion durante la terapia de mantenimiento en los
pacientes con una buena evolucion y sin factores de riesgo inmunoldgicos para

evitar los efectos secundarios de los corticoesteroides a largo plazo.

Indicaciones

Los corticoesteroides se emplean basicamente en inmunosupresion primaria
(terapia de induccion y de mantenimiento) y en el tratamiento del rechazo agudo.
En inmunosupresion primaria se utilizan siempre en combinacidon con otros
farmacos (ciclosporina, tacrolimus, etc.) en régimen de doble o triple terapia o
asociados a terapias de induccion con anticuerpos mono o policlonales en
regimenes de cuadruple terapia. Constituyen la primera arma terapéutica en el

tratamiento del rechazo agudo, administrados en forma de pulsos.

Modo de empleo

- Inmunosupresion primaria: se utilizan por via endovenosa durante la primera
semana postrasplante y posteriormente por via oral. Habitualmente se emplea
prednisolona o metilprednisolona en dosis de 0°25-1mg/kg/dia, complementadas

con una dosis intraoperatoria de 0'5-1 g. En los dias siguientes se administran dosis
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progresivamente decrecientes, hasta alcanzar los niveles de mantenimiento
establecidos para cada paciente, que pueden oscilar entre 5-10 mg/dia a los 3-6
meses postrasplante y 5 mg/dia al final del afio del trasplante. En pacientes
seleccionados y a medio plazo se pretende la supresion total de los

corticoesteroides.

- Rechazo agudo: se emplean dosis elevadas, generalmente en forma de pulsos

endovenosos de 250-1.000 mg durante 3-5 dias.

Efectos secundarios

Son innumerables y potencialmente graves. Los mas destacados son: aumento de la
susceptibilidad a las infecciones, obesidad, osteonecrosis aséptica de cabeza
femoral, hiperglicemia, hipertension arterial, dislipemia, ulcera péptica, hirsutismo
y facies cushinoide. A largo plazo suele aparecer miopatia, osteoporosis,
arterioesclerosis, cataratas y atrofia cutdnea. En nifios inducen retraso en el

crecimiento estatural.

INHIBIDORES DE LA CALCINEURINA: CICLOSPORINA Y TACROLIMUS

La ciclosporina A y el tacrolimus son inhibidores de la calcineurina, con un

mecanismo de acciéon comun y con un perfil de seguridad similar.

La ciclosporina es un antibiotico aislado del hongo Tolypocladium inflatum. La
biodisponibilidad de la forma oral es muy variable debido a su escasa solubilidad
en agua. La composicion de la solucion clédsica consiste en microgotas de aceite
que contienen la mayor parte del farmaco en disolucion. Para su digestion es
imprescindible la presencia de bilis. La nueva formulacion de ciclosporina en
forma de microemulsion facilita la dispersion de las moléculas lipofilas en el

intestino y mejora sensiblemente la absorcion, que es independiente de la bilis y
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que no se ve interferida por los alimentos. De esta forma, se consigue una
absorcion mas regular a lo largo del tubo digestivo alto y también mas uniforme

para cada paciente.

El tracrolimus es un macrolido, aislado a partir del hongo Streptomyces
tsukubaensis. Se absorbe en el tracto digestivo alto, independientemente del flujo

biliar.

Su mecanismo de accion fundamental se debe a la inhibicion de la activacion de
los células T-CD4 en respuesta a los estimulos antigénicos. La ciclosporina y el
tacrolimus inhiben la actividad calcio-dependiente de la calcineurina a través de la
uniéon a inmunofilinas citoplasmaticas formando los complejos activos
ciclosporina-ciclofilina y tacrolimus-FKBP. Estos complejos se unen a la
calcineurina inhibiendo su actividad, la cual participa en el control de Ia
transcripcion de acido ribonucleico (RNA) para la sintesis de citoquinas. En estas
circunstancias la ciclosporina y el tacrolimus inhiben la sintesis de las interleucinas,
en especial la interleucina-2, citosina principal en la activacion linfocitaria. La
ciclosporina ademas induce la formacion de factor de cremiciento transformante -3

(TGF-p).

Indicaciones

Se utilizan en inmunosupresion primaria (terapia de induccion y de
mantenimento), ajustando en cada caso y momento los niveles plasmaticos para
conseguir el efecto inmunosupresor deseado y evitar la toxicidad asociada al
farmaco. El tacrolimus se ha mostrado eficaz en algunos casos en el tratamiento del
rechazo agudo corticorresistente e incluso en el rechazo refractario a otros

tratamientos.
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Modo de empleo

La ciclosporina y el tacrolimus se administran desde el primer dia postrasplante, en
combinacién con otros farmacos inmunosupresores. En pacientes con necrosis
tubular aguda es aconsejable retrasar su introduccion algunos dias, para facilitar la
recuperacion de la lesion tubular, ya que se ha demostrado que los inhibidores de
la calcineurina retrasan la regeneracion del epitelio tubular y prolongan el periodo
de disfuncion del injerto. Las dosis iniciales varian segun el criterio de cada centro,
el tipo de trasplante, las caracteristicas de los pacientes y la inmunosupresion

concomitante administrada.

- La dosis inicial de ciclosporina varia entre 8 y 12 mg/kg/dia por via oral,
repartidos en dos tomas. La primera dosis se puede administrar por via oral entre 2
y 6 horas antes del trasplante o en las 24 horas siguientes a la cirugia. Cuando la
situacion clinica del paciente lo requiera se puede administrar via intravenosa,
siendo la dosis una tercera parte de la administrada por via oral. Debido a la
variabilidad farmacocinética de la ciclosporina es necesario establecer una estrecha
monitorizacion de los niveles sanguineos. Los niveles de ciclosporina en sangre
recomendados varian segun el tiempo de evolucion del trasplante. En general se
recomienda entre 200 y 300 ng/dl en los primeros 3 meses y 100-200 ng/dl hasta el

primer afio postrasplante.

-La dosis inicial recomendada de tacrolimus es de 0'1-0"2 mg/kg/dia dividida en
dos tomas cada 12 horas. Se puede utilizar por via intravenosa, para lo cual se
recomienda administrar una quinta parte de la dosis oral equivalente. Los niveles
sanguineos recomendados son de 8-15 ng/ml durante el primer mes postrasplante,
para posteriormente reducir los niveles a 5-10 ng/ml como terapia de

mantenimiento.
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La ciclosporina y el tacrolimus se metabolizan en el higado por la misma via
enzimatica mediante procesos de oxidacion dependientes del citocromo p450. Este
metabolismo es susceptible a la presencia de inductores e inhibidores que afectaran

a la cinética de biotransformacion y eliminacion de ambos fairmacos.

Efectos secundarios

El perfil de seguridad de los inhibidores de la calcineurina es similar, aunque
existen algunas diferencias. En general la mayoria de los efectos adversos estan
relacionados con su mecanismo de accion y son dosis niveles dependientes. El
principal efecto secundario de los inhibidores de la calcineurina es la

nefrotoxicidad, que supone la principal limitacion para su utilizacion.

-Nefrotoxicidad: se definen distintas variedades de nefrotoxicidad inducida por

ciclosporina y tacrolimus.

a) Nefrotoxicidad aguda: suele estar relacionada con niveles elevados de los
farmacos en sangre, y suele desarrollarse durante las primeras semanas
postrasplante. Clinicamente se manifiesta por un deterioro agudo de la funcion
renal, incluso con oliguria, acompafiada de hipertension arterial e hiperkaliemia.
Supone un cuadro reversible al disminuir la dosis y los niveles de la ciclosporina o

tacrolimus.

b) Nefrotoxicidad cronica: aparece como consecuencia de la exposicion continuada
y prolongada al farmaco. Clinicamente se manifiesta por una afectacion progresiva
e irreversible de la funcién renal. A nivel histologico se han descrito diversas
lesiones, siendo las madas caracteristicas la arteriolopatia hialina, la fibrosis
intersticial en bandas y la presencia de atrofia tubular. A nivel tubular se puede

observar vacuolizacion isométrica de las células epiteliales. Probablemente
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tacrolimus tiene menos efecto nefrotoxico créonico que la ciclosporina, por una

menor induccion en la sintesis de TGF-p.

¢) Microangiopatia trombotica: es bastante infrecuente. Aparece en las primeras
semanas postrasplante y clinicamente suele manifestarse en forma de anemia
microangiopatica (presencia de esquistocitos en sangre periférica, haptoglobina
baja y elevacion de reticulocitos) y alteracion de la funcion renal. El mecanismo
patogénico es probablemente por efecto toxico de los inhibidores de la calcineurina

sobre la célula endotelial.

d) Hipertension y alteraciones electroliticas: la ciclosporina induce hipertension

arterial en alrededor el 60% de los pacientes.

-Neurotoxicidad: relacionada directamente con el mecanismo de accion de la
ciclosporina y tacrolimus, debido a la presencia de la enzima calcineurina a nivel
cerebral. La neurotoxicidad es dosis y niveles dependientes. Las manifestaciones
clinicas principales son la presencia de temblor, cefalea y mareo. Se han descrito
cuadros neurologicos mas severos, como convulsiones, encefalopatia, disartria,
psicosis, etc., aunque actualmente son poco frecuentes. La mayoria de las series

coinciden en que tacrolimus es mas neurotoxico que la ciclosporina.

-Diabetes mellitus: tacrolimus y ciclosporina son toxicos para la célula beta del
pancreas, lo que contribuye al desarrollo de diabetes mellitus postrasplante. Este
efecto es dosis dependiente y en general, se acepta que tacrolimus es mas

diabetogénico que ciclosporina.

-Carcinogénesis: sobre todo con la ciclosporina por su poder mutagénico e

induccion de TGF-p**.
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INHIBIDORES mTOR: SIROLIMUS y EVEROLIMUS

Sirolimus, macrélido obtenido a partir del hongo Streptomyces hygroscopicus, es el
primer inhibidor mTOR desarrollado como inmunosupresor. Everolimus es un
derivado de sirolimus con la sustitucion de dos grupos hidroxilo en posicion 40,
desarrollado para tener una mejor biodisponibilidad oral, pero con algo menos de

potencial inmunosupresor.

Su mecanismo de accion y perfil de seguridad son idénticos. Sirolimus desarrolla
su actividad inmunosupresora a través de la inhibicion de la sefal especifica para
IL-2, inhibiendo la respuesta proliferativa a numerosos estimulos de los linfocitos
B y T. Sirolimus se une a la misma ciclofilina que el tacrolimus, la FKBP, y a
través de esta union inhibe la enzima mTOR que bloquea la accion de la IL-2 y
otros factores de crecimiento a través de dos vias: a) bloqueo de los procesos de
traduccion de fragmentos especificos de ARNm necesarios para la activacion y
proliferacion celular y b) bloqueo de la sintesis proteica a nivel ribosomal. Por este
doble bloqueo sirolimus detiene la activacion del ciclo celular entre las fases G1 y
S. Este efecto antiproliferativo no es especifico de los linfocitos T y B, sind que
también lo desarrolla sobre las células mesenquimales como fibroblastos, células

endoteliales y musculares lisas.

Sirolimus se administra por via oral, con una biodisponibilidad baja (20%) debido a
un metabolismo activo a nivel gastrointestinal antes de alcanzar la circulacion
sistémica. Su vida media de eliminacion es elevada (60 horas), lo que permite una

administracion tnica diaria.

Everolimus tiene una mejor biodisponibilidad intestinal y una menor vida media

(36 horas), lo que condiciona la necesidad de su administracion cada 12 horas. El
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metabolismo es a nivel hepatico por accion de las isoenzimas CYP450, siendo

susceptible a la accion de inductores e inhibidores enzimaticos.

Indicaciones

Sirolimus se utiliza en inmunosupresion de mantenimiento, puede ser utilizado
como terapia inmunosupresora de base (sin inhibidores de la calcinerina o en
combinacion con los mismos) o en sustitucion de los inhibidores de la calcineurina
en pacientes con toxicidad por los mismos, especialmente por neurotoxicidad y/o
presencia de nefropatia crénica del trasplante. El cambio a sirolimus, previo
tratamiento con inhibidores de la calcineurina, no se recomienda antes de los 6
meses después del trasplante (hasta que la funcion del injerto sea estable y las

heridas quirargicas hayan sanado).

Modo de empleo

Sirolimus se puede administrar en combinacion con los inhibidores de la
calcineurina o en terapia libre de calcineuriticos, en combinacion con micofenolato.
La administracion es siempre por via oral. Se recomienda no administrarlo en el
postoperatorio inmediato para evitar efectos secundarios relacionados con su
actividad antiproliferativa y problemas de cicatrizacion de la herida quirtrgica. Las
dosis utilizadas en trasplante renal oscilan entre 2 y 5 mg/dia, administradas en una
sola toma por via oral, siendo los niveles plasmaticos optimos entre 8-12 ng/ml.
Las dosis de everolimus son similares, recomendando iniciar con 1°5-3 mg/dia (en

dos tomas), para alcanzar unos niveles plasmaticos entre 4-8 ng/ml.

Efectos secundarios
La principal aportacion de los inhibidores mTOR es su potencial inmunosupresor
con riesgo minimo de nefrotoxicidad, a diferencia de los inhibidores de la

calcineurina. El principal efecto adverso de sirolimus y everolimus es la induccion
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de dislipemia, especialmente hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia. Este efecto
secundario es dosis dependiente y controlable con farmacos hipolipemiantes. Otro
efecto adverso es la presencia de una moderada mielotoxicidad, en forma de
trombopenia, leucopenia y anemia macrocitica. Otros efectos secundarios menos
frecuentes son incremento de la proteinuria después de la conversion por
inhibidores de la calcineurina, linfoceles postrasplante, problemas en la

cicatrizacion de la herida quirtrgica, edemas y anemia.

INHIBIDORES DE LA SINTESIS DE NUCLEOTIDOS: AZATIOPRINA Y
MICOFENOLATO MOFETIL

AZATIOPRINA

La azatioprina es el derivado 5-imidazdlico de la 6-mercaptopurina (6-MP), que
reacciona con compuestos sulfhidrilo no enzimaticamente, lo que permite una
liberacion lenta de 6-MP, inhibiendo la sintesis de dacidos nucleicos y
obstaculizando la actividad proliferativa de los clones de linfocitos T y B, una vez
activados por la IL-2. La azatioprina representa uno de los primeros
inmunosupresores introducidos en la clinica del trasplante de érganos, aunque hoy
en dia su utilizacion esta practicamente en desuso, por la existencia de farmacos
mas potentes, selectivos y con un mejor perfil de seguridad. Se absorbe
rapidamente por via oral con una biodisponibilidad del 85-90% siendo su

metabolismo bésicamente hepatico y un pequefio porcentaje por via renal.

Indicaciones
La azatioprina se utiliza en inmunosupresion primaria de induccién y de
mantenimiento en asociacion con otros farmacos inmunosupresores. Actualmente

su utilizacion estd restringida a pacientes cronicos, de afios de evolucion, que
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inicialmente fueron tratados con este fArmaco. En trasplantes —de novo- su uso se
limita a pacientes con alergia y/o intolerancia a los otros farmacos

inmunosupresores.

Modo de empleo

El metabolismo de la azatioprina es idiosincrasico, dependiendo de los niveles en
sangre de tio purina metil transferasa (TPMT). La determinaciéon de TPMT orienta
sobre la dosis inicial adecuada para cada paciente.

La dosis inicial suele ser de 1°5-2 mg/kg/dia en una sola toma y por via oral. En el
postoperatorio inmediato puede administrarse también via endovenosa (misma
dosis). Después de los primeros meses de evolucion se recomienda disminuir la

dosis a 1-1’5 mg/kg/dia.

Efectos adversos

El principal efecto secundario de la azatioprina es su mielotoxicidad, dosis
dependiente, y que generalmente se manifiesta en forma de neutropenia y con
menor frecuencia trombopenia. La administracion conjunta con alopurinol,
inhibidor de la xantin oxidasa, estd contraindicada al interferir el alopurinol en el
metabolismo de la azatioprina y aumentar su actividad y mielotoxicidad. También
se han descrito casos de anemia megaloblastica y un componente de hepatoxicidad.
La azatioprina favorece el desarrollo de procesos tumorales, especialmente el

I3 I3 2
cancer cutaneo’.

MICOFENOLATO MOFETIL Y ACIDO MICOFENOLICO

El micofenolato mofetil ha sustituido completamente a la azatioprina en la terapia
inmunosupresora en trasplante de érganos, por su mayor potencial y mejor perfil de

seguridad. El profarmaco micofenolato mofetii (MMF) es un derivado
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semisintético del acido micofendlico (MPA), que es su principio activo. El MPA
deriva de un producto de la fermentacion de un hongo del género Penicillium. El
acido micofendlico con recubrimiento entérico es un nuevo preparado
inmunosupresor, de accion farmacoldgica y perfil de seguridad idéntico al mofetil-

micofenolato.

El MPA es un potente inhibidor reversible selectivo y no competitivo de la enzima
inosin-monofosfato-deshidrogenasa (IMPDH). Esta enzima tiene un papel
fundamental en la sintesis de novo de los purin-nucleétidos, de la cual depende
especificamente la proliferacion de los linfocitos T y B. Dada la escasa absorcion
del MPA se ha sintetizado su éster, el profarmaco micofenolato mofetil, cuya
absorcidn es practicamente completa. El micofenolato mofetil se transforma rapida
y completamente por un proceso de metabolizacién a MPA. Este se metaboliza en
el higado formandose el glucoronido correspondiente (MPAG), sin actividad
farmacologica, que se eliminard por via biliar reabsorbiéndose nuevamente y
constituyendo un ciclo enterohepatico. E1 MPA se elimina principalmente (96%)

por via renal.

Indicaciones

La indicacion principal del micofenolato mofetil es como terapia de induccion y
mantenimiento en combinacion con otros inmunosupresores, como inhibidores de
la calcineurina (ciclosporina y tacrolimus) o inhibidores de mTOR (sirilimus). El
micofenolato mofetil es muy eficaz en la prevencion del rechazo agudo, aunque
también se ha mostrado eficaz en algunos casos en el tratamiento del rechazo
agudo refractario e incluso podria tener un papel importante en la prevencion del

rechazo cronico.
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Modo de empleo

Estd indicado como farmaco coadyuvante de otros inmunosupresores, como
ciclosporina, tacrolimus o sirolimus. La dosis habitual inicial es de 1'5-3 g/dia, por
via oral y repartido en 2 o 3 tomas, con unos niveles plasmaticos entre 2-4 ng/ml.
Durante el curso postrasplante se pueden reducir progresivamente las dosis de
micofenolato mofetil dependiendo de la eficacia y tolerancia del firmaco. En
pacientes con insuficiencia renal es necesario reducir las dosis para evitar

problemas de toxicidad.

Efectos secundarios

El principal efecto adverso del micofenolato mofetil y del 4cido micofendlico son
las alteraciones gastrointestinales como dolor abdominal, nduseas, vomitos y
especialmente diarrea, y la toxicidad medular en forma de anemia, leucopenia o
trombocitopenia. Son efectos secundarios dosis dependientes que mejoran
reduciendo la dosis. Las dosis elevadas de micofenolato mofetil se han relacionado

con una mayor incidencia de infecciones oportunistas.

ANTICUERPOS ANTILINFOCITARIOS MONO O POLICLONALES

Los anticuerpos antilinfocitarios mono o policlonales son productos biologicos
dirigidos contra proteinas de superficie de la membrana linfocitaria, para bloquear
de manera intensa y temporal la respuesta inmunoldgica. Su indicacion es la
prevencion del rechazo agudo en inmunosupresion de induccion y el tratamiento

del rechazo agudo corticorresistente.
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ANTICUERPOS MONOCLONALES (muromonab-CD3 y basiliximab)

Las principales ventajas de los anticuerpos monoclonales frente a los policlonales
son la pureza del producto, al no contener anticuerpos antiplaquetarios o
antieritrocitarios, y la homogeneidad del producto, que evita variabilidades entre

diferentes lotes.

MUROMONAB-CD3

Constituye el primer anticuerpo monoclonal antilinfocitario disponible en el
mercado en la prevencion y tratamiento del rechazo agudo. Actualmente, debido a
la existencia de otros anticuerpos mono y policlonales mas potentes y selectivos y
con mejor perfil de seguridad, el muromonab-CD3 practicamente ha dejado de ser

utilizado en trasplante renal.

Mecanismo de accion

Anticuerpo monoclonal de origen murino que reacciona contra el complejo
CD3/TCR, proporcionando un efecto de bloqueo en la generacion y funcionalismo
de las células T maduras. Las células T son lisadas y secuestradas por el sistema

reticuloendotelial, desapareciendo de la sangre periférica.

Indicaciones
1-Prevencion del rechazo agudo como tratamiento de induccién. Especialmente
indicado en receptores hiperinmunizados y en la prevencion de la necrosis tubular

aguda (donante de edad avanzada, isquemia fria prolongada, donante en asistolia).

2-Tratamiento del rechazo agudo. Especialmente en el rechazo agudo severo o

corticorresistente.
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Modo de empleo

La dosis habitual es de 5 mg/dia (2’5 mg/dia en pacientes pediatricos) durante 5-10
dias. Se administra en forma de inyeccion intravenosa, que se infunde durante un
minuto. Para prevenir el sindrome de liberacion de citocinas se recomienda
administrar concomitantemente dosis elevadas de corticosteroides y/o

antihistaminicos.

Efectos secundarios

El mas caracteristico es el sindrome de liberacion de citocinas que aparece tras la
administracion de la primera dosis y que esta relacionado con la masiva liberacion
de TNF-a, IL-1 y interferon-y. Suele manifestarse con fiebre, escalofrios,
artromialgias, cefalea, vomitos y diarrea. En casos mas graves se han descrito
reacciones meningeas, broncoespasmo y edema pulmonar. Existe un elevado riesgo
de infeccion por gérmenes oportunista (CMV, Aspergilus, etc.) coincidiendo con su
administracion, por lo que se recomienda tratamientos profilacticos. También se ha
descrito un mayor riesgo de neoplasias, sobre todo trastornos

linfoproliferativos™-*.

BASILIXIMAB

Anticuerpo monoclonal dirigido contra la subunidad o del receptor de la IL-2
(antigeno CD25). Su utilizacidon esta especialmente indicada en la prevencion de
los episodios de rechazo agudo en el postrasplante inmediato, en pacientes con un
riesgo inmunol6gico moderado. Su principal ventaja es su buena tolerancia clinica,
no aumentando el riesgo de infecciones oportunistas. Se han descrito algunas

reacciones alérgicas secundarias a su administracion endovenosa.
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El Basiliximab es un anticuerpo quimérico de origen murino, formado por IgGlk
dirigida contra la cadena o del receptor de IL-2. Se administran inicamente dos
dosis: en el momento del trasplante y el 4° dia postrasplante (20 mg iv). Se tolera

bien sin efectos secundarios importantes.

Anticuerpos ANTILINFOCITARIOS POLICLONALES

Los diferentes anticuerpos policlonales se distinguen ente si por el tipo de material
empleado para la inmunizacién (células timicas o linfoblastos) y el animal al que se
aplican (caballo, conejo). El suero obtenido de los animales inmunizados se somete
a diversos procedimientos de purificacion, con el fin de evitar la presencia de
anticuerpos cruzados contra otros elementos (plaquetas, eritrocitos) obteniéndose
un preparado rico en inmunoglobulinas. Estan constituidos por IgG dirigidas contra
diversos antigenos de superficie de las células T, con un mecanismo de accion
basado en la deplecion de linfocitos y en el bloqueo de su funcion. El principal
inconveniente de estos productos es la falta de homogeneicidad en la concentracion
de inmunoglobulinas entre los distintos tipos de preparado y también entre lotes de
un mismo tipo de productos. Con el fin de ajustar la dosis a la respuesta individual,
es aconsejable monitorizar el recuento de linfocitos y las subpoblaciones

linfocitarias.

Mecanismo de accioén

Presentan un mecanismo de accion multiple: 1) Deplecion de linfocitos
(eliminacion de las células diana); 2) Estimulacion de mecanismos
inmunorreguladores que redireccionan la respuesta celular, transformando la célula

T activada con capacidad alodestructiva en tolerante.
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Indicaciones

1-  Prevencion del rechazo agudo (tratamientos de induccion). Estan
especialmente  indicados en receptores de riesgo inmunologico alto
(hiperinmunizados y segundos trasplantes) y en la prevencion de la necrosis tubular

aguda en pacientes de riesgo.

2-  Tratamiento del rechazo agudo corticorresistente. Constituyen el segundo
escalon terapéutico en el tratamiento del rechazo agudo en casos de rechazo

corticorresistente.

Modo de empleo

La dosificacion depende del producto utilizado.

-Cuando se utiliza globulina de caballo (ATGAM®) la dosis suele oscilar entre 10-
15 mg/kg por dia.

-Con globulina de conejo (Timoglobulina®) la dosis suele variar ente 1°5-5
mg/kg/dia.

La duracion del tratamiento oscila entre 7 y 14 dias. Se utilizan en infusion
intravenosa lenta (4-6 horas) diluido en solucién salina. El recuento de células T

absolutas en un método eficaz para ajustar la dosis.

Efectos secundarios

Los efectos secundarios pueden deberse a fendmenos de intolerancia o a un efecto
inmunosupresor excesivo. Se deben administrar de forma lenta (6-8 horas) a través
de un cateter venoso central y diluidos en suero salino o glucosado.

Puede aparecer fiebre elevada y escalofrios y fendmenos de anafilaxia,
especialmente en relacion a las primeras dosis. Debe monitorizarse el recuento de
plaquetas y leucocitos y suspender temporalmente el tratamiento si descienden por

debajo de 50.000/mm o 2.500/mm, respectivamente. Existe un elevado riesgo de
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infeccion por gérmenes oportunistas a corto plazo, por lo que se recomienda

administrar tratamientos profilacticos, y de neoplasias a medio y largo plazo®'*%.

1.3-INMUNOSUPRESORES COMO FACTORES DE RIESGO DE CANCER
CUTANEO

Existen multiples estudios que determinan el papel etiopatogénico de la terapia
inmunosupresora en la aparicion de cancer cutaneo en pacientes trasplantados.
Existe controversia si mas que el tipo de agente inmunosupresor utilizado, estan
mas implicados en la patogenia de estos tumores la intensidad y duracién de la

inmunosupresion.

FARMACOS INMUNOSUPRESORES

Los farmacos inmunosupresores utilizados han variado a lo largo del tiempo.

Al inicio de los afios 70 los primeros trasplantes se mantuvieron gracias al uso de
prednisona, azatioprina y ciclofosfamida. Posteriormente se introdujo la
ciclosporina y desde los afios 90 se usan nuevas moléculas con un mejor perfil
farmacologico como el micofenolato —mofetil, tacrolimus y posteriormente los
inhibidores mTOR: rapamicina, también llamado sirolimus y su analogo, la hidroxi-
etil rapamicina (everolimus). Estos tltimos, son responsables de una verdadera

revolucion en el campo de los trasplantes y en oncologia.

Algunos autores sugieren un mayor riesgo asociado al uso de azatioprina y
ciclosporina, ya que ambas drogas ademas de inmunosupresoras son mutagénicas.
El tratamiento con azatioprina fotosensibiliza la piel humana a la radiaciéon UVA.
El acido desoxirribonucleico (ADN) de la piel de los pacientes que reciben dosis

terapéuticas de azatioprina contiene 6-tioguanina, lo que provoca fotosensiblidad
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cutdnea y fotocarcinogénesis acelerada®. Se ha demostrado que la ciclosporina,
mediante un aumento del TGF-B, induce la progresion del cancer de piel

interfiriendo en las mecanismos de reparacion del ADN dependientes de p53**2.

La experiencia que existe hasta ahora respecto al uso de los inhibidores mTOR en
pacientes trasplantados demuestra que el riesgo asociado a desarrollar neoplasias
malignas es inferior a los tratamientos inmunosupresores previos. A sus
propiedades inmunosupresoras debemos de afiadir sus cualidades antitumorales y

antiangiogénicas™ .

El papel potencial de la rapamicina como agente antiangiogénico ofrece una
alternativa terapéutica en la progresion del sarcoma de kaposi en pacientes
trasplantados, donde las estrategias anteriores incluian la reduccion o suspension de
la terapia inmunosupresora. Asi sirolimus se ha convertido en una de las principales
opciones para el tratamiento de sarcoma de kaposi en pacientes trasplantados al

s sz : : r 4
demostrarse la mejoria o resolucion de las lesiones al asociar este farmaco™.

Varios ensayos prospectivos estan en curso para evaluar los posibles efectos
antineoplasicos de los inhibidores de mTOR en el cancer de piel en pacientes

trasplantados.

Asimismo, existen estudios que asocian el desarrollo de CCNM al tratamiento con

anticuerpos mono/policlonales en el tratamiento de inducciéon®' .

INTENSIDAD Y DURACION DE LA INMUNOSUPRESION

Los régimenes inmunosupresores mantenidos largo tiempo y combinando varias

drogas se asocian a un mayor riesgo de cancer de piel.
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Varios estudios™* han demostrado que los pacientes que reciben triple
inmunosupresion (por ejemplo ciclosporina, prednisona o azatioprina o sirolimus)
tienen un mayor riesgo de desarrollar cancer de piel en comparacion con los que
reciben dos farmacos (por ejemplo prednisona y azatioprina o sirolimus).

Diferentes centros de trasplantes han estudiado estrategias de minimizacion de la
inmunosupresion para reducir la incidencia de tumores malignos cutdneos en
pacientes seleccionados®. En un estudio*® compararon los beneficios a largo plazo
de monoterapia con inhibidores de la calcineurina con respecto a la incidencia de
cancer de piel en comparacion con bi o triterapia. En el grupo de monoterapia se
observo una mayor supervivencia del injerto asi como una reduccion significativa
en la incidencia de cancer de piel después de 12 afios postrasplante. Los autores
concluyeron que la monoterapia con inhibidores de la calcineurina debia ser
considerada un régimen beneficioso y seguro reduciendo la incidencia de cancer de
piel en determinados pacientes, pero a pesar de esta evidencia, los regimenes de

terapia triple siguen siendo una practica habitual.

2- EXPOSICION SOLAR Y FOTOTIPO

Al igual que ocurre en la poblacion general, la incidencia de carcinoma cutaneos
en los pacientes trasplantados varia en funcion de la latitud del pais, siendo mas
frecuentes en paises con climas mas calidos, lo que demuestra la clara participacion

de la exposicion solar en la etiopatogenia del CCNM '

La mayor parte de estos tumores aparecen en areas de piel fotoexpuesta y la
incidencia de los mismos es mayor en pacientes trasplantados con exposicién solar

elevada®*.
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Ademas la tasa de aparicion de CCNM disminuye si los pacientes adoptan practicas

para protegerse del sol*"*.

TIPO DE PIEL

Pacientes con fototipo de piel Fitzpatrick I a III tienen mas riesgo de desarrollar

, . . .. 19
cancer de piel al estar menos protegidos a las radiaciones UV "".

3- VIRUS

Los virus son los principales agentes infecciosos asociados al cancer en humanos.
La influencia del virus del papiloma humano en el desarrollo de carcinomas
cutaneos es un tema controvertido que ha motivado la realizacion de numerosos

estudios en las ultimas décadas.

4- EDAD

Al igual que ocurre en la poblacion general, la edad también ha demostrado ser un
factor de riesgo importante para el desarrollo de los carcinomas cutaneos en

pacientes trasplantados.

En los pacientes de edad avanzada existe una mayor incidencia de cancer de piel

frente a los pacientes mas jovenes.

Segiin Weed M et al*’, la mitad de los pacientes que recibieron el trasplante a partir

de los 60 afos desarrollaron al menos un carcinoma cutaneo en los primeros 12
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afios tras el trasplante y esta cifra se redujo al 6% cuando los pacientes recibieron el

trasplante entre los 18 y 40 afos.

Otros estudios remarcan la diferencia en la rapidez de aparicion del cancer de piel
entre los receptores del trasplante de mas de 50 aflos en comparacion con los

menores de 50 afios. Asi en el estudio de Euvrard S et al*

el tiempo medio de
latencia entre el trasplante y el primer tumor cutaneo fue de 8 afios en pacientes
trasplantados antes de los 40 afios, mientras que los trasplantados después de los 60

afios desarrollaron tumores en menos de 3 afios.

La menor eficacia del sistema inmunologico con la edad, el estado de
inmunosupresion y la radiacion UV acumulada con el paso de los afios pueden

explicar estos hechos.

5- FACTORES INMUNOLOGICOS

Algunos estudios sugieren que determinados factores inmunologicos pueden tener

un cierto papel en la desarrollo de carcinomas cutdneos en pacientes trasplantados.

El complejo mayor de histocompatibilidad contiene un gran nimero de genes
polimorfos que codifican antigenos de clase I (HLA-A, By C) y antigenos de clase
II (HLA-DR, DQ y DP). La importancia de la coincidencia de los antigenos HLA
para la supervivencia del injerto renal estd bien establecida’. Segin algunos
estudios estos antigenos también tendrian un papel importante en la defensa del
huesped contra el desarrollo y diseminacion de tumores. En el estudio de Bouwes et
al’® el riesgo de carcinoma de células escamosas se increment6 en los receptores no
coincidentes de los antigenos HLA-B. En este estudio, el riesgo relativo de

aparicion de CEC fue de 2°6 y 5 con desajuste de uno o dos antigenos HLA-B,

42



Introduccién

respectivamente, en comparacion con ningun desajuste. Los desajustes de HLA-A 'y
HLA-DR no tuvieron ningun efecto sobre el riesgo de aparicion de CEC y no hubo
asociacion entre los desajustes de cualquier loci HLA y la aparicion de carcinoma

basocelular.

En otros estudios™ se observd que la ausencia de HLA-A11 en los receptores de
trasplante renal se asociaba con mayor frecuencia a cancer cutaneo, hallazgo éste
que sugeria un papel protector del HLA-A11 en la aparicion de tumores. Al mismo
tiempo encontraron una asociacion positiva entre HLA-B27 y HLA-DR7 y
aparicion de tumores. Sin embargo en otros estudios™ no se confirmaron estas

asociaciones.

6- TIPO DE ORGANO TRASPLANTADO

La mayoria de estudios>°

consideran que en el trasplante cardiaco existe mayor
riesgo de desarrollar CCNM que en el trasplante renal. Estas diferencias podrian
explicarse por la mayor edad de los receptores o el mayor grado de
inmunosupresion en el trasplante cardiaco. Los receptores de trasplante hepatico

parecen tener menor riesgo de CCNM”’.

7- SEXO

La mayoria de estudios no encuentran diferencias en la incidencia de CCNM entre
hombres y mujeres™. Algunos estudios™ muestran una mayor predisposicion del
hombre frente a la mujer a desarrollar carcinoma cutaneo, aunque sin alcanzar
significacion estadistica. Esto podria explicarse por una mayor frecuencia de
actividades al aire libre en la poblacion masculina, pero estos estudios no son

concluyentes al respecto.
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8- TIEMPO DE DIALISIS PRETRASPLANTE

Para algunos autores el tiempo de dialisis pretrasplante podria estar relacionado con
el aumento del cancer cutaneo, aunque tampoco hay estudios concluyentes al

respecto5 00,

9- OTROS

COFACTORES MOLECULARES

El gen p53 es el gen mas frecuentemente mutado en los canceres de piel. El gen
p53 se sitia en el brazo largo del cromosoma 17 y contiene 11 exones. La
capacidad de p53 de inducir apoptosis resulta fundamental para su funcién como
gen supresor de tumores. Mutaciones en el gen p53 han sido comunmente
detectadas en pacientes trasplantados y pueden servir como un buen indicador de

. , 4 1
r1esgo de cancer cutaneo .

Al mismo tiempo también se han reportado mutaciones en los genes PTCH a través

de la via de sefializacion “Hedgehog™ en el carcinoma basocelular ®'.

VORICONAZOL
El voriconazol es un medicamento antimicético aprobado para el tratamiento de la

aspergilosis invasiva en receptores de trasplantes.

Aunque no existe suficiente evidencia para considerar esta droga un factor de riesgo
de cancer de piel, recientemente se han publicado varios trabajos que sugieren su
implicacion en el desarrollo de cancer cutaneo y lesiones displasicas en pacientes
inmunosuprimidos. Asi, Cowen et al®® describe una serie de 8 pacientes

inmunosuprimidos en tratamiento croénico con voriconazol, que en un tiempo muy
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breve desarrollaron signos de dafio actinico, multiples lentigos y efélides, queratosis
actinicas y un total de 51 carcinomas epidermoides. Una publicacion® que se
refiere a un caso aislado, presenta un paciente renal que a los 18 meses de recibir
tratamiento continuado con voriconazol desarrolld una reaccion fototoxica que
coincidié temporalmente con la aparicion de multiples queratosis actinicas. A los
pocos meses de la reaccion cutanea se detectd un carcinoma espinocelular en la
region temporal de rdpido crecimiento, con invasion perineural y de los ganglios
linfaticos y metastasis parotideas. Es importante resefiar que el inicio de estas
lesiones displasicas y de cancer de piel se asocia con el antecedente del desarrollo
de una reaccion fototoxica, por lo que es necesario el seguimiento estrecho de estos
pacientes inmunosuprimidos que reciben voriconazol especialmente si desarrollan

esta reaccion fototoxica.

PACIENTES CON ANTECEDENTES DE LEUCEMIA O LINFOMA
Los pacientes con antecedentes de linfoma o leucemia antes o después del
trasplante tienen un riesgo adicional de desarrollar cancer de piel en el periodo

postrasplante®.

TRATAMIENTOS PREVIOS CON BIOLOGICOS/PUVA
Los tratamientos bioldgicos y la fototerapia pueden predisponer al desarrollo de

CCNM postrasplante.

Los pacientes con psoriasis tratados con PUVA (fotoquimioterapia con psoraleno y
radiacion ultravioleta A) tienen mayor riesgo de CCNM, debido al poder
mutagénico e inmunosupresor del PUVA®. Ademas existen estudios® que
demuestran una mayor prevalencia del virus del papiloma humano en los pacientes

tratados con PUVA, lo cual podria aumentar el riesgo de CCNM en estos pacientes.
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IV. VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

1- ESTRUCTURA DEL VIRUS

El virus del papiloma humano (VPH) pertenece a la familia de virus
Papillomaviridae. Anteriormente, compartian familia los papilomavirus y los
poliomavirus formando la familia Papoviridae debido a que ambos compartian las
caracteristicas de poseer un genoma circular de ADN de doble cadena y tener una
capside icosaédrica sin envoltura. Sin embargo, con las nuevas técnicas de
secuenciacion del genoma, se ha demostrado que estas similitudes son superficiales
y que existen diferencias suficientes para considerarlos dos familias de virus
diferentes. Los papilomavirus son pequefios virus de ADN circular encapsulado de
escasamente 8.000 pares de bases. Su estructura, esquematizada en la figura 6, es
compartida por los mas de 100 tipos de VPH secuenciados hasta la fecha y consta
de varios genes de dos tipos diferentes: hasta ocho genes de expresion temprana o
“early” (E1-E8), cuya expresion se traduce en proteinas implicadas en la
regulacion y replicacion viral, y 2 genes de expresion tardia o “late” (L1, L2) cuya
expresion genera las proteinas para el ensamblaje de la cubierta viral, la
capside®”®. Una region de control, denominada “long control region” (LCR), sera
la encargada de controlar la expresion de los genes tempranos E6 y E7. En la tabla

2 se esquematiza la funcion de las principales proteinas del VPH.

Mientras que los genes de expresion temprana difieren notablemente en su
secuencia entre los diferentes tipos de VPH, los genes de expresion tardia presentan
notables similitudes entre ellos. Esta peculiaridad convertird a estos genes,

especialmente a L1, en la diana principal de la deteccion de ADN viral.
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Figura 6. Estructura genémica del VPH

Tabla 2- Funciones de las proteinas “Early” y “Late™ °"

PROTEINA FUNCIONES

El Inicia replicacion

E2 Transcripcion, colabora con la El1 en la replicacion. Reprime la
expresion de E6 y E7

E4 Involucrada en la maduracion de los viriones y en la salida de la
célula

ES Estimula proliferacion de queratinocitos

E6 Coopera con E7 para inmortalizar los queratinocitos. Se una a p53

E7 Coopera con E6 en la inmortalizacion de los queratinocitos
Se une a la proteina del gen Rb

L1 Proteina mayor de la capside

L2 Proteina menor de la capside
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2- CLASIFICACION DE LOS VPH

El virus del papiloma se conoce internacionalmente como HPV, aunque en
castellano se emplea la abreviatura VPH respetando la gramatica de nuestro
idioma. Todos los tipos de VPH se -caracterizan por ser epiteliotropos.
Clasicamente® se han dividido en mucosos, cutineos o asociados a
epidermodisplasia verruciforme (EV). La introduccion de las nuevas técnicas de
biologia molecular ha supuesto un cambio en la nomenclatura del VPH. De
acuerdo con la actual clasificacion taxonémica’, la familia Papillomaviridae esta
compuesta por 16 géneros, que se identifican con las letras griegas (figura 7, tabla
3). Cada género incluye una o varias especies, que van numeradas, y dentro de las
especies encontramos los tipos, subtipos y variante. El género engloba las especies
con una homologia de secuencia del gen L1 superior a un 60%. La especie incluye
los tipos que comparten mas de un 70% de secuencia en la region L1. Dentro de
cada especie se incluyen los tipos virales. Los diferentes tipos virales de una misma
especie comparten entre un 71-89% de secuencia en la region L1. Un grado de
homologia de un 90% hasta un 98% define un subtipo viral y una homologia

superior a un 98% define las variantes de un tipo (figura 8).
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Tabla 3- Caracteristicas basicas de los géneros papilomavirus’®

GENERO Especie TIPO OTROS TIPOS COMENTARIOS
ALPHA 1 VPH-32 VPH-42 Lesiones beningas mucosa oral o genital

2 VPH-10 VPH-3,28,29,78,94  Lesiones cutaneas y mucosas de bajo riesgo.
Mas frecuente lesiones cutaneas

3 VPH-61 VPH-72,81,83,84 Lesiones mucosas bajo riesgo

4 VPH-2 VPH-27,57 Verrugas vulgares. Verrugas genitales en
nifios.

5 VPH-26 VPH-51,69,82 Lesiones mucosas de alto riesgo, pero
también lesiones benignas

6 VPH-53 VPH-30,56,66 Lesiones mucosas de alto riesgo, pero
también lesiones benignas

7 VPH-18 VPH-39,45,59,68,70 Lesiones mucosas de alto riesgo.

8 VPH-7 VPH-40,43 Lesiones cutaneas y mucosas de bajo riesgo.
HPV-7 conocido como HPV de las verrugas
de los carniceros, afecta con frecuencia a
pacientes HIV+

9 VPH-16 VPH-31,33,35, Lesiones mucosas de alto riesgo

52,58,67

10 VPH-6 VPH-11,13,44,74 Lesiones mucosas de bajo riesgo. HPV-6 en
carcinoma verrucoso

11 VPH-34 VPH-73 Lesiones mucosas alto riesgo

12 RhPV-1 - Lesiones mucosas en monos Rhesus

13 VPH-54 - Lesiones mucosas bajo riesgo

14 CandVPH-90 - Lesiones mucosas bajo riesgo

15 VPH-71 - Lesiones mucosas bajo riesgo
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BETA 1 VPH-5 VPH-
8,12,14,19,
20,21,25,36,47,
93

2 VPH-9 VPH-15,17,22,
23,37,38,80
3 VPH-49 VPH-75,76
4 VPHcand92 -
5 VPHcand96 -
GAMMA 1 VPH-4 VPH-65,95
2 VPH-48 -
3 VPH-50 -
4 VPH-60 -
5 VPH-88 -
DELTA 1 EEPV RPV
2 DPV -
3 OvPV1 OvPV2
4 BPV-1 BPV-2

Lesiones cutaneas. Cominmente asociado a
lesiones en EV o pacientes inmunodeprimidos.
Normalmente lesiones benignas, pero también
asociado a lesiones malignas , incluso en pacientes
inmunocompetentes.

Lesiones cutaneas. Cominmente asociado a
lesiones en EV o pacientes inmunodeprimidos.
Normalmente lesiones benignas, pero también
asociado a lesiones malignas , incluso en pacientes
inmunocompetentes.

Lesiones cutaneas benignas

Lesiones cutaneas pre-y malignas

Lesiones cutaneas pre-y malignas

Lesiones cutaneas. Histoldgicamente
distinguible por cuerpos de inclusion
homogéneos intracitoplasmaticos.

Lesiones cutaneas

Lesiones cutaneas

Lesiones cutaneas

Lesiones cutaneas

Papilomavirus alce europeo. Gen E9 dentro ELR
con capacidad transformadora.

Papilomavirus ciervo. Gen E9 dentro ELR con
capacidad transformadora.

Papilomavirus ovino
Papilomavirus bovino. Gen E5 dentro ELR con

capacidad transformadora. Infeccion trans-especie.
Causa infeccion en caballos

EV: epidermodisplasia verruciforme
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EPSILON

ZETA

ETA

THETA

IOTA

KAPPA

LAMBA

MU

NU

XI

OMIKRON

PI

BPV-5

EcPV

FcPV

PePV

MnPV

CRPV

ROPV

COPV

FdPV

VPH-1

VPH-63

VPH-41

BPV-3

PsPV

HaOPV

BPV-4,6

Papilomavirus bovino, lesiones cutaneas

Lesiones cutaneas en caballos. Equus caballus
papillomavirus.

Papilomavirus de aves. Lesiones cutaneas.
Fringilla coelebs papillomavirus.
No tiene E6 y E7 es una forma ancestral E6/E7

Papilomavirus de aves. Psittacus erithacus timneh
papillomavirus.

Papilomavirus de roedores. Mastomys natalensis
papillomavirus.

Papilomavirus aislado en conejos. Lesiones en
piel

Papilomavirus aislado en conejos. Lesiones orales
Papilomavirus oral canino.

Papilomavirus de gatos. Felis domesticus
papillomavirus.

Papilomavirus humano. Histol6gicamente
distinguible por cuerpos de inclusion
intracitoplasmaticos heterogéneos.
Papilomavirus humano. Histol6gicamente
distinguible por cuerpos de inclusién
intracitoplasmaticos filamentosos.

Papilomavirus humano. Lesiones benignas y
malignas en piel.

Papilomavirus bovino

Aislado en verrugas genitales en cetaceos.
Phocoena spinipinnis papillomavirus

Aislado en lesiones mucosa oral en hamsters.
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Posteriormente se han ido caracterizando mas tipos de VPH. En el articulo de
Bernard et al” del afio 2010 se identifican un total de 189 tipos de VPH. Kohler et
al™ en 2011 identifica 10 tipos nuevos de VPH cutaneos en lesiones queratdsicas

en pacientes inmunodeprimidos.

3- PODER ONCOGENICO DEL VPH

3.1-CICLO REPLICATIVO DEL VPH”

La mayoria de los estudios del VPH se centran en el analisis de los tipos VPH de

alto riesgo, en concreto el VPH-16, que es la primera causa de cancer cervical.

1-Infeccion e internalizacion del virus

La infeccion inicial requiere el acceso de las particulas infecciosas a las células de
la capa basal, generalmente tras un microtraumatismo. Una vez en la capa basal,
para que la infeccion se mantenga es preciso que afecte a una célula madre epitelial
(en el caso de la piel, las células madre son abundantes dentro del foliculo piloso).
El mecanismo de adhesion del virus a la superficie de la célula no es del todo
conocido, pero parece que depende de la presencia de heparan sulfato en la
superficie celular™. La internalizacién del virus, que dura unas horas, se produce
mediante la endocitosis de los virus en vesiculas cubiertas de clatrina. Una vez
dentro de la célula, para que el ADN viral sea transportado al nucleo, se produce la

rotura de la capside icosaédrica por sus puentes disulfuro.

2-Mantenimiento del genoma
Una vez el ADN del virus esta dentro del ntcleo de la célula basal del epitelio, se
mantiene en su forma episémica, es decir como un plasmido, no intregrado en el

genoma celular. El genoma viral se mantiene en la capa basal bajo un reducido
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numero de copias por célula, alrededor de 10-200 copias por célula, y las proteinas

virales tempranas (E6, E7, E1 y E2) se expresan en bajo nivel.

3-Fase proliferativa

En el epitelio no infectado, las células basales salen del ciclo celular en las capas
suprabasales para seguir su ascenso por el epitelio a la vez que maduran,
sometiéndose a un proceso de diferenciacion terminal. En las células infectados por
el VPH no se produce esta salida del ciclo celular, pues las proteinas E6 y E7
expresadas en las células infectadas por el virus impiden la salida del ciclo celular
ayudadas por el promotor viral p97. La proteina E7 se asocia con la pRB (proteina
reguladora del ciclo celular, que mientras se mantiene unida al factor de
transcripcion E2F impide la entrada en la fase S del ciclo celular). La unién de la
proteina E7 a la pRb, desplaza a E2F y conduce a la expresion de proteinas
necesarias para la replicacion celular (como la ciclina E, necesaria para la entrada
en la fase S del ciclo celular). Por otro lado, E7 también se puede asociar a otras
proteinas involucradas en la proliferacion celular como las histonas desacetilasas y

los inhibidores de la ciclina dependientes de kinasa p21 y p27.

A pesar de esta capacidad de estimular la proliferacion celular, en las capas
suprabasales solo un subgrupo pequefio de células tiene actividad mitdtica. Asi
parece que la capacidad de la proteina E7 de entrar en fase S se limita al conjunto
de células con bajos niveles de p21/p27, o que expresan altos niveles de E7 capaces

de superar el bloqueo para entrar en la fase S del ciclo celular.

La proteina viral E6 complementa el papel de la E7. E6 evita la apoptosis de las
células con ADN alterado. Para ello, E6 se une a la proteina celular p53 inhibiendo
su accion proapoptotica. Ademas, también se puede unir a las proteinas

proapoptoticas Bak y Bax.
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4-Replicacion del genoma

Para la produccion de viriones infecciosos, el papilomavirus debe ampliar sus
genomas virales y empaquetarlos en particulas infecciosas.

La replicacion se produce en las capas epiteliales medias y altas, en las células que
han entrado en la fase S, y requiere la expresion de proteinas implicadas en la
replicacion viral (E1, E2, E4 y ES). El complejo de iniciacion E1/E2 es necesario
para iniciar la replicacion del genoma viral. Asi, niveles altos de El1 y E2
permitiran que haya un ntimero elevado de copias de ADN viral en las capas altas

del epitelio.

5-Sintesis del virus

El virus del papiloma codifica dos proteinas estructurales que son expresadas en las
capas altas del epitelio del tejido infectado una vez la amplificacion viral del
genoma se ha completado. Estos proteinas estructurales son las proteinas L1y L2
que corresponden a las proteinas de la capside. Una vez ensambladas, el virus ya ha
completado su ciclo y es capaz de infectar una vez se libera de la célula donde se
hospeda. La proteina E4 contribuye a esta liberacion del virus gracias a su

capacidad de unirse a la queratina y alterar su integridad.

Una vez producida la infeccion puede ocurrir que la infeccion regrese y el virus se

encuentre en forma latente o que exista una transformacion tumoral.

A) Regresion de las lesiones y latencia viral

La importancia del sistema inmune para controlar la propagacion de la enfermedad
esta bien establecida, asi los pacientes con defectos inmunitarios pueden desarrollar
lesiones generalizadas refractarias al tratamiento. La infeccién por VPH es un

problema importante en pacientes trasplantados, infectados por VIH, y en algunos
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pacientes con defectos geneticos que afectan a las células inmunitarias. Por otra
parte, la deteccion frecuente de VPH-16 en lesiones cervicales en ausencia de
enfermedad obvia puede ser explicada por el estado latente del virus gracias al

control del sistema inmune.

B) Infeccidn productiva, infeccion abortiva y cancer asociado a VPH

En ausencia de regresion, las lesiones persisten y pueden en algunos casos
progresar al cancer. Una caracteristica comun de los virus tumorales es su
capacidad para causar tumores en los lugares donde su ciclo de vida productiva no
se puede completar. Los VPH de alto riesgo del género o han sido asociados con
cancer de cérvix en humanos, mientras que los virus del género B (especialmente
B1) han sido implicados en el desarrollo de CCNM. El evento clave en la
progresion de las lesiones a cancer resulta de una desregulacion en la expresion
viral de proteinas transformadoras (E6 y E7), lo que conduce a un aumento de la
proliferacion de células en las capas inferiores del epitelio y la incapacidad para
reparar mutaciones secundarias en el ADN de la célula huésped. En el cancer de
cuello de utero la progresion de neoplasia intraepitelial grado 3 (CIN3) al cancer
ocurre en las lesiones que contienen copias integradas del genoma viral. El ciclo
vital se ve alterado en su fase de proliferacion, donde E6 y E7 estan implicados. En
esta fase se produce una proliferacion celular descontrolada, debido a la accion de
E7, con mutaciones en el ADN celular que la propia célula no puede reparar por la
accion de E6. Por otro lado, E2 y E4, los genes que tienen un control negativo
sobre el crecimiento celular, estan disminuidos. Estos genes E2, E4 y también ES y
parte de L2 dejan de expresarse debido a la integracion del ADN del virus al ADN
de la célula. Aunque otros tipos de VPH tales como el supergrupo 31 también estan
asociados con CCNM, no se ha podido demostrar en estos casos la integracion del

virus en el genoma de la célula huésped.
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En las lesiones benignas causadas por el VPH, el ADN viral se encuentra
generalmente en forma episdmica, en el nticleo, no integrado en el genoma de la
célula huésped. En el cancer cervical, el ADN viral se encuentra integrado en el
genoma celular. Por el contrario, no se ha reportado integracion del genoma de

VPH-B en el CEC cuténeo’.

32-VPH Y CANCER CUTANEO NO MELANONA: MECANISMOS
MOLECULARES

El mecanismo por el cual el VPH causa oncogénesis en el CCNM no esta aun
aclarado. El genoma de los VPH mucosos (VPH-a) contiene los genes E6 y E7
que se replican como episomas independientes del ADN del huésped y
potencialmente actian dafiando los genes supresores p53 y Rb. La integracion en el
genoma del huésped pueda causar disrupcion de la estabilidad genomica y facilita
la progresion hacia la transformacion celular; éste seria el mecanismo de induccion
de cancer de cervix y de carcinomas anogenitales. En un principio se intentd
extrapolar los mecanismos identificados en los VPH mucosos oncogénicos para
determinar cuales serian las estrategias o mecanismos moleculares de los VPH-3
(y VPH-y) para inducir carcinogénesis cutanea. Sin embargo se comprob6 que las
vias de actuacion de los tipos cutdneos son diferentes, bastante mas complejas y
posiblemente en colaboracidon con otros cofactores como la radiacion UV o la
inmunosupresion. Desde el punto de vista molecular parece que los VPH-B y la
radiacion UV se alian y se potencian. Asimismo, los VPH-3 también parecen
tener capacidad para interceptar el sistema inmune, en ocasiones ya bloqueado por
una inmunosupresion subyacente en el paciente, logrando asi evadir no solo las
defensas intrinsecas del ciclo celular, sino los mecanismos de presentacion

antigénica de la inmunidad celular. Por tanto, parece que los VPH-B podrian
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desempefiar un papel en el desarrollo de carcinomas cutineos, sobre todo en

circunstancias de inmunosupresion y exposicion solar alta.

En las investigaciones realizadas en modelos animales, en concreto en ratones
transgénicos a los que se les introdujeron genes de la region “Early” de diferentes
VPH-B bajo el control de un gen promotor de las queratinas, inicialmente se
obtuvieron datos muy inespecificos, observandose cierta proliferacion cutanea con
escasos rasgos de atipia. No obstante, cuando se asocié la irradiacion de estos
ratones con luz ultravioleta se detecté un incremento significativo en la replicacion
virica y una induccion de la proliferacion epitelial con rasgos de atipia en un 40%
de los casos’®. Asi, los datos clinicos, epidemioldgicos y bioldgicos apuntan que
la radiacion UV es un factor necesario para desencadenar un proceso en el que el
VPH participa saboteando las estrategias de defensa celulares ante la agresion de la
luz solar. Ello se confirma con la aparicion de la mayoria de las lesiones
neoplédsicas en las zonas expuestas de los pacientes con epidermodisplasia
verruciforme y pacientes trasplantados, y con la asociacion epidemiologica entre la
seroreactividad a los VPH-B y el desarrollo de carcinomas en pacientes con

historia de exposicion solar y queratosis actinicas.

De otros estudios moleculares realizados en cultivos celulares se desprende que las
dianas principales de los VPH-3 se centran en mecanismos antiapoptoticos y en el
bloqueo de las vias protectoras de la integridad del genoma encargadas de reparar
el dafio provocado por la radiacion UV. En este sentido, se ha observado que los
VPH-B 8 y 20 tienen la capacidad de bloquear la accion de proteinas
proapoptéticas BAK y BAX”’, cuya accion es similar pero independente de la p53.
Ademas, se ha identificado otra proteina (proteina XRCC1) reparadora de dimeros
de timidina inducidos por la radiaciéon UV, que puede ser interceptada por algunos

VPH-B como el HPV-8”. Estudios recientes han estudiado el papel de las
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proteinas E6 y E7 en carcinomas epidermoides"’>*. Las proteinas E6 y E7 son
oncoproteinas codificadas por el virus y estan intimamente relacionadas con la
transformacion maligna de las células infectadas por el virus. La proteina E6 inhibe
la apoptosis en respuesta a la luz UV. Experimentos in vitro han demostrado que la
proteina E6 del VPH sortea el control del ciclo celular en la fase G1 impidiendo la
entrada en apoptosis y los mecanismos de reparacion del ADN tras exposicion a la
luz UV. Transcripciones E6/7 de los virus del papiloma 8, 9 y 15 se encuentran en
las queratosis actinicas y en el carcinoma epidermoide de los pacientes
trasplantados®, lo que sugiere un papel activo del VPH en la patogenia de estas
lesiones. Por ultimo, se ha descubierto que los VPH-8 y VPH-5 tienen una
capacidad inhibitoria sobre la interleucina-8 que participa en la estimulacion de una
respuesta inmunitaria que controla a aquellas células dafiadas por la radiacién
UV®. Segiin la Agencia Internacional de Investigacién sobre el Cancer,
actualmente solo los tipos VPH-5 y 8 (VPH-B2) tendrian evidencia como posibles
carcinégenos cutaneos, aunque esta evidencia es limitada y en el contexto

tinicamente de la epidermodisplasia verruciforme™.

4- ESTUDIO DEL VPH EN EL CCNM

La influencia del virus del papiloma humano en el desarrollo de carcinomas
cutaneos es un tema controvertido, que ha motivado la realizacion de numerosos
estudios en las ultimas décadas. Al principio, la heterogeneidad de las
metodologias empleadas dificultaba extraer conclusiones, al ser los resultados
dificilmente comparables. Sin embargo, en los ultimos afos, la mejora en las
técnicas de biologia molecular ha permitido la obtencion de algunos datos que
aunque aun no son concluyentes, apuntan a que las lineas de investigacion
actuales parecen bien encaminadas y es posible que en los proximos afos se

solventen algunas de las dudas actuales.
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Para poder asumir la implicacion del virus en el CCNM se requiere el

cumplimiento de los criterios establecidos para los virus considerados oncogénicos.

Estos criterios se resumen en"*:

e Primero, la evidencia epidemioldgica de que la infeccion viral es un factor de
riesgo de padecer cancer.

e Segundo, la coexistencia persistente del genoma del virus en las células
tumorales.

e Tercero, la estimulacion de la proliferacion celular en cultivos mediante la
transfeccion del genoma viral o parte del mismo.

e Y cuarto, la demostracion de que el genoma viral induce la proliferacion y el

fenotipo neoplasico del tumor en un cultivo celular.

Siguiendo estas premisas, se han realizado dos tipos de estudios epidemiologicos:
unos mediante determinacion directa del genoma del VPH en las lesiones
cutaneas® y otros a través del analisis de la respuesta serologica del individuo al
VPH*. Ambas metodologias parecen tener limitaciones. En el primer caso se
postula que la presencia en la piel del virus no siempre implica una infeccion
activa, y en el segundo caso, para que haya una seroreactividad parece necesario un
sistema inmune competente, que la infeccion sea lo suficientemente extensa o que
se asocie a inflamacion local u otras condiciones que favorezcan la respuesta
inmunitaria. Un handicap comuin para ambos tipos de trabajos es la gran
variabilidad genotipica del VPH, lo que condiciona la sensibilidad de las diferentes
técnicas empleadas y consecuentemente la dificultad de comparacion de los

resultados.
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Concluyendo, diferentes trabajos han intentado demostrar una relacion causal entre
la infeccion por ciertos tipos de papilomavirus y la génesis de las carcinomas
cutaneos. Sin embargo, para corroborar esta asociacion se requiere la existencia de
un mecanismo bioldgico solido que explique la relacion entre causa y efecto. Con
los datos disponibles hasta el momento, no podemos afirmar que el VPH sea un
virus oncogénico per se, aunque las consecuencias de su infeccion parecen abocar a

un estado de predisposicion celular a la transformacion neoplasica.

5- VPH EN CCNM DE PACIENTES INMUNODEPRIMIDOS E
INMUNOCOMPETENTES. VPH EN PIEL SANA.

Son multiples los estudios realizados para valorar la implicacion del VPH en la
oncogénesis cutaneas. Esta relacion se ha sustentado en varios premisas como la
asociacion epidemiologica observada entre las verrugas y los CEC en pacientes
con epidermodisplasia verruciforme®, la coexistencia de signos histologicos de

86,87

infeccion viral y displasia epitelial en una misma biopsia o la identificacion de

ADN del VPH en muchos CCNM®%,

Por otra parte, es interesante destacar que es en las lesiones mas precoces, como los
carcinomas in situ y las queratosis con displasia, donde el genoma del VPH se
detecta con mayor frecuencia, con un mayor nimero de copias y con una
replicacion virica mas activa que en los carcinomas escamosos mas evolucionados.
Estos datos sugieren que la influencia del VPH se centraria fundamentalmente en
las etapas iniciales de la carcinogénesis cutdnea, mas que en la perpetuacion

tumoral”>.
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Puntualizar que la mayoria de trabajos relacionan la infeccion del VPH con el CEC.
Los trabajos que intentan buscar una asociacion entre infeccion por VPH y CBC
son menores, y la mayoria no encuentran una asociacion estadisticamente
significativa.

|9O

Shamanin et al™” en el afio 1996, fue uno de los primeros autores que estudio el

VPH en el carcinoma basocelular mediante PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa), con una prevalencia de VPH del 36%. En el trabajo de Boxman et al’'
se encontr6 una prevalencia de VPH- del 43% en los CBC. En el trabajo de
Escutia et al®’, la prevalencia de VPH en carcinomas basocelulares de pacientes

inmunocompetentes fue del 25°7%.

5.1-VPH Y EPIDERMODISPLASIA VERRUCIFORME (EV)

En la epidermodisplasia verruciforme encontramos la primera evidencia que
relaciona el VPH con el cancer cutaneo. Los pacientes con EV padecen un déficit
genético de la inmunidad celular que condiciona una infeccioén precoz por algunos
tipos de VPH, que en un principio s6lo se hallaron en estos pacientes y por ello se
denominaron como VPH tipo EV, ahora incluidos en las VPH-f. Esta enfermedad
clinicamente se caracteriza por la aparicion de verrugas planas en las primeras
décadas de la vida y desarrollo precoz de CEC que aparecen sobre las lesiones
viricas localizadas en las zonas expuestas a la radiacion UV®'. Mas del 90% de
estos tumores contienen ADN de VPH-P en forma extracromosémica®. Los tipos
de VPH detectados en las lesiones benignas son muy variables, mientras que en un
90% de las lesiones malignas se han detectado los tipos VPH-5 y 8. La persistencia
de la infeccion por los VPH-B se cree que es debida a un defecto genético que
provoca una incapacidad del sistema inmune del paciente para eliminar los

queratinocitos infectados. Se conocen dos locus para la epidermodisplasia
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verruciforme: uno situado en el brazo largo del cromosoma 17 (17g25) conocido
como EV1, y el otro situado en el brazo corto del cromosoma 2 (2p21-24) conocido

como EV2.

5.2-VPH Y CCNM EN PACIENTES INMUNOCOMPETENTES

Los ultimos trabajos en pacientes inmunocompentes*® detectan VPH en un elevado
namero de CEC invasivos. Los genotipos mas frecuentemente identificados son los
pertenecientes al género beta (VPH-B), género asociado clasicamente a la EV. Sin
embargo, es preciso puntualizar que los tipos detectados en los diferentes trabajos
son muy variables y de momento no se ha demostrado que haya unos tipos con un

alto riesgo epidemiologico.

5.3-VPH Y CCNM EN PACIENTES TRASPLANTADOS

Con el uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) los tipos VPH- se han
detectado en tumores de piel en pacientes trasplantados con mayor prevalencia que

en pacientes inmunocompetentes”.

Los pacientes trasplantados tienen una marcada susceptibilidad al desarrollo de

verrugas virales y CCNM, sobre todo en zonas fotoexpuestas.

La asociacion entre verrugas viricas y CEC se verifica por dos hechos. Por un lado,
las caracteristicas clinicas e histologicas de los CEC en los pacientes trasplantados
constatan la progresion de las verrugas viricas a lesiones displésicas y finalmente a

CEC invasor®®¥,

Por otro lado, las verrugas viricas y los CEC se localizan
normalmente en areas fotoexpuestas, por lo que la luz UV parece ser un factor

importante para el desarrollo de ambos.

63



Introduccién

Parece que el desarrollo de cancer de piel en pacientes trasplantados es el resultado
de una compleja interaccion entre la exposicion a la radiacion UV, la infeccion por

VPH y el estado de inmunosupresion.

5.4-VPH EN PIEL SANA

El ADN del VPH se encuentra ampliamente distribuido en la piel en la poblacion
general®*®’. Segtin los datos actuales, en personas sanas la infeccion por VPH se
presenta de forma latente en la piel, y en su mayor parte como flora residente en
los foliculos pilosebaceos. El bulbo es el reservorio conocido de VPH-B y los pelos
de las cejas son un lugar de infeccion persistente™. Los estudios realizados en
personas inmunocompetentes han encontrado ADN del VPH en 67-74% de los
pelos arrancados’*” y en el 69-80% de los frotis de la piel’’. De manera similar, los
anticuerpos frente VPH se han detectado en el 53% de los sueros en controles
sanos™*. Estos estudios sugieren que el ADN del VPH esta ampliamente distribuido
en la poblacion general y que pueden surgir infecciones ocultas en piel de

apariencia normal.

Los VPH cutaneos se detectan habitualmente en lesiones benignas como verrugas
vulgares, verrugas planas, verrugas plantares, etc. Las altas tasas de prevalencia de
verrugas vulgares, planas y plantares en la poblacion sana (sobre todo durante la
infancia y adolescencia) y los mecanismos de contagio del VPH (por contacto
personal y tras pequefios traumatismos o heridas cutaneas), son datos
epidemiologicos que inducen a suponer que el VPH esta presente de forma
asintomatica y probablemente saprofita en la superficie mucocutanea de la mayoria

de individuos inmunocompetentes, tanto adultos como nifios”.
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Hipdtesis y objetivos

l. HIPOTESIS

La determinacion de los factores de riesgo implicados en el desarrollo de cancer
de piel en nuestro medio nos ayudara a mejorar la calidad asistencial de los
pacientes trasplantados asi como a establecer las medidas preventivas y de

tratamiento Optimas para el manejo de estos pacientes.
El estudio de la prevalencia y espectro de los tipos del VPH en pacientes

trasplantados y en controles inmunocompetentes puede aportar evidencias sobre

la implicacion del VVPH en la etiopatogenia del cancer cutaneo.
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1. OBJETIVOS

De acuerdo con los datos actuales, podemos generalizar que la incidencia de
carcinomas cutaneos en pacientes trasplantados es mas alta que en la poblacion
general y que estos tumores presentan ciertas peculiaridades clinicas (curso mas
agresivo, con un crecimiento mas rapido, frecuente recidiva local tras su exéresis

y una mayor tendencia a hacer metastasis a distancia).

Ahora bien, a pesar de aceptar que el riesgo relativo de padecer un carcinoma
cutaneo en pacientes trasplantados es mucho mayor que en la poblacion general,
resulta dificil comparar los resultados de los distintos estudios entre si, debido en
parte a la diversidad metodoldgica utilizada en los trabajos existentes, asi como a
las diferencias entre las poblaciones estudiadas, las diferencias en la latitud entre

los diferentes paises o el tiempo de estudio, entre otros factores.

Hasta este momento son muy pocos los estudios realizados en nuestro pais y
resulta complejo extrapolar los resultados obtenidos en otros paises a nuestra
area, con unas condiciones sociales, ambientales y unos factores raciales

diferentes.

La gran mayoria de estudios se centran en areas con latitudes mas altas que las
nuestra (Norte de Europa); también existen algunos trabajos realizados en
Australia, un pais con alta exposicién al sol, como el nuestro, pero con una

poblacién de caracteristicas fenotipicas diferentes.

Ademas, ciertos factores de riesgo, como el tratamiento inmunosupresor o sus
combinaciones, se modifican con el paso de los afios. Los nuevos farmacos

inhibidores mTOR vy el tratamiento de induccidn con anticuerpos antilinfocitarios
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mono/policlonales son parametros que no se reflejan en muchos estudios previos
y que implican posiblemente un cambio en la etiopatogenia del cancer cutaneo en
pacientes trasplantados.

Por otra parte, con respecto al virus del papiloma humano, si bien esta bien
establecido su papel en el desarrollo del cancer de cérvix, su implicacion en la
etiopatogenia del cancer cutaneo es maés discutida. En los Gltimos afios, las
mejoras en las técnicas de biologia molecular han permitido la obtencién de
datos, que aungue no concluyentes, nos estan ayudando a solventar muchas de
las dudas actuales sobre la implicacion del VPH en el desarrollo del cancer de

piel.

Por este motivo creemos pertinente la realizacion del presente estudio, cuyo
objetivo fundamental es determinar la incidencia y los factores de riesgo
asociados a la aparicion de CCNM en pacientes trasplantados renales, haciendo
hincapié en el papel del tratamiento inmunosupresor Yy el virus del papiloma

humano como posibles agentes implicados en la etiopatogenia tumoral.
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Por lo anteriormente expuesto nos planteamos los siguientes objetivos:

1-Determinar la incidencia de cancer cutaneo no melanoma en pacientes

trasplantados renales en nuestra area.

2-Valorar las caracteristicas personales de los pacientes trasplantados renales con

CCNM: caracteristicas fenotipicas, sociolaborales, patologicas y exposicion solar.

3-Estudiar el CCNM en pacientes trasplantados renales: tipo histoldgico,

localizacion del tumor, tiempo de aparicion y evolucién de los mismos.

4-Estudiar los factores de riesgo asociados al desarrollo de los carcinomas

cuténeos en pacientes trasplantados renales.

5-Comparar los resultados obtenidos en nuestro medio con los estudios descritos

en la literatura.

6-Investigar la relacion entre la infeccion por el virus del papiloma humano vy el

desarrollo de cancer cutaneo.
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Material y Método

Tras la aprobacién por el Comité de Etica del Hospital Universitario Doctor Peset

de Valencia iniciamos el presente estudio.

l. MATERIAL

1- DISENO DEL ESTUDIO

Para la determinacion de los factores de riesgo implicados en el desarrollo de
CCNM en pacientes trasplantados se disefié un estudio analitico observacional de
tipo ambispectivo: retrospectivo a partir de la revision de las historias clinicas y
prospectivo al estar completado por una encuesta personal y examen fisico y
controles sucesivos hasta la finalizacion del estudio. Recogimos los datos de 305
pacientes trasplantados renales, los cuales habian sido trasplantados durante el
periodo comprendidio entre enero 1996 y diciembre de 2010. Las entrevistas se
iniciaron en enero de 2010, con revisiones periddicas cada 6 meses, cerrando la

recogida de datos en enero de 2012.

Para investigar la relacion entre infeccion por el virus del papiloma humano y el
desarrollo de cancer cutaneo en pacientes trasplantados disefiamos un estudio
observacional, prospectivo y de casos y controles. En el grupo de casos se

analizaron las muestras de 30 CCNM de pacientes trasplantados y en el grupo

control otras 30 muestras de CCNM de pacientes inmunocompetentes. La

determinaciéon del VPH se realizo con técnica de PCR nested y posterior
secuenciacion. En ambos grupos se analizé también la presencia del VPH en piel

sana perilesional.
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PACIENTES TRASPLANTADOS RENALES

Un total de 305 pacientes trasplantados renales fueron estudiados. De estos 305
pacientes, 280 habian sido trasplantados en el Hospital Universitario Doctor Peset
de Valencia desde enero 1996 hasta diciembre 2010 y 25 pacientes habian
recibido el trasplante renal en otros centros durante el mismo periodo (pero eran
seguidos de forma periodica en el servicio de Dermatologia de nuestro hospital).
Excluimos del estudio a 16 pacientes (15 por haber recibido mas de un trasplante y
otro por fallecimiento durante el seguimiento). Asi el nimero total de pacientes

incluidos en el estudio fue de 289 pacientes.

Los pacientes trasplantados en nuestro hospital fueron reclutados de forma
voluntaria desde el Servicio de Nefrologia del Hospital Universitario Doctor Peset
de Valencia. Durante el periodo comprendido entre enero 1996- diciembre 2010
se realizaron un total de 622 trasplantes renales en este Hospital (los pacientes
trasplantados procedian tanto de nuestra Area Sanitaria como de otras areas dentro
de nuestra provincia, al ser nuestro hospital centro de referencia de Trasplante
renal). Desde la consulta de Trasplante Renal se invitaba a todos los pacientes a
participar en el estudio. De esta forma reclutamos un total de 280 pacientes, de los
cuales 170 pacientes ya eran revisados de forma periodica en nuestro Servicio de
Dermatologia (ya sea en el mismo hospital o de forma ambulatoria en los centros
de Monteolivete o Catarroja, perteneciente a nuestra area sanitaria). En 25
pacientes la entrada en el estudio supuso la primera revision dermatologica tras el
trasplante. A los pacientes que no eran valorados en nuestro Servicio de
Dermatologia se les entregaba una hoja (anexo 1) con los datos necesarios para
que el Dermatélogo que los controlaba la completara y posteriormente seguir

revisiones con nosotros hasta la finalizacion del estudio.
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Asi mismo a los 25 pacientes que habian sido trasplantados en otro centro pero que
eran revisados en nuestro Servicio de Dermatologia, se les entregaba otra hoja
(anexo 2) para que el nefrologo que los controlaba nos aportara los datos

necesarios para el estudio.

Desde enero 2010 hasta enero 2012 se seleccionaron de forma aleatoria 30
pacientes trasplantados con CCNM de novo (7 CEC, 10 enfermedad de Bowen y
13 CBC) para determinacion y tipado del VPH en las muestras tumorales y en piel

sana perilesional.

PACIENTES CONTROL

La muestra de pacientes control para el estudio del VPH en pacientes
inmunocompetentes fue obtenida del Hospital Universitario Doctor Peset de
Valencia de pacientes que acudieron a quiréfano local del Servicio de
Dermatologia con lesiones de CCNM durante el periodo comprendido entre enero
2010-enero 2012. Se seleccionaron 30 pacientes con caracteristicas fenotipicas
(edad, sexo y fototipo) y lesiones similares a los pacientes caso (7 CEC, 10

enfermedad de Bowen y 13 CBC) .
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2- CRITERIOS DE INCLUSION-EXCLUSION

Todos los pacientes incluidos en el estudio cumplian los siguientes requisitos:

-Mayores de 18 afios.
-Pacientes colaboradores con capacidad de responder al cuestionario.
-Disponibilidad de todos los datos necesarios para el estudio.

-Consentimiento informado firmado.

Como criterios de exclusion adoptamos:

-No disponibilidad de datos necesarios para el estudio.

-Retrasplante (los pacientes con doble o triple trasplante decidimos excluirlos del
estudio, sobre todo por la carga inmunosupresora previa al trasplante actual y
porque muchos habian recibido un primer trasplante antes de 1996).

-En el caso del grupo control excluimos aquellos pacientes inmunodeprimidos en el
momento del estudio o que habian recibido cualquier tratamiento inmunosupresor

con anterioridad al estudio.

3- DESCRIPCION DE LAS VARIABLES A ESTUDIO

PACIENTES TRASPLANTADOS RENALES

En la primera visita se le realizd al paciente una encuesta personal y una

inspeccién cutanea completa. Los datos recogidos de la historia clinica y la

entrevista personalizada e inspeccidn cutanea se recogen en el anexo 3.
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Las visitas de seguimiento se programaron cada 6 meses hasta la finalizacion del
estudio. Las variables recogidas en las visitas sucesivas se recogen en la anexo 4.
En cada visita de seguimiento se realizaba al paciente una exploracién cutanea
completa y si aparecian nuevas lesiones, se diagnosticaban y se trataban segun el

procedimiento habitual.

Todos los pacientes incluidos en el estudio fueron informados correctamente y
debian firmar consentimiento informado previo a la inclusion en el mismo (anexo
5)

Las variables estudiadas fueron las siguientes:

A) Datos personales:

-Edad/sexo

-Medio en el que habita: rural o urbano

-Fototipo: Fitzpatrick diferencia 6 fototipos:

e FOTOTIPO I: Se queman con facilidad, nunca se broncean. Piel de tipo céltico, casi
albino.

e FOTOTIPO II: Se queman con facilidad, bronceado minimo. Piel blanca que adquiere un
ligero tono café con leche después de mucha exposicion.

e FOTOTIPO Ill: Se queman con cierta facilidad. Se broncean. Piel clara, caucasica. Con
las primeras exposiciones solares se producen quemaduras, a las dos semanas se broncean.

e FOTOTIPO IV: Se queman si la exposicion es intensa y prolongada. Se broncean
facilmente. Similar al fototipo III pero el bronceado se adquiere en pocos dias. Piel morena,
como grupos latinos.

e FOTOTIPO V: Para producir quemaduras la exposicion ha de ser muy intensa. Se
broncean muy facilmente. Es una piel con un tono oscuro, como la que tienen los hindues,

indigenas americanos o arabes.

FOTOTIPO VI: No se queman, piel negra.

-Color de ojos: claros (azules, verdes) o oscuros (marrones).
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-Profesion y exposicion solar ocupacional pretrasplante.

Utilizamos la clasificacion CIUO -Clasificacion Internacional Uniforme de
Ocupaciones (CIUO, también conocida como ISCO) para clasificar las ocupaciones
de los pacientes. Dividimos a los pacientes en dos grupos segin la exposicion
ocupacional pretrasplante: alta, si el paciente habia trabajado mas de tres afios al

aire libre previo al trasplante, y baja si no lo habia hecho (segun estudios previos?).

Clasificacion CIOU

1-Directores y gerentes

2-Profesionales cientificos e intelectuales

3-Técnicos y profesionales de nivel medio

4-Personal de apoyo administrativo

5-Trabajadores de los servicios y vendedores de comercios y mercados
6-Agricultores y trabajadores calificados agropecuarios, forestales y pesqueros.
7-Oficiales, operarios y artesanos de artes mecanicas y de otros oficios
8-Operarios de instalaciones y maquinas y ensambladores.

9-Ocupaciones elementales

0-Ocupaciones militares.

-Como marcador de exposicion solar elegimos la exposicion solar ocupacional
pretrasplante. Preguntamos también por la exposicion solar recreacional, historia de
quemadura solar en la infancia y uso de medidas de fotoproteccion, pero estos eran
marcadores muy variables en el tiempo y limitados por el sesgo de memoria, por lo

que no los incluimos en el estudio.

-Habitos toxicos: Fumador/bebedor
-Antecedentes familiares de cancer. La historia familiar positiva de cancer se
determinod cuando un familiar de primer grado habia sido diagnosticado de cancer

(cutaneo o no cutaneo) previo al trasplante del paciente.
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B) Datos nefrologicos:

-Etiologia de la insuficiencia renal:
Glomerular/Intersticial/diabetes/Vascular/Poliquistosis/Otros
-Anos de dialisis y tipo (hemodialisis o peritoneal)

-Afio del trasplante

-Edad en el momento del trasplante

-Compatibilidad HLA

-Tratamiento inmunosupresor principal:

A-Rapamicina/everolimus (inhibidores mTOR)+ micofenolato + prednisona

B-Tacrolimus+ micofenolato+ prednisona
C-Ciclosporina + micofenolato + prednisona

D-Otro (ciclosporina + azatioprina + predinosona, etc.)

-Tratamiento de induccion:

1-No inducciéon
2-Basiliximab
3-Timoglobulina®
4-ATGAM®
5-Muromonab-CD3

C) Datos dermatologicos:

-Tumores cutaneos antes del trasplante y tipo (CEC, CBC, Bowen, o

queratoacantoma)
-Historia pasada y actual de verrugas

-Historia pasada y actual de queratosis actinicas
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-En los diferentes tumores después del trasplante recogimos:
-Edad en el momento del diagnostico/Afios tras el trasplante
-Localizacion del tumor

-Tipo histologico (CEC, CBC, Bowen o queratoacantoma)

-Evolucion (favorable o recidiva)
CONTROLES
Los controles fueron entrevistados por medio de un cuestionario estructurado para
recopilar informacion relativa a las siguientes variables potenciales de confusion de
cancer de piel: edad, sexo, fototipo (segun la clasificacion de Fitzpatrick),
exposicion solar ocupacional (considerandola alta cuando el paciente trabajaba o
habia trabajado la mayor parte de su jornada laboral al aire libre), asi como

historia pasada o actual de verrugas y queratosis actinicas (anexo 6).

Todos los pacientes incluidos en el estudio fueron informados correctamente y

firmaron el consentimiento informado (anexo 7).

- METODO

1- DESCRIPCION DE LA RECOGIDA DE MUESTRAS

Las lesiones diagnosticadas antes del inicio del estudio se recogieron de forma

retrospectiva tras la revision de la historia clinica. Se acepté el diagndstico clinico
de las verrugas y queratosis actinicas, pero solo los casos de CCNM confirmados

histologicamente fueron incluidos en el estudio.
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Las lesiones detectadas de novo durante el tiempo de seguimiento (enero 2010-

enero 2012) sugestivas de CBC, CEC, carcinoma epidermoide in situ o
queratoacantoma fueron biopsiadas y /o extirpadas directamente. Las muestras eran
procesadas segin el procedimiento habitual fijando el material con formol e

incluyendo la muestra en parafina.

Se analizo6 el tipo histoldgico de la lesion, localizacion y momento de aparicion tras
el trasplante. Las lesiones sugestivas de queratosis actinicas o verrugas fueron
tratadas directamente con crioterapia (sin confirmacion histologica) anotando en la

historia clinica la presencia y localizacion de las mismas.

Con el fin de determinar el papel etiologico del virus del papiloma humano (VPH)
en el CCNM determinamos de forma prospectiva, por reaccion en cadena de la
polimerasa, la prevalencia de VPH en muestras de CCNM de 30 pacientes
trasplantados. Para determinar posibles diferencias en cuanto a prevalencia y tipado
del VPH entre pacientes inmunodeprimidos y pacientes inmunocompentes
determinamos por el mismo método la presencia de VPH en 30 CCNM de
pacientes inmunocompetentes. Analizamos a su vez la presencia del VPH en piel
sana en los mismos pacientes para detectar diferencias, si las hay, entre piel afecta
y piel sana. Elegimos como piel sana la parte externa del huso cutaneo de la
exéresis tumoral no afecta de tumor (para evitar asi mayor comorbilidad en los
pacientes). Todas las muestras de piel lesional y sana perilesional fueron obtenidas
en condiciones de esterilidad mediante biopsia en sacabocados de 3 mm del huso
cutaneo (de la zona central del tumor para piel lesional y del borde externo del huso
cutaneo de la pieza quirtirgica para piel sana). La zona era previamente preparada
bajo anestesia local con mepivacaina al 3% y antisepsia con pavidona yodada. Tras
la retirada de ambos punch, el huso cutaneo se incluia en formol para su

procesamiento en parafina y estudio histoldgico.
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Las muestras de punch de piel lesional y piel sana se almacenaron en fresco a -80°
C en el departamento de Microbiologia del Hospital Universitario Doctor Peset
hasta su procesamiento por PCR en el Instituto Valenciano de Microbiologia

(IVAMI).

2- DETECCION DEL GENOMA DEL VPH

Se identificaron mediante PCR nested y posterior secuenciacion los distintos tipos
de VPH en las 120 muestras a estudio (60 muestras de pacientes trasplantados
[casos]: 30 muestras de lesiones tumorales y 30 muestras de piel sana y 60
muestras de pacientes inmunocompetentes [controles]: 30 muestras de lesiones

tumorales y 30 muestras de piel sana).

PCR anidada (PCR nested o seminested), es un método de PCR donde se realiza la
amplificacion en dos etapas. En una primera amplificacion se utilizan dos
primers/cebadores que se unen a unas secuencias complementarias (como en
cualquier PCR). Se realiza un nimero de ciclos. Una vez realizados estos ciclos, se
toma una alicuota de esta PCR. Con esa alicuota se realiza una segunda PCR en la
que se utilizan unos primers que hibridan con una zona de la secuencia situada por
dentro de la zona de la secuencia donde hibridaron los primers de la primera PCR.
Esto tiene dos objetivos, por una parte aumentar la sensibilidad de la PCR, al

realizar mas ciclos y por otra conferir especificidad a la prueba.

Aparatos 0 equipos necesarios
e Baifio de incubacion.
e (Cabina de flujo laminar de clase I.

e Cabina de flujo laminar de clase IIA.
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Congelador de —30°C.

Congelador de —80°C.

Cronometro de laboratorio.

Cubeta de geles de agarosa y fuente de electroforesis.
Equipo de extraccion de acidos nucleicos Maxwell.
Espectrofotometro de luz ultravioleta para cuantificar DNA.
Frigorifico de +4°C.

Microcentrifuga.

pHmetro.

Pipetas de precision adecuadas.

Secadora de acidos nucleicos.

Termociclador.

Transiluminador de luz ultravioleta.

Materiales y reactivos necesarios

Maxwell 16 FFPE Tissue LEV DNA purification kit.
Agua destilada calidad farmacéutica.

Tampodn sin MgCl, 10X.

Solucién de MgCl, 25 mM

Solucion de ANTPS.

Primers (cebadores)

Taq polimerasa

Patrén de pares de bases

Control positivo de ADN extraido del agente investigado o de un plasmido con

el inserto de la diana elegida.

Agarosa

Tampon TE 1X para diluir los primers-cebadores.
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e Tampén TBE 10X.

e FEtanol absoluto.

e  Microtubos de polipropileno de 1,5 a 2 mL de capacidad.
e  Microtubos de polipropileno de 0,2 mL

e Puntas de pipetas de precision.

a) Extraccion del ADN
La extraccion de ADN de las muestras se llevdo a cabo mediante el equipo de

extraccion automatica Maxwell 16 ® (Promega) usando para ello el kit Maxwell 16

FFPE Tissue LEV DNA purification kit ®.

b) Controles
Se utilizaron distintos controles para comprobar la existencia de ADN tras su
extraccion, la contaminacion de la muestra o la ausencia de inhibidores:
-Control positivo: ADN extraido de muestras positivas previas.
-Control blanco: agua en lugar de ADN extraido (es un control de contaminacion
ambiental).
-Control de ausencia de inhibidores: se realiza una PCR de B-actina a la muestra
recibida:

Si la PCR de P-actina es positiva se considerard que la muestra no tiene

inhibidores y se aceptara el resultado de la PCR de la muestra.

Si la PCR de B-actina es negativa no se acepta el resultado de la muestra y se

procede a extraer de nuevo la muestra y los controles. Se repite PCR de -

actina y PCR de muestra.

Si vuelve a obtenerse la PCR de B-actina negativa se considerara que la

muestra contiene inhibidores de la reaccion PCR y se informara en este sentido.
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c) Amplificacion:

Primera amplificacion:

Preparacion de la mezcla de amplificacion:

Volumen por tubo (puL) Concentracion fi
1X
ADN 2,5 uL de ADN a la concentracion
50 ng/ulL
Agua destilada estéril 11,9 uL -
Tampon 5X sin MgCl, 10 mM Tris-HQ
5uL 50 mM KClI;
0,1% triton X-1
MgCl, 25 mM* 3,5 uL 3,5 mM
DNTPs (25 mM de cada uno) 0,2 uL 200 uM de cad
mezclados uno
DMSO 1,25 ul
Primer 1 - 100 uM 0,2 uL
0,75 uM
HPV-1p
Primer 2 — 100 uM 0,2 uL
0,75 uM
HPV-2p
Taq polimerasa -5U/uL 0,25 uL 1,25 U/tubo
25 uL (1X) 25 uL (1X)
Programa de primera amplificacion (con termocicladores calibrados)

Fase Temperatura Tiempo Ciclos
1-Desnaturalizacidn inicial 95° 5 min 1
2-Desnaturalizacion en ciclos 94° 1,5 min
3-Apareamiento 50° 1,5 min 45
4-Extension 72° 1,5 min
5- Extensidn final 72° 5 min 1
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Segunda amplificacion (nested/anidada)

Preparacion de la mezcla de amplificacion:

Material y Método

Componente Volumen por tubo (uL) Concentracion fin|
1X
ADN de primera amplificacion Se pondran 2,5 uL de ADN d -
primera amplificacion
Agua destilada estéril 11,9 uL -
Tampoén 5X sin MgCl, 10 mM Tris-HCI
5uL 50 mM KCI;
0,1% triton X-10
MgCl, 25 mM* 3,5 uL 3,5 uM
DNTPs (25 mM de cada uno) 0,2 uL 0,2 mM de cada ui
Mezclados
DMSO 1,25 uL
Primer 1 - 100 uM 0,2 uL 0,75 uM
HPD-3p
Primer 2 — 100 uM 0,2 uL 0,75 uM
HPV-4p
Taq polimerasa-5U/uL 0,25uL 1,25 U/tubo
25 uL (1X) 25 uL (1X)
Programa de segunda amplificacion (con termocicladores calibrados):
Fase Temperatura Tiempo Ciclos
1-Desnaturalizacion inicial 95° 5 min 1
2-Desnaturalizacion en ciclos 94° 1,5 min
3-Apareamiento 50° 1,5 min 30
4-Extension 72° 1,5 min
5- Extensidn final 72° 5 min 1
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Se empled 100 ng de ADN para la amplificacion en un volumen final de 25 L
(para las dos amplificaciones) con 3,5 mM de MgCl,, 10 mM Tris HCL, 50 mM
KCL, 0,1% tritén X-100, 0'2 mM de cada uno de los dNTPs (Promega®), 0,75 uM
de cada cebador, DMSO al 5% y 1,25 U Taq DNA polimerasa (Promega®). Desde
la primera a la segunda amplificacion se traspasaron 2,5 pl. La primera
amplificacion constd de 45 ciclos de amplificacion de 94°C de desnaturalizacion
(1,5 minutos), 50°C de apareamiento (1,5 minutos) y 72°C de extension (1,5
minutos). La segunda amplificacion constd de 30 ciclos de amplificacion de 94°C
de desnaturalizacién (1,5 minutos), 50°C de apareamiento (1,5 minutos) y 72°C de

extension (1,5 minutos).

d) Cebadores
Papillomavirus (HPV) |HPV-1-p | Sense Forslund, 1999 5'- TAA CWG TIG GIC
(DNA) Region L1 AYC CWT ATT -3’
Papillomavirus (HPV) | HPV-2-p | AntiSense | Forslund, 1999 5-CCW ATA TCW
(DNA) Region L1 VHCATI TCI CCATC-3’
Papillomavirus (HPV) | HPV-3-p | Sense Forslund, 2003 5'- CCW GAT CCH AAT
(DNA) Region L1 MRR TTT GC -3’
Papillomavirus (HPV) | HPV-4-p | AntiSense | Forslund, 2003 5'- ACA TTT GIA ITT G
(DNA) Region L1 TDG GRT CAA-3’

Los cebadores utilizados en la primera amplificacion corresponden a los descritos
en la literatura con nombre FAP59 y FAP64, con posiciones situadas en los
nucledtidos 5981 a 6001 (iniciador cadena directa, FAP59) y 6458 a 6436
(iniciador cadena complementaria, FAP64). Los cebadores utilizados en la
segunda amplificacion corresponden a los descritos en la literatura con nombre
FAP 6085F y FAP6319R, con posiciones situadas en los nucle6tidos 6085 a 6104
(iniciador cadena directa, FAP6085F) y 6319 a 6296 (iniciador cadena
complementaria, FAP6319R)*. La posicion de estos primers estan referidas al

genoma de HPV-8.
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e) Lectura de resultado en gel de agarosa

La deteccion del amplificado de 235 pares de bases se realizo en gel de agarosa al
3%.

Preparacion del gel

Para preparar el gel de agarosa se utilizo una solucion de agarosa (Pronadisa D-5 6
BioRad ref. M-3562) al 3 % en tampon TBE 1X.

La disolucion de la agarosa es efectuada por calentamiento en un matraz
Erlenmeyer hasta la ebullicién en un microondas.

Una vez disuelta la agarosa, se agregan 10 uL por cada 100 mL de gel o tampon de
una solucion de SYBR Green II (Real Safe, Durviz-Real, ref. RBM Safe), para
obtener una concentracion final en el gel de 1X. La solucidon original es de

20.000X.

La solucién de agarosa en tampon TBE conteniendo el colorante mencionado se
dispensa sobre una placas de diferentes tamafios (1 x 15 x 156 1 x 15 x 20 para
geles normales, y 0,2 x 6 x 7,5 para minigeles), en la que se coloca previamente un
peine (Bio-Rad ref. 170-4323) para formar pocillos donde depositar la muestra, y

se deja solidificar por enfriamiento.

Al gel solidificado en el soporte se le retira el peine y se introduce en la cubeta
horizontal para electroforesis de acidos nucleicos, de forma que quede cubierto por
tampon TBE 1X. Es muy importante que a los geles no les de en ninglin momento

la luz directamente.
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Colocacién de las muestras

Se depositan 10 pL de las muestras amplificadas y suspendidas en tampon de
muestra (carga) en los pocillos respectivos elaborados en el gel. Para mezclar las
muestras amplificadas con el tampon de muestra puede procederse a colocar 1 uL
de este tampodn sobre una hoja de papel encerado (parafilm), y sobre ellos mezclar

el volumen de amplificacién que vaya a depositarse en el pocillo del gel.

Se utiliza un control de peso molecular. Este control es “100 pb DNA ladder”
(Invitrogen cat. 15625-019), que corresponde a fragmentos de ADN entre 100 pb y
2000 pb con diferencias de 100 pb.

También se dispone en el laboratorio de Biomarker EXT. Las bandas visualizadas

son 50, 100, 200, 300, 400, 500, 525, 700, 1000, 1500, 2000.
Tras la carga del gel se efecttia la electroforesis a 5 V/cm (100 V) hasta que el azul
de bromofenol haya avanzado lo suficiente para poder observar correctamente la

banda.

Al finalizar visualizaremos en gel de agarosa al 3% la existencia de amplicones de

235-pb. El amplicon de la B-actina humana es de 381-pb.

Observacién en transiluminador U.V.

Una vez efectuada la electroforesis los geles son visualizados en un
transiluminador U.V. de 320 nm de longitud de onda, observandose, cuando
existen amplificados, la aparicion de unas bandas fluorescentes, que

representan los amplificados de DNA tefiidos con SYBR Green II.
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Criterios de aprobacioén y rechazo

No se considerara valida ninguna prueba cuando no haya resultado positivo la
muestra introducida como control positivo (plasmido con un inserto de la secuencia

genomica diana, o de ADN de la cepa de referencia).

No se considerara valida ninguna prueba realizada cuando se haya observado algin

amplicon en el control negativo (blanco).

Son requisitos imprescindibles obtener un resultado positivo de un tamafio de
amplicén acorde con el tamafo previsto, y que el control negativo (blanco), no

haya producido ninguna amplificacion.

f) Secuenciacion

La reaccion de secuenciacion se llevdo a cabo en un volumen final de 10puL

mediante BigDye Terminador v3.1 Cycle sequencing kit® (Applied Biosystems)

La reaccidon de secuenciacion se realiza sintetizando nuevas moléculas de ADN
mediante una amplificacion en la que se incorporan didesoxinucle6tidos terminales
marcados con un fluorocromo de emision de color distinta.

Se utiliza una mezcla enzimatica de la firma Applied Biosystems (ref. 4336917)
que contiene la enzima AmpliTaqg DNA polimerasa y todos los componentes
necesarios, a excepcion del primer-cebador especifico para cada secuencia. Esta
mezcla de reaccion contiene los dideoxinucledtidos terminadores marcados que
permiten detectar las nuevas moléculas de ADN sintetizadas mediante un lector

laser. Actualmente se utilizan nucledtidos terminadores marcados con Big-Dye.
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Como primers-cebadores para la reaccion de secuenciacion se utilizan los mismos
que se emplearon para la segunda amplificacion, denominados respectivamente

sense o antisense segun la cadena que vaya a secuenciarse.

Las cadenas de ADN sintetizado, y detenidas prematuramente al incorporarse los
didesoxinucleotidos terminales, se separan segin su longitud en un capilar del

aparato Applied Biosystems ABI Prism 310 (electroforésis en capilar).

Para la separacion se dispone de dos tipos de capilar:

-Un capilar corto, que permite separar fragmentos de ADN aproximadamente hasta
400 pares de bases.

-Un capilar largo, que permite separar fragmentos de ADN aproximadamente hasta

600 pares de bases

La electroforesis es realizada de modo automatico por el secuenciador.

Instrumental necesario para la secuenciacion
. Secuenciador ABI-Prism 310.

. Microcentrifuga.

. Pipetas de precision.

. Estufa de 37°C.

. Recipiente metalico para hervir.

Materiales y reactivos necesarios para la secuenciacion

° Etanol absoluto.
° Etanol 70%

. Agua destilada estéril calidad farmacéutica.
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. DMSO (dimetilsulfoxido)

. Big-dyes Ref. Applied Biosystems 4336917.

. Primers-cebadores segn el agente a secuenciar diluidos a 10 pM (1X Ia
concentracion de uso).

. Microtubos de polipropileno estériles de 1,5 mL tipo Eppendorf.

. Formamida desionizada (Applied Biosystem ref 4311320).

Programas de secuenciacion (con termocicladores calibrados)

Fase Temperatura Tiempo| Ciclos
1-Desnaturalizacion inicial 94°C 4 min 1
2-Desnaturalizacion en ciclos 96° 10 seg
3-Apareamiento 50°C 10 seg »
4-Extension 60°C 2 min
5- Conservacion 4°C Indefinidg 1

g) Purificacion del ADN marcado

El nuevo ADN sintetizado se purifica por precipitacion para eliminar los
dideoxinucleotidos marcados no incorporados durante la reaccion de
secuenciacion.

h) Andlisis de la secuencia

Una vez obtenida la secuencia se realiza la comparacién con la base de datos NCBI

(National Center for Biotecnological Investigation) usando el algoritmo blast-n.
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3- ANALISIS ESTADISTICO

ESTADISTICA DESCRIPTIVA

El riesgo de cancer de piel se examind utilizando la presencia de CCNM como
punto final. El nimero de persona-afio en riesgo fue calculado desde la fecha del
trasplante hasta la fecha del primer CCNM o fin del estudio. Las variables
continuas se expresaron como minima, mediana y valores maximos. Las variables

nominales se expresaron en valores absolutos y porcentajes.

ESTADISTICA ANALITICA

Se utilizo6 el paquete estadistico SPSS v.19 software para el analisis estadistico. La
incidencia acumulada de cancer cutineo fue calculada usando el método de
kaplan-Meier.

La relacion estadistica entre el riesgo de desarrollar cancer de piel y los factores de
riesgo estudiados se evalud mediante andalisis univariado. Para finalmente
identificar el riesgo individual de cada uno de estos factores se realizé un analisis
multivariante utilizando el modelo de riesgos proporcionales de Cox. Un P-valor

<0.05 fue considerado significativo.

ESTUDIO VPH

Este estudio se disenid como un estudio prospectivo de casos y controles.

Las variables categdricas se expresaron como frecuencias y porcentajes y las
variables continuas como media y desviacion estandar (DS). Las diferencias en la
distribucion de las variables entre los grupos fueron evaluados con la prueba Chi

cuadrado ( %2 ) o prueba exacta de Fisher para la variables categoricas y el analisis
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de la varianza (ANOVA) para los datos continuos. Odds ratio (OR) e intervalos
de confianza (CI) del 95% fueron calculados. OR se estim6 también ajustado a la
exposicion solar ocupacional, fototipo y localizacion de la muestra. Se utilizé un
analisis de regresion logistica multiple para identificar las variables de forma
independiente asociadas a la presencia de VPH en las muestras de piel. Los analisis
se realizaron también con el paquete estadistico SPSS, v19. La significacion

estadistica se fijo en P<(0’05.
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4- ANEXOS

ANEXO 1
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ANEXO 2
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ANEXO 3: Cuaderno de recogida de datos
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ANEXO 4: Revisiones sucesivas semestrales
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ANEXO 5: CONSENTIMIENTO INFORMADO pacientes trasplantados

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: “Estudio del cancer cutaneo no melanoma en pacientes trasplantados
renales: prevalencia, incidencia y factores de riesgo asociados”.

INVESTIGADOR: Nombre: Dra. Josefa Bernat Garcia

Direccion: Hospital Universitario Dr.Peset; Servicio de Dermatologia

Avda. Gaspar Aguilar, 90; 46017 Valencia

INTRODUCCION

Los pacientes trasplantados renales muestran una mayor predisposicion al desarrollo de tumores
cutaneos, siendo este tipo de tumores los mas frecuentes en estos pacientes.

Los estudios epidemiologicos han demostrado que en estos pacientes existe una asociacion
estrecha entre el desarrollo de tumores cutdneos vy diversos factores, entre los mas importantes
el tratamiento inmunosupresor, la exposicion solar, las infecciones viricas, en concreto la
infeccién por el virus del papiloma humano, la edad o factores genéticos e inmunoldgicos.

Con el presente estudio pretendemos identificar los factores asociados al desarrollo de tumores
cutaneos en pacientes trasplantados renales asi como mejorar las medidas preventivas y
optimizar el manejo de estos pacientes en base a los resultados obtenidos.

Le pedimos que participe en este estudio, como paciente trasplantado renal. Por favor, lea
atentamente este documento de consentimiento. Si decide que quiere participar en este estudio
le pedimos que firme el consentimiento para confirmar que ha sido informado sobre este estudio,
que se ha contestado a todas sus preguntas y que acepta participar.

Usted recibira una copia del formulario de consentimiento firmado.
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INFORMACION SOBRE EL ESTUDIO, PROCEDIMIENTOS Y RESPONSABILIDADES DEL
PACIENTE

Este estudio incluira todos aquellos pacientes que hayan sido trasplantados renales en el desde
1996 hasta 2010 y que deseen participar voluntariamente.

En una primera visita se le realizara al paciente una encuesta personal sobre antecedentes
médicos, exposicion solar y caracteristicas sociolaborales asi como una inspeccién cutanea
completa y una revision de su historia nefrolégica.

Las visitas de seguimiento se programaran cada 6-12 meses hasta la finalizaciéon del estudio
(aproximadamente durante 2 afios de seguimiento). En estas visitas de seguimiento se realizara
una exploracién cutdnea completa.

Tanto en la visita inicial como en las visitas de seguimiento si se detectan lesiones cutaneas
sugestivas de malignidad o premalignidad éstas se trataran de forma pertinente. Por ello es
importante que en estas visitas nos indique si ha aparecido alguna lesién cutanea nueva o se ha
modificado alguna lesion preexistente.

Con el fin de determinar el papel etiolégico del virus del papiloma humano en los tumores
cutaneos determinaremos en las nuevas lesiones cutaneas su presencia con técnica de PCR en
la pieza de biopsia o exéresis y en piel perilesional, comparandolo con un grupo control en
pacientes no inmunodeprimidos con lesiones de caracteristicas similares.

GASTOS y PAGO POR LA PARTICIPACION

La participacion en el estudio no le supondra coste alguno. Usted no recibird ninguna
compensacion econdémica, ni directa ni indirecta, por participar en este estudio.

PREGUNTAS
Si tiene cualguier pregunta relacionada con su participacion en este estudio, pongase en contacto

con: Dra. Josefa Bernat Garcia; e-mail: josefabernat@hotmail.com
Teléfono de contacto: 961622496 ( lunes a viernes de 9:00-14:00 h)

CONFIDENCIALIDAD

La informacién recogida en este estudio serd empleada para identificar posibles factores de
riesgo asociados al desarrollo de tumores cutaneos y para la bisqueda de medidas preventivas y
optimizacion del manejo de los tumores cutaneas en pacientes trasplantados en base a los
resultados obtenidos.

Sus datos personales seran tratados y custodiados con respeto a su intimidad y segun la vigente
normativa de proteccion de datos.

Los documentos e informacion que de usted pudieran recogerse durante la realizacion del
estudio se manejaran de forma estrictamente confidencial. Por tanto la publicacién de los
resultados del estudio en ningn caso podra permitir su identificacion.

Conforme a las disposiciones legales, usted tiene derecho a conocer los datos del estudio que
sobre usted se recojan, a obtener una copia, y a conocer el uso que puedan darse a los
mismos. Dicha informacion le sera suministrada por el investigador.
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ABANDONO/PARTICIPACION VOLUNTARIA

Su participacion en este estudio es voluntaria. Usted tiene derecho a no participar en este
estudio y si participa, tiene derecho a retirar su consentimiento y suspender su participacion en
cualquier momento. En ninguno de los dos casos su decision supondra perjuicio alguno ni
pérdida de beneficios a los que legitimamente tiene derecho en el cuidado de su salud.

Si decide suspender su participacion en el estudio debe informar primero a su médico del
estudio.

CONSENTIMIENTO

He leido esta informacion. Mis preguntas han sido contestadas y por ello firmo este
consentimiento informado de forma voluntaria para MANIFESTAR MI DESEO DE PARTICIPAR
EN ESTE ESTUDIO DE INVESTIGACION titulado ““Estudio del cancer cutineo no melanoma en
pacientes trasplantados renales: prevalencia, incidencia y factores de riesgo asociados”.

Asi mismo recibiré una copia firmada y fechada de este documento de consentimiento.

Con la firma de este formulario de consentimiento no renuncio a ninguno de mis derechos

legales. Al firmar este impreso de consentimiento informado, yo en mi propio nombre autorizo al
acceso a mis datos clinicos en los términos expuestos en este documento.

Firma del paciente:

Nombre del paciente:

Firma del investigador:

Fecha:
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ANEXO 6: Entrevista controles
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ANEXO 7: CONSENTIMIENTO INFORMADO GRUPO CONTROL

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

PACIENTES CONTROL

TITULO DEL ESTUDIO: “Estudio del cancer cutaneo no melanoma en pacientes trasplantados  renales:
prevalencia, incidencia y factores de riesgo asociados”.

INVESTIGADOR: Nombre: Dra. Josefa Bernat Garcia

Direccion: Hospital Universitario Dr.Peset; Servicio de Dermatologia

INFORMACION SOBRE EL ESTUDIO

Los pacientes trasplantados renales muestran una mayor predisposicion al desarrollo de tumores
cutaneos, siendo este tipo de tumores los mas frecuentes en estos pacientes.

Los estudios epidemioldgicos han demostrado que en estos pacientes existe una asociacion estrecha
entre el desarrollo de tumores cutaneos y diversos factores, entre los mas importantes el tratamiento
inmunosupresor, la exposicion solar, las infecciones viricas, en concreto la infeccién por el virus
del papiloma humano, la edad o factores genéticos e inmunolégicos.

Dado que la presencia de un virus en tejido tumoral no es evidencia suficiente para demostrar la
causalidad, para comprobar la relacion entre cancer cutaneo y infeccion por el virus del papiloma
humano son necesarios mas estudios epidemiologicos, de niveles de infeccion por virus del papiloma
en casos (pacientes trasplantados renales) y controles (pacientes no inmunodeprimidos) asi como
estudios de seguimiento que establezcan la relacion temporal entre infeccién y cancer.

Con el fin de determinar el papel etiolégico del virus del papiloma humano en los tumores cutaneos
determinaremos su presencia con técnica de PCR en la pieza de biopsia o0 exéresis comparandolo con
un grupo control en pacientes no inmunodeprimidos con lesiones de caracteristicas similares

Le pedimos que participe en este estudio, como paciente control no inmunodeprimido. Si decide que
quiere participar en este estudio le pedimos que firme el consentimiento para confirmar que ha sido
informado sobre este estudio, que se ha contestado a todas sus preguntas y que acepta participar.
Usted recibira una copia del formulario de consentimiento firmado.

GASTOS y PAGO POR LA PARTICIPACION

La participacion en el estudio no le supondra coste alguno. Usted no recibird ninguna compensacion
econo6mica, ni directa ni indirecta, por participar en este estudio.
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PREGUNTAS
Si tiene cualguier pregunta relacionada con su participacion en este estudio, péngase en contacto con:

Dra. Josefa Bernat Garcia; e-mail: josefabernat@hotmail.com

Teléfono de contacto: 961622496 ( lunes a viernes de 9:00-14:00 h)
CONFIDENCIALIDAD

La informacién recogida en este estudio sera empleada para identificar posibles factores de riesgo
asociados al desarrollo de tumores cutaneos y para la busqueda de medidas preventivas y optimizacion
del manejo de los tumores cutaneos en base a los resultados obtenidos.

Sus datos personales seran tratados y custodiados con respeto a su intimidad y segun la vigente
normativa de proteccion de datos.

Los documentos e informacion que de usted pudieran recogerse durante la realizacion del estudio se
manejaran de forma estrictamente confidencial. Por tanto la publicacién de los resultados del estudio en
ningun caso podra permitir su identificacion.

Conforme a las disposiciones legales, usted tiene derecho a conocer los datos del estudio que sobre
usted se recojan, a obtener una copia, y a conocer el uso que puedan darse a los mismos. Dicha
informacion le sera suministrada por el investigador.

ABANDONO/PARTICIPACION VOLUNTARIA

Su participacion en este estudio es voluntaria. Usted tiene derecho a no participar en este estudio y si
participa, tiene derecho a retirar su consentimiento y suspender su participacion en cualquier momento.
En ninguno de los dos casos su decisién supondra perjuicio alguno ni pérdida de beneficios a los que
legitimamente tiene derecho en el cuidado de su salud.

Si decide suspender su participacion en el estudio debe informar primero a su médico del estudio.
CONSENTIMIENTO

He leido esta informacion. Mis preguntas han sido contestadas y por ello firmo este consentimiento
informado de forma voluntaria para MANIFESTAR MI DESEO DE PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO
DE INVESTIGACION titulado ““Estudio del cancer cutaneo no melanoma en pacientes trasplantados renales:
prevalencia, incidencia y factores de riesgo asociados”.

Asi mismo recibiré una copia firmada y fechada de este documento de consentimiento.

Con la firma de este formulario de consentimiento no renuncio a ninguno de mis derechos legales. Al
firmar este impreso de consentimiento informado, yo en mi propio nombre autorizo al acceso a mis
datos clinicos en los términos expuestos en este documento.

Nombre del paciente

Firma del paciente:
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Resultados

Recogimos los datos de 305 pacientes trasplantados renales desde enero 1996 hasta
diciembre 2010. Excluimos a 16 pacientes (15 pacientes por haber recibido mas de
un trasplante y 1 paciente por muerte durante el seguimiento), por lo que el total de

pacientes incluidos en el estudio fue de 289 pacientes.

Detallaremos en primer lugar los datos sobre incidencia acumulada y distribucion
de los diferentes CCNM diagnosticados. A continuacion se analizaran los
diferentes factores de riesgo estudiados por andlisis univariado, posteriormente se
mostraran los factores implicados en la aparicion de CCNM en el andlisis

multivariante. Finalmente mostraremos los resultados del estudio del VPH.

. INCIDENCIA ACUMULADA.

La incidencia acumulada para desarrollar cancer de piel mostr6 una curva
ascendente pasando del 20°78% a los 5 afios, al 37°35% a los 10 afios del trasplante

hasta el 53°08% a los 15 afios del trasplante (figura 3)
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Figura 3: Incidencia acumulada
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. DISTRIBUCION y EVOLUCION DEL CCNM

De los 289 pacientes, 73 pacientes (25.2%) desarrollaron un total de 162 CCNM,
de los cuales 41 fueron CEC, 92 CBC, 25 enfermedad de Bowen y 4
queratoacantomas (tabla 4). La relacion CBC/CEC fue de 2.24:1.

De los 73 pacientes que desarrollaron CCNM, 38 pacientes solo desarrollaron 1
tumor, 30 pacientes tenian entre 2 y 5 tumores y 5 pacientes desarrollaron mas de 5
tumores (tabla 5). De los 289 pacientes, 10 pacientes habian desarrollado algun
CCNM antes del trasplante; 5 de estos 10 pacientes siguieron desarrollando CCNM

después del trasplante.

El tiempo medio desde el trasplante hasta el diagnodstico del primer CCNM fue

58.8 meses.

Los tumores aparecieron predominantemente en zonas expuestas al sol (cabeza,
cuello y region distal de brazos). EI 20% de los tumores aparecieron en zonas no

fotoexpuestas.

Tabla 4- Numero y tipo de CCNM diagnosticados

Pacientes con CCNM Numero de CCNM
n=73 n=162
CEC 22 41
CBC 49 92
Bowen 19 25
Queratoacantoma 4 4

El ntimero de pacientes con al menos un CCNM fue 73. El numero de pacientes en los respectivos grupos es
mayor porque algunos de los pacientes tuvieron mas de un tipo de tumor.
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Tabla 5- NUmero de tumores por paciente

Pacientes
1 CCNM 38
2-5 CCNM 30
>5 CCNM 5
Total 73

En cuanto a la evolucion de los pacientes, comentar la ausencia de complicaciones
graves en los CCNM de nuestra serie. Ningun paciente desarrolld metéstasis por
CCNM o muerte por evolucion del tumor cutdneo. Destacar la presencia de

recidivas tumorales en 3 de los 41 CEC (7.3%) y 2 de los 91 CBC (2.2%).

1. FACTORES DE RIESGO

1-  CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LOS PACIENTES
ESTUDIADOS

Se incluyeron 289 pacientes, 170 varones y 119 mujeres. El tiempo medio de
seguimiento fue de 72 meses (rango 12-180). La edad media en el momento del

trasplante fue de 52.2 afios (rango 13-78).

Las caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacion estudiada se muestran

en la tabla 6.
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Tabla 6- Caracteristicas demogréficas

CANCER CUTANEO

Sin CCNM Con CCNM

(n=216) (0=73)
Edad en momento trasplante (a) 51(13-73) 56 (34-78)
Tiempo de seguimiento (a) 5(1-15) 10 (1-15)
Sexo (%)
Mujer 90 (41.7) 29 (39.7)
Hombre 126 (58.3) 44 (60.3)
Fototipo
-1 106 (49.1) 55(75.3)
2111 110 (50.9) 18 (24.7)
Color de ojos
claros 51(23.6) 28 (38.4)
0Scuros 165 (76.4) 45 (61.6)

a: afios

En el analisis estadistico no se encontraron diferencias en la incidencia de CCNM
al comparar el sexo de los pacientes. En el andlisis univariado la edad en el
momento del trasplante (aumento del riesgo de CCNM a mayor edad en el
momento del trasplante), los fototipos mas bajos y el color de ojos claro mostraron

mayor riesgo de tumores.
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Tabla 7- Analisis univariado. Caracteristicas demogréficas

Univariado 95% Intervalo de confianza p-valor
Riesgo relativc
Edad en el momento del trasplante (a) 1.09 1.06-1.12 <0.001
Sexo
Masculino Ref.
Femenino 0.96 0.60-1.54 0.879
Fototipo
I-I1 Ref.
>[I 0.55 0.32-0.94 0.029
Color de ojos
Claros Ref.
Oscuros 0.57 0.36-0.91 0.021

Ref: referencia

2- VARIABLES RELACIONADAS CON LA EXPOSICION SOLAR, HABITOS

TOXICOS E HISTORIA FAMILIAR

Dividimos la exposicion solar ocupacional pretrasplante en alta o baja,

considerandola alta cuando el paciente habia trabajado mas de tres afios al aire

libre previo al trasplante (segun estudios previos?).

La historia familiar positiva de cancer se determin6 cuando un familiar de primer

grado habia sido diagnosticado de cancer (cutdneo o no cutaneo) previo al

trasplante.
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Tabla 8- Exposicién solar, habitos toxicos y antecedentes familiares

CANCER DE PIEL
Sin CCNM Con CCNM

(n=216) (n=73)
Exposicion solar ocupacional Baja 209 (96.8) 29 (39.7)
Alta 7(3.2) 44 (60.3)
Habito tabaquico Ex-fumador 97 (44.9) 29 (39.7)
No 90 (41.7) 34 (46.6)
Si 28 (13.0) 10 (13.7)

Consumo de alcohol Ex —alcoholico 6(2.8) 3(4.1)
No 205 (95.9) 70 (95.9)

Si 4(1.9) 0(0)

Historia familiar de cancer No 113 (52.3) 35(47.9)
Si 103 (47.7) 37 (50.7)

En el andlisis univariado solo la exposicion ocupacional alta previa al trasplante se

asoci6 a mayor riesgo de CCNM.

Tabla 9-Analisis univariado. Exposicion solar, habitos toxicos y antecedentes familiares

Univariado 95% Intervalo de confianza  p-valor
Riesgo Relativo
Exposicion solar ocupacional Baja Ref.
Alta 4.36 2.71-7.01 <0.001
Habito tabaquico No Ref.
Ex -fumador 1.18 0.58-2.40 0.638
Si 1.07 0.52-2.14 0.839
Consumo de alcohol No Ref.
Ex -alcoholico 1.19 0.37-3.80 0.764
Si - - 0.973
Historia familiar de cancer No Ref.
Si 1.07 0.67-1.70 0.766
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3-  VARIABLES RELACIONADAS CON LA PATOLOGIA RENAL Y
TRASPLANTE.

El tiempo medio de dialisis en los dos grupos (pacientes con y sin CCNM) fue de

3 afos, siendo el tipo de dialisis mas frecuente en ambos grupos la hemodialisis.

La causa conocida mas frecuente de insuficiencia renal en pacientes sin CCNM
fue la causa glomerular, en pacientes con CCNM la causa renal glomerular y
rifiones poliquisticos tuvieron una misma prevalencia, aunque en general la causa
del fallo renal mas frecuente fue la idiopatica en el contexto de

nefroangioesclerosis renal.

La mayoria de receptores presentaron tres o cuatro compatibilidades HLA.

Tabla 10- Patologia renal y trasplante

Céncer de piel

Sin CCNM Con CCNM
(n=216) (n=73)
Dialisis (afios) 3(1-13) 3 (1-10)
Causa enfermedad renal Glomerular 52 (24.2) 13 (17.8)
Intersticial 17(7.9) 6(8.2)
Diabetes 5(2.3) 1(1.4)
Vascular 1(0.5) 0(0)
Poliquistosis 34 (15.8) 13 (17.8)
Otras 106 (49.3) 40 (54.8)
Tipo de dialisis Hemodialisis 153 (70.8) 58 (79.5)
Peritoneal 46 (21.3) 6(8.2)
Ambas 16 (7.4) 9(12.3)
Concordancias HLA N.C 3(1.5) 1(1.5)
Una o dos 40 (19.8) 16 (23.5)
Tres o cuatro 99 (49.0) 29 (42.6)
Cinco o mas 60 (29.7) 22 (32.4)

N.C: no consta
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En este apartado solo los pacientes con menor compatibilidad HLA mostraron

mayor riesgo de CCNM en el analisis univariado.

Tabla 11- Analisis univariado. Patologia renal y trasplante

Univariado 95% Intervalo de Confianza p-valor
Riesgo Relativo

Afos de didlisis 1.01 0.93-1.10 0.742
Tipo de dialisis Hemodialisis Ref.

Peritoneal 0.76 0.32-1.78 0.528

Ambas 1.43 0.70-2.89 0.319
Concordancias HLA Cinco o mas Ref.

Tres o cuatro 1.55 0.86-2.79 0.137

Una o dos 2.28 1.16-4.45 0.016

4- VARIABLES RELACIONADAS CON EL TRATAMIENTO
INMUNOSUPRESOR.

TRATAMIENTO DE INDUCCION con ANTICUERPOS
ANTILINFOCITARIOS MONO/POLICLONALES

Del total de 289 pacientes, 110 no llevaron tratamiento de induccion. 81 pacientes

fueron tratados con basiliximab y 90 con timoglobulina®. 6 pacientes recibieron

ATGAM®. Muromonab-CD3 solo se administré en dos pacientes.
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Tabla 12- Tratamiento de induccidn con anticuerpos antilinfocitarios

Tratamiento de induccion Cancer de piel

Sin CCNM Con CCNM
(n=216) (n=73)
No induccion 79 (36.6) 31 (42.5)
Basiliximab 65 (30.1) 16 (21.9)
Timoglobulina® 66 (30.6) 24 (34.9)
ATGAM® 4(1.9) 227
Muromomab-CD3 2(0.9) 0 (0)

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes

grupos en cuanto a terapia de induccion.

Tabla 13- Analisis univariado. Tratamiento de induccién con anticuerpos
antilinfocitarios

Univariado 95% Intervalo de confianza p-valor
Tratamiento de induccion Riesgo Relativo
No induccion Ref.
Basiliximab 0.81 0.44-1.47 0.489
Timoglobulina® 0.89 0.52-1.52 0.667
ATGAM® 0.59 0.14-2.48 0.473
Muromonab-CD3 - - 0.970
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TRATAMIENTO INMUNOSUPRESOR DE MANTENIMIENTO

Dividimos el tratamiento inmunosupresor de mantenimento en cuatro grupos:

A-Rapamicina/everolimus (inhibidores mTOR)+ micofenolato + prednisona
B-Tacrolimus+ micofenolato+ prednisona
C-Ciclosporina + micofenolato + prednisona

D-Otros ( ciclosporina + azatioprina + predinosona...)

Una limitacion a nuestro estudio fue la falta de homogeneidad entre los diferentes
grupos de tratamiento. La terapia inmunosupresora mas frecuente fue la
combinaciéon de tacrolimus con micofenolato. Solo 18 pacientes recibian

tratamiento con inhibidores mTOR.

Durante el seguimiento 13 pacientes tratados con inhibidores de la calcineurina
pasaron a tratarse con inhibidores mTOR (5 pacientes por aparicion de CCNM y 8
pacientes por efectos toxicos del tacrolimus). De los 5 pacientes con CCNM, 3
pacientes siguieron haciendo CCNM a los 24 meses del seguimiento a pesar del

cambio de tratamiento inmunosupresor a inhibidores mTOR.

Tabla 14- Tratamiento inmunosupresor de mantenimiento

Tratamiento inmunosupresor Cancer de piel

Sin CCNM Con CCNM
(n=216) (n=73)
A 16 (7.4) 2(2.7)
B 156 (72.2) 36 (49.3)
c 43 (19.9) 31 (42.5)
D 1(0.5) 4(5.5)
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En el analisis univariado el grupo A (inhibidores mTOR + micofenolato) mostrd
una clara tendencia hacia un menor riesgo de CCNM, pero estos valores no

alcanzaron significacion estadistica.

Tabla 15- Andlisis univariado. Tratamiento inmunosupresor de mantenimiento

Univariado 95% Intervalo de confianza p-valor

Riesgo Relativo

Tratamiento inmunosupresor

A Ref.

B 1.85 0.44-7.75 0.394
C 1.41 0.34-5.98 0.636
D 1.76 0.32-9.72 0.516

5- VARIABLES RELACIONADAS CON ANTECEDENTES DE CCNM
ANTES DEL TRASPLANTE, QUERATOSIS ACTINICAS Y VERRUGAS

Solo 10 pacientes habian tenido algin CCNM antes del trasplante. Cinco de estos
10 pacientes siguieron haciendo tumores después del trasplante. Después del
trasplante 128 pacientes desarrollaron verrugas virales (5 en area genital, 40
palmoplantares y el resto en tronco y extremidades). La mayoria de los pacientes
desarrollaron menos de 10 verrugas, solo cinco pacientes desarrollaron mas de 10

verrugas (de éstos 5 pacientes todos desarrollaron CCNM).

119



Resultados

Tabla 16- CCNM antes del traplante, verrugas y queratosis actinicas

CCNM

CCNM antes del trasplante
No
Si
Verrugas antes trasplante
No
Si
Verrugas después trasplante
No
Si
Queratosis actinicas antes trasplante
No
Si
Queratosis actinicas después trasplante

Si

Sin CCNM
(n=216)

211 (97.7)
5(2.3)

189 (87.5)
27 (12.5)

115 (53.2)
101 (46.8)

115 (53.2)
101(46.8)

170 (78.7)
46 (21.3)

Con CCNM
(n=73)

67 (91.8)
5(6.8)

69 (94.5)
4 (5.5)

46 (63.0)
27 (37.0)

46 (63.0)
27 (37.0)

13 (17.8)
60 (82.2)

En el andlisis univariado la presencia de CCNM y queratosis actinicas antes del

trasplante, asi como la presencia de verrugas y queratosis actinicas después del

trasplante se asoci6 a un mayor riesgo de CCNM.
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Tabla 17- Andlisis univariado. CCNM antes del trasplante, verrugas y queratosis
actinicas

Univariado  95% intervalo de confianza p-valor
Riesgo
Relativo
CCNM antes del trasplante
No  Ref.
Si 3.74 1.49-9.39 0.005
Verrugas antes del trasplante
No  Ref.
Si 1.20 0.80-1.99 0.468
Verrugas después del trasplante
No  Ref.
Si 1.40 1.11-1.78 0.006
Queratosis actinicas antes trasplante
No  Ref.
Si 3.76 1.49-9.46 0.005
Queratosis actinicas después trasplante
No Ref.
Si 438 2.39-8.03 0.001

6- ANALISIS MULTIVARIANTE

En el analisis multivariante los factores asociados de forma definitiva con un
mayor riesgo de CCNM fueron la edad en el momento del trasplante (a mayor
edad, mayor riesgo), el fototipo (los pacientes con fototipos mas bajos tuvieron

mayor riesgo de CCNM) y la exposicion ocupacional pretrasplante alta.

Segun los resultados obtenidos podemos observar como a medida que aumenta en
un afio la edad del paciente en el momento del trasplante, el riesgo de desarrollar

un CCNM se incrementa en 1.06.

Los fototipos altos tienen la mitad de riesgo de desarrollar CCNM que los pacientes

con fototipos I/11.
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El otro factor implicado fue la exposicion ocupacional pretrasplante alta. Segtn el
analisis multivariante los pacientes con exposicion ocupacional alta tenian un

riesgo 2.15 mayor de desarrollar un CCNM que los pacientes con exposicion

ocupacional baja.

Tabla 18- Andlisis multivariante. Mddelo de riesgos proporcionales de Cox

Riesgo 95% Intervalo de confianza p-valor
Relativo
Edad en momento trasplante 1.06 1.03-1.09 0.001
Fototipo 0.50 0.27-0.92 0.026
Exposicon solar ocupacional 2.15 1.25-3.71 0.006
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Il. ESTUDIO DEL VPH

1- CARACTERISITICAS DE LOS PACIENTES

Los casos y los controles fueron similares en edad y sexo. Los casos y controles
tampoco difirieron significativamente con respecto a la exposicion solar,
localizacion del tumor, fotototipo o historia de verrugas o queratosis actinicas. La
tabla 19 resume las caracteristicas de los pacientes inmunodeprimidos (casos) y los

pacientes inmunocompetentes (controles).

Tabla 19- Caracteristicas clinicas de los casos y los controles.

Casos (n=30) Controles (n=30)  p-valor
n./total(%0) n./total(%o)
Edad (media afios+DS) 69.57£7.61 72.53£12.57 0.247
Sexo
Mujer 14/30 (46.6%) 16/30 (53.3%) 0.605
Hombre 16/30 (53.3%) 14/30 (46.6%)
Exposicion solar ocupac.
Alta 10/30 (33.3%) 15/30 (50.0%) 0.190
Baja 20/30 (66.7%) 15/30 (50.0%)
Localizacion tumor
Zona Expuesta  22/30 (73.3%) 16/30 (53.3%) 0.108
Zona no expuesta  8/30 (26.7%) 14/30 (46.7%)
Fototipo
/11 24/30 (80.0%) 22/30 (73.3%) 0.754
>1I 6/30 (20%) 8/30 (23.6%)
Queratosis actinicas 23/30 (76.7%) 20/30 (66.7%) 0.390
Verrugas 10/30 (33.3%) 8/30 (26.7%) 0.573
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2- FACTORES DE RIESGO

La localizacion del tumor en areas fotoexpuestas fue la Gnica variable asociada de
forma significativa a un mayor riesgo de VPH en los casos. En controles, la
exposicion ocupacional alta, la localizacion en areas fotoexpuestas y el fototipo
bajo fueron significativamente mas frecuentes en los pacientes VPH positivos. En
pacientes inmunodeprimidos el riesgo de positividad del VPH también fue mayor
en pacientes con queratosis actinicas y verrugas pero las diferencias no fueron
estadisticamente significativas. En los controles, en cambio, la presencia de
verrugas y queratosis actinicas no se asocid a un mayor riesgo de infeccion por
VPH. En la tabla 20 se analizan los factores de riesgo para VPH en casos y

controles.
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3- ESPECTRO Yy TIPADO VPH

Los tipos VPH del género B fueron los mas frecuentes, encontrandose en 35/60
(58.3%) de las muestras de pacientes inmunodeprimidos y en 26/60 (43.3%) de las
muestras de pacientes inmunocompetentes. Dentro del género VPH-p, la especie
VPH-p1 fue la mas prevalente, siendo el tipo mas frecuente el VPH-20, aunque sin
encontrarse diferencias significativas entre los grupos. So6lo detectamos una
muestra con VPH-a en un control. VPH-y mostr6 una fuerte asociacion a pacientes
inmunodeprimidos, aunque sin alcanzar significacién estadistica.  En seis
determinaciones la PCR para VPH fue positiva de forma débil no pudiéndose
realizar la secuenciacion al tener poca cantidad de ADN viral. Se detectaron cuatro
muestras de VPH no clasificadas en la base de datos NCBI (National Center for

Biotecnological Investigation).

Infecciones mixtas (por multiples tipos de VPH) se detectaron en 29 de las 120
determinaciones, siendo mas frecuentes en los casos (17/60) que en los controles
(12/60). Las infecciones mixtas fueron mas frecuentes en piel tumoral que en piel
sana en los pacientes inmunodeprimidos (11 infecciones en piel tumoral frente 6 en
piel perilesional). Encontramos el mismo numero de infecciones mixtas en piel
tumoral y piel sana en el grupo control (6 infecciones mixtas en lesiones y 6 en piel

sana).
La distribucion de los diferentes tipos de VPH detectados se resume en la tabla 21.

En las tablas 22 y 23 se muestran los tipos y géneros detectados de forma

individualizada en casos y controles
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Tabla 21- Distribucion VPH en casos (lesion y perilesion) y controles

(lesién y perilesion).

Casos (lesion y Controles (lesion  OR (95% ClI)  OR* (95% ClI)
peril.) (n=60) y peril.) (n=60)
n.(%) n.(%)
Algin VPH 44 (73.3%) 32 (53.3%) 2.4 (1.1-5.2) 3.4 (1.2-9.6)
o-Papillomavirus 0 1 (1.7%) - -
- Papillomavirus 35 (58.3%) 26 (43.3%) 1.8 (0.9-3.8) 1.5 (0.6-3.9)
1 14 (23.3%) 16 (26.7%) 0.8 (0.4-1.9) 0.5 (0.1-1.7)
2 11 (18.3%) 4 (6.7%) 3.1(0.9-10.5) 1.8 (0.4-8.4)
3 7 (11.7%) 5(8.3%) 1.5 (0.4-4.9) 1.0 (0.9-1.2)
4 1 (1.7%) 0 - -
5 1 (1.7%) 1.(1.7%) 1.0 (0.1-16.4) 0.8 (0.1-18.9)
y —Papillomavirus 5(8.3%) 1 (1.6%) 5.4 (0.6-47.4) 9.8 (0.9-101.9)
1 1 (1.6%) 0 - -
6 1 (1.6%) 0 - -
10 1 (1.6%) 0 - -
NC-Papillomavirus 2 (3.3%) 2 (3.3%) 1.0 (0.1-7.3) 1.4 (0.1-17.7)

OR*ajustado a localizacion, fototipo y exposicion solar.

NC: no clasificado
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Tabla 22- Tipos y géneros VPH en casos

PACIENTE DIAGNOSTICO Tipo-género VP Tipo-género
tumor \VPH perilesion

1 Bowen 12 B-1 -

2 Bowen 23 B-2 23 B-2

3 CBC - 93 B-1

4 CEC 130 y-10 108 y-6

5 Bowen 20 B-1 92 B4

6 CEC 107 B-2 107 B-2

7 Bowen 96  B-5 Positivo débil
8 CEC 111 B-2 9 B-2

9 CEC 9 B-2 9 B-2

10 Bowen 80  B-2 20 B-1

11 CBC 124 B-1 144 NC

12 CBC - Positivo débil
13 Bowen 98 B-1 105 B-1

14 CBC 120 B-2 -

15 CBC 93  B-1 124 B-1

16 CBC 129 vy 129 vy

17 CBC - 49 B3

18 CBC - -

19 CBC 124 B-1 Positivo débil
20 CBC 14 B-1 14 B-1

21 CEC - 49 B3

22 CBC - 144 NC

23 CEC 75 B3 -

24 Bowen 98 B-1 49 B-3
25 CEC - -

26 CBC - 49 B3

27 CBC 4 y-1 -

28 Bowen 5,12 B-1 49  B-3

29 Bowen - 107 B-2

30 Bowen - 49  B-3
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Tabla 23- Tipos y géneros VVPH en controles

PACIENTE DIAGNOSTICO Tipo-género Tipo-género
VPH tumor VPH perilesion

31 CBC - -

32 CBC - -

33 CEC 19  B-1 124 B-1

34 CBC Positivo débil -

35 Bowen 14 B-1 20 B-1

36 CBC 96  B-5 -

37 CEC 124 B-1 124 B-1

38 CBC 124 B-1 136 NC

39 CBC - 146 NC

40 CEC - -

41 CBC - 49 B-3

42 CBC - -

43 CBC 9,11 B-2/a 5 B-1

44 CEC 124  B-1 107 -2

45 Bowen 110 B-2 49 B3

46 CEC 20 B-1 20 B-1

47 CBC - -

48 Bowen 98  B-1 24 B-1

49 Bowen - -

50 Bowen 20 B-1 20 B-1

51 Bowen - Positivo débil

52 CBC - -

53 CEC - 49 B-3

54 Bowen 110 B-2 134 vy

55 CEC - 49 B3

56 Bowen - -

57 CBC - 49 B3

58 CBC - -

59 Bowen - -

60 Bowen 20  B-1 Positivo débil
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4- VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN PACIENTES
INMUNODEPRIMIDOS E INMUNOCOMPETENTES

El ADN del VPH fue detectado con mayor frecuencia en pacientes
inmunodeprimidos que en pacientes inmunocompetentes. VPH fue detectado en un
total de 44 de las 60 muestras (73.3%) en pacientes trasplantados, frente 32 de las
60 muestras (53.3%) en pacientes inmunocompententes, siendo estas diferencias
significativas [OR ajustado 3.4 (1.2-9.6)]. Al comparar los distintos géneros de
VPH, el género mas prevalente fue el VPH-f, aunque no encontramos diferencias

significativas en la prevalencia de VPH entre casos y controles.

5- VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN PIEL TUMORAL Y PIEL SANA

El ADN del VPH fue detectado con mayor frecuencia en piel sana que en piel
tumoral tanto en casos como en controles. Al aparear las muestras de piel tumoral y
piel sana entre casos y controles solo encontramos diferencias significativas al
comparar la piel sana perilesional de los casos con la piel tumoral y piel sana
perilesional de los controles [OR ajustado perilesion casos versus lesion controles
7.8 (1.6-36.7) y OR ajustado perilesion casos versus perilesion controles 5.9 (1.2-
29.6)]. Al comparar los distintos géneros del VPH entre piel tumoral y piel sana, el
género VPH-B, en concreto la especie B-1 fue el mas prevalente, pero no se

encontraron diferencias entre los grupos.

La tabla 24 muestra las tasas de deteccion de ADN del VPH y odds ratio (OR)
para las muestras de los casos (lesion y perilesion) y controles (lesion y perilesion).
En la tabla 25, la odds ratio la ajustamos al fototipo, exposicion solar y

localizacion de la muestra.
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Recogimos las muestras de 60 lesiones tumorales: 30 de pacientes
inmunodeprimidos (7 CEC, 10 CEC in situ y 13 CBC) y 30 de pacientes
inmunocompetentes (7 CEC, 10 CEC in situ y 13 CBC). Al estudiar la presencia
del VPH en piel tumoral, la presencia de VPH fue mas frecuente en CEC in situ
tanto en casos como en controles, detectandose en 8/10 (80%) de los CEC in situ
en pacientes inmunodeprimidos y en 6/10 (60%) de los CEC in situ de los
pacientes inmunocompetentes. La prevalencia de VPH fue menor en CBC tanto en
casos como en controles aunque estos resultados no alcanzaron significacion

estadistica (tabla 26).

Tabla 26- Prevalencia VPH en tumores

Total VPH positivo(%) p-valor

CASOS 30 20 (66.7%)

CEC 7 5 (71.4%)

BOWEN 10 8 (80.0%)

CBC 13 7 (53.8%) 0.39
CONTROLES 30 14 (46.7%)

CEC 7 4 (57.1%)

BOWEN 10 6 (60.0%)

CBC 13 4 (30.8%) 0.31
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I INCIDENCIA ACUMULADA

Los pacientes trasplantados tienen un elevada incidencia de enfermedades malignas
cutaneas. El riesgo de desarrollar CCNM aumenta con los aflos del trasplante. En
nuestro estudio la incidencia acumulada aumentd del 20°78% a los 5 afos, al
37.35% a los 10 afos, hasta el 53.08 % a los 15 afios del trasplante. Si

comparamos esta incidencia con otros estudios europeos '®'7'%20!

, observamos
que nuestros resultados reflejan una mayor incidencia. Esto podemos explicarlo
porque estos trabajos estan en gran parte realizados en paises con latitudes mas
altas que la nuestra (Norte de Europa) con unas condiciones ambientales diferentes
y un menor grado de exposicion solar. Asi en Suiza'® se registra una incidencia del
17°8% a los 10 afios, o de solo un 7% a los 10 afios en Noruegazo. En cambio, en
Australia es donde se registran las cifras mas altas de incidencia de CCNM en
pacientes trasplantados renales con una incidencia acumulada de 52°2% a los 10
afios y de hasta el 82"2% a los 20 afios'"'">. Nuestros resultados son similares a los
referenciados en el estudio de Fuente MJ et al®, publicado en el afio 2003 en el
Hospital Universitario Germans Trias i Pujol de Barcelona que registra una
incidencia acumulada de cancer cutaneo del 27% a los 6 afios y de hasta el 48% a
los 10 afios del trasplante renal. Los autores de este estudio justifican esta mayor
incidencia al hecho de que se trata de un estudio prospectivo y que sus datos no se

basan en registros de tumores.

Un aspecto destacable de nuestro estudio es la elevada y preocupante incidencia de
CCNM. La elevada exposicion solar en nuestra area y la combinacion de datos
retrospectivos y prospectivos con un seguimento semestral de los pacientes ha
influido seguramente en una mayor deteccidon y recogida fiable de todas las

lesiones.
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1. FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A CCNM

Al igual que en la poblacion general, los factores que influyen en el riesgo de
cancer de piel después del trasplante son multiples e interactian. En este estudio
hemos examinado una combinacion de factores fenotipicos, clinicos y ambientales

como factores de riesgo para CCNM en receptores de trasplante renal.

La radiacion ultravioleta acumulada (sobre todo UVB) es el principal agente
cancerigeno responsable de la induccion de CCNM'*** como lo sugiere el hecho
de que las lesiones aparecen casi exclusivamente en sitios de piel expuesta a
radiaciones UV dentro del campo de cancerizacion y son mas numerosas en

pacientes que viven en paises soleados.

Nuestro resultados apoyan el hecho que la exposicion solar es un factor
fundamental para el desarrollo del CCNM. Asi, los pacientes con fototipos mas
bajos y con exposicion solar ocupacional alta presentaron mayor riesgo de CCNM
después del trasplante. En nuestro estudio los pacientes con una exposicion solar
ocupacional alta mostraron un riesgo 2'15 veces mayor de CCNM que aquellos
pacientes con exposicion solar baja ocupacional. Ademas, la mayor parte de

lesiones se localizaron en zonas fotoexpuestas.

La edad también es un importante factor de riesgo. En nuestro estudio la edad
media en el momento del trasplante de los pacientes con CCNM fue mayor a la de
los pacientes sin CCNM. Ademas la edad en el momento del trasplante ha sido una
de las tres variables que ha demostrado tener una influencia significativa en el
desarrollo de CCNM, junto con el fototipo bajo y la exposicion solar alta. Son
varios los articulos que reflejan estas tendencias. En el estudio de Otley et al'” Ia

razon de riesgo se informoé 12 veces mayor en paciente que recibieron trasplante
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mas alla de los 55 afios de edad en comparacion con los pacientes que lo recibian

antes de los 34 afios.

La duracioén de la dialisis y el sexo del paciente no mostraron asociacion estadistica

con el riesgo de desarrollar un CCNM.

En nuestro trabajo la relacion CBC/CEC fue de 2.24:1. Esto contrasta con muchos
estudios™' donde el cociente CBC/CEC se invierte a favor del CEC. Las
diferencias pueden deberse a que la mayoria de estos estudios se basan en registros
de tumores donde muchas veces solo se recoge el primer tumor, o solo se
contabilizan los CEC. Ademas, aunque el diagnodstico histopatologico es el ““gold
estandar” para el diagnostico del CCNM, las lesiones tratadas sin diagndstico
histopatolégico no son incluidas en estos registros por lo que muchas veces la

incidencia de CBC no se recoge de forma uniforme.

La importancia de la coincidencia de los antigenos HLA para la supervivencia del
injerto renal estd bien establecida’’. Segin algunos estudios estos antigenos
también tendrian un papel importante en el desarrollo de tumores. Asi en el estudio

de Bouwes et al*

el riesgo de CEC se increment6 en los receptores no coincidentes
de los antigenos HLA-B (“mismatching”). En nuestro estudio los pacientes con
mas coincidencia de antigenos HLA presentaron menor riesgo de CCNM en el
analisis univariante aunque estos datos no se confirmaron en el analisis

multivariante.

La terapia de induccion con anticuerpos antilinfocitarios mono o policlonales,
si bien parece asociarse claramente con un mayor riesgo de aparicion de trastornos
linfoproliferativos (sobre todo con el uso de muromonab-CD3)*, su papel en la

etiopatogenia del cancer cutaneo en pacientes trasplantados no esta tan claro y
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I el tratamiento con

existe controversia al respecto. En el estudio de Caillard et a
anticuerpos policlonales y moromonab-CD3 se asocid a un mayor riesgo de
procesos linfoproliferativos a los 3 afios. Opelz et al** observaron que la terapia de
induccion con muromonab-CD3 o con anticuerpos policlonales, pero no con
antagonistas del receptor de la IL-2, aumentaba el riesgo de linfoma en el primer

afio. En el estudio de Bustami et al**

la terapia de induccion tanto con agentes que
agotaban los linfocitos, como con un antagonista del receptor de la IL-2, se asocid
significativamente con un mayor riesgo de desarrollar procesos

linfoproliferativos.

El papel de la terapia de induccidn en la aparicion de cancer cutdneo no esta tan
definido, existiendo menos estudios al respecto. En el estudio de Lampros et al'”'
el tratamiento con muromonab-CD3 se asocid a un incremento en el riesgo de
cancer cutaneo. El tratamiento con muromonab-CD3 también se asocié a CBC y
CEC en el estudio de Molina et al'®, en este trabajo ademas, el tratamiento con
timoglobulina® se asoci6 a un aumento de riesgo de CBC pero no de CEC.

Curiosamente en el estudio de Wimmer et al'®

el uso de antagonistas del receptor
de la IL-2 redujo significativamente el riesgo de tumores, cutdneos y no cutaneos,

en pacientes trasplantados.

En nuestro estudio no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre
los pacientes sin tratamiento de induccidn y los pacientes con diferentes regimenes
de induccion con éstos farmacos, aunque debemos tener en cuenta que solo dos
pacientes llevaban tratamiento de induccion con muromonab-CD3, por lo que no
podemos obtener conclusiones significativas en este grupo. Resultados similares
encontramos en el trabajo de Geusau et al'® donde al comparar sus resultados con

los datos publicados en otros centros de trasplante donde la terapia de induccion no
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se aplicaba habitualmente, o solo se incluia en las modalidades de tratamiento en
periodos de rechazo agudo, la terapia de induccion no parecia estar asociada con

una mayor incidencia de CCNM.

De los tratamientos inmunusupresores el grupo A (inhibidores mTOR +
micofenolato) mostré menor riesgo de aparicion de cancer cutaneo frente a los
otros tratamientos, aunque estos resultados no fueron significativos
estadisticamente, seguramente por el menor tamafio muestral de este grupo. Estos
resultados son concordantes con otros  estudios publicados previamente que
sugieren que los inhibidores mTOR podrian tener una accién preventiva en la
carcinogenesis. Un informe reciente de cinco estudios muticéntricos™ mostré que la
inmunosupresion de mantenimiento con siroliums se asocié a una reduccion de la
incidencia de tumores malignos a los 2 afios del trasplante. Kauffamn et al**
mostré una menor incidencia de cancer de piel a los 2’6 afios en pacientes que

recibieron inhibidores mTOR en comparacion con aquellos que habian recibido

inhibidores de la calcineurina.

Estas propiedades antitumorales se manifiestan también después de la aparicion de
tumores malignos cutaneos, aunque es sobre todo en el contexto de pacientes con
sarcoma de Kaposi donde se han evaluado estas propiedades antitumorales tras el
cambio a inhibidores mTOR, con varios estudios que informan de la regresion del
sarcoma de Kaposi después de la conversion a sirolimus. Con respecto a los
tumores malignos cutaneos, de Fitcher et al*’ examiné el uso de los inhibidores
mTOR en 53 receptores de trasplante renal que habian desarrollado CCNM
después del trasplante. La regresion del cancer de piel no melanoma se observo en
37 de los pacientes, un paciente se perdié durante el seguimiento y 15 pacientes
siguieron desarrollando nuevas lesiones después de la conversion a inhibidores

mTOR, dos de los cuales estaban recibiendo dosis bajas de inhibidores de la
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calcineurina como parte de su régimen inmunosupresor. La conversion a
inhibidores mTOR se ha observado también en pequefios estudios no controlados
de trasplante renal con CCNM. En estos estudios el numero de tumores disminuyo
pero el seguimiento fue corto. En el estudio de Fernandez et al*, nueve receptores
de trasplante renal tratados con inhibidores de la calcineurina cambiaron a
tratamiento con everolimus debido a la presencia de tumores malignos o toxicidad
neuroldgica por tacrolimus. De ellos seis pacientes habian tenido cancer de piel
recurrente. Al  sustituir el tacrolimus o la ciclosporina por everolimus no

presentaron mas tumores cutdneos durante el tiempo de seguimiento (6°5 meses).

En nuestro estudio, en cambio, de 5 pacientes con CCNM que se convirtieron a
inhibidores mTOR (después de haber recibido tratamiento con inhibidores de la
calcineurina), 3 siguieron haciendo CCNM a pesar del cambio de tratamiento a los

105
"™ observaron

24 meses de seguimiento. En este sentido en el estudio de Lebbe et a
que el sarcoma de kaposi podia recaer bajo tratamiento con sirolimus tras un

seguimiento prolongado y que ademas algunos pacientes no respondian.

Destacar la alta incidencia de CCNM en pacientes trasplantados y la importancia
del tratamiento inmunosupresor en la etiopatogenia de estos tumores. Con el fin de
reducir la carga tumoral en estos pacientes, su manegjo requiere un enfoque
multidisciplinar que incluya la revision de la inmunosupresion. Aunque hay una
considerable cantidad de datos que sugieren que el uso de los inhibidores mTOR se
asocia con una reduccion del riesgo de malignidad postrasplante queda por
determinar si el cambio a un inhibidor mTOR en pacientes con CCNM puede
modificar el comportamiento bioldégico de estos tumores. Investigaciones

adicionales son necesarias para establecer el papel exacto de estos agentes.
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Actualmente varios ensayos prospectivos estan en curso para evaluar los posibles
efectos antineoplasicos de los inhibidores mTOR en los canceres cutaneos de
pacientes trasplantados (www.clinicaltrials.gov). Los resultados prometedores del
sirolimus podrian verse obstaculizados por la alta frecuencia de efectos secundarios
que presenta cuando se administra durante varios afios. Los mas comunes: la
hiperlipidemia y toxicidad hematoldgica, otros efectos adversos incluyen deterioro
en la cicatrizacion de las heridas, proteinuria, edema, neumonitis y microangiopatia

trombética. Fernandez et al’*®

observaron que en el 20% a 46% de los pacientes
con nefropatia cronica del injerto la conversion de inhibidores de la calcineurina a
sirolimus produjo un aumento de la proteinuria y deterioro de la funcién del injerto.
Es por ello que para establecer la conversion a inhibidores mTOR es primordial
una buena funcion del injerto.

En cuanto a la presencia de lesiones premalignas, en el estudio de Bouwes et al'®
las queratosis actinicas y verrugas se asociaron a un aumento del riesgo de CEC
en comparacion con los pacientes que no tenian estas lesiones. En nuestro estudio
la aparicion de verrugas después del trasplante y la presencia de queratosis
actinicas antes y después del trasplante se asociaron a mayor riesgo de CCNM en el
analisis univariado. Pero en el analisis multivariante estos factores perdieron
significacion estadistica. Con respecto a estos datos hemos de tener en cuenta las
limitaciones del estudio, y debemos considerar la posibilidad de que las verrugas
al considerarse una lesion “poco seria” muchas veces no se incluyeran en la historia

clinica.

En cuanto a la evolucion de los pacientes, comentar la ausencia de complicaciones
graves en los CCNM de nuestra serie. Ninglin paciente desarrolld metastasis por
CCNM o muerte por evolucion del tumor cutaneo. Destacar la presencia de

recidivas tumorales en 3 de los 41 CEC (7.3%) y 2 de los 91 CBC (2.2%). Esto
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contrasta con muchos estudios que reflejan un curso mas agresivo en estos tumores
. g , . g eqe , -1
con frecuentes recidivas locales tras su exéresis y mayor posibilidad de metastasis .

El estrecho seguimiento de estos pacientes ha podido contribuir a estos resultados.

Los factores de riesgo asociados estadisticamente con CCNM fueron la edad en el
momento del trasplante (mayor riesgo a mayor edad), la exposicién ocupacional
pretrasplante alta y los fototipos bajos, lo que demuestra el papel primordial de la

radiacién UV en la etiopatogenia del cancer cutaneo.

1. VPH Y CANCER CUTANEO

Si bien la presencia de ciertos tipos de virus del papiloma humano es un conocido

factor de riesgo para el desarrollo de cancer de cuello utero'*”'*

, el papel del virus
del papiloma en el desarrollo del cancer de piel es muy discutido. Los estudios
realizados para valorar la implicacion del VPH en la oncogénesis cutanea son muy
dispares, en parte debido a las diferencias en los métodos utilizados para la
deteccion y tipificacion del VPH, el tipo de muestra analizada, asi como la falta de
inclusion de potenciales factores de confusion de riesgo para cancer de piel, sobre
todo aquellos relacionados con la exposicion solar. La relacion entre VPH y cancer
de piel se ha sustentado en varios premisas como la asociacion epidemioldogica
observada entre las verrugas y los CEC en pacientes con epidermodisplasia
verruciforme®, la coexistencia de signos histolégicos de infeccién viral y displasia

epitelial en una misma biopsia®**’ o la identificacién de ADN del VPH en muchos

CCNM®®

Sin embargo, la falta de resultados consistentes de ADN del VPH en el cancer de

piel, el frecuente hallazgo de VPH en la piel normal y la falta de identificacion de
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un grupo de “alto riesgo” de VPH en cancer de piel ponen en duda el papel del

VPH en el desarrollo de CCNM.

Hemos examinado wuna poblacion de pacientes inmunodeprimidos e
inmunocompentes del area mediterranea para identificar la prevalencia y el

espectro de los tipos de VPH presentes en tejido tumoral y en piel sana.

Los resultados de los estudios de PCR que han detectado ADN del VPH en los
CCNM de los pacientes trasplantados han sido muy dispares. Sin embargo en los
ultimos afos, la mayoria de estudios describen una positividad del VPH en los
CEC de pacientes trasplantados que oscila entre un 60-90% de los casos, aunque

los tipos encontrados son muy heterogéneos '

La mayor prevalencia de VPH encontrada en nuestro estudio en pacientes
inmunodeprimidos frente inmunocompentes concuerda con otros articulos
publicados previamente. En el estudio de Harwood et al” se compara por la
técnica de PCR degenerada la prevalencia de VPH en 148 canceres cutaneos: 85
muestras de pacientes inmunodeprimidos (44 CEC, 24 CBC y 17 lesiones
premalignas: queratosis actinicas o CEC in situ) y 63 de pacientes
inmunocompetentes (22 CEC, 30 CBC y 11 lesiones premalignas). Se detectd
ADN de VPH en 37/44 (84'1%) de los CEC, 18/24 (75%) de los CBC y 15/17
(88'2%) de las lesiones premalignas de piel en pacientes inmunodeprimidos en
comparacion con la deteccion de ADN de VPH en 6/22 (27°2%) de los CEC,
11/30 (36'7%) de los CBC y 6/11 (54'4%) de las lesiones premalignas en pacientes
inmunocompetentes. Los tipos VPH epidermodisplasia verruciforme (EV) fueron
los mas frecuentes en ambos grupos. Concluyen comentando que si bien hay claras
diferencias en cuanto a prevalencia de VPH en pacientes inmunodeprimidos e

inmunocompetentes, siendo la prevalencia de infeccion por VPH mucho mayor en
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pacientes inmunodeprimidos [82% frente 36%, p<0.001], no se encuentraron

diferencias en los tipos de VPH en las diferentes lesiones en las dos poblaciones.

Casabonne et al''> examino el rol de los anticuerpos frente VPH en dos
poblaciones trasplantadas en Reino Unido. En general, el 86% de los participantes
fueron seropositivos a por lo menos un VPH: 41% a tipos alfa mucosos, 33% a
tipos alfa cutaneos, 56% a tipos beta, 47% a tipos gamma y 45% a otros tipos (nu,
mu, VPH 101 y 103). Se encontraron diferencias en las seroprevalencias de 8
tipos de VPH entre los pacientes trasplantados de los dos centros de trasplantes,
pero no se identificaron factores de riesgo asociados con la seropositividad a VPH
cutaneos entre los pacientes trasplantados.

Proby et al*®

examind la asociacion entre VPH-B y CEC en pacientes
trasplantados. Se incluyeron un total de 210 pacientes trasplantados con CEC y 394
pacientes trasplantados sin CCNM. Se determind la presencia de VPH-B por PCR
en pelo de las cejas y por serologia. Se detectd ADN de VPH-B en una elevada
prevalencia (>94%) en ambos grupos. Se encontr6 una asociacion significativa en
la concordancia de ambas técnicas de deteccion del VPH para al menos un tipo de
VPH-B [OR 1.6, IC 1.1-2.5]. Se encontr6é también una asociacion significativa

borderline entre CEC y VPH-36, con similar asociacion para VPH-5, VPH-9 y
VPH-24.

Parece que el desarrollo de cancer de piel en pacientes trasplantados es el resultado
de una compleja interaccion entre la exposicion UV, la infeccion por el virus del
papiloma, y la predisposicion genética. Investigaciones sucesivas son necesarias
para delinear el papel exacto de VPH en el desarrollo de CEC en pacientes

trasplantados.
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En pacientes inmunocompetentes, diversos estudios’**''* han detectado tasas de

infeccion de VPH muy variables (entre 27-70%) en pacientes con CEC.

En el estudio de Asgari et al*®, de casos y controles se buscé la presencia de VPH
por técnica de PCR de alta sensibilidad en 85 pacientes inmunocompetentes con
CEC (en piel tumoral y en piel sana perilesional) y en 95 pacientes control
inmunocompetentes sin CEC (en piel expuesta y no expuesta al sol). Los resultados
mas concluyentes fueron que se identifico VPH en el 54% de los CEC y en el 50%
de la piel perilesional, mientras que en los controles se aislaron VPH en el 59% de
piel fotoexpuesta y en el 49% de piel no fotoexpuesta. Al comparar casos y
controles no se observaron diferencias en la deteccion general del ADN del VPH,
pero sin embargo, si existia diferencia al analizar por separado los diferentes tipos
de VPH. En este estudio se pudo comprobar que los VPH-B2 eran mas numerosos
en lesiones (34%) que en areas perilesionales (17%) y en zonas fotoexpuestas
(29%) que en zonas no fotoexpuestas (24%). Las infecciones multiples fueron mas
frecuentes en muestras tumorales que en areas no fotoexpuestas en pacientes
control. El tipo HPV-20 fue el mas frecuentemente detectado. Concluyen
comentando que la alta prevalencia de ADN del VPH detectada en los controles
sugeria que el ADN del VPH estaba muy distribuido en la poblacién general. Sin
embargo, la deteccion diferencial del VPH-3 en los tumores sugeria que ciertos
tipos de VPH estaban involucrados en la progresion del CEC. En este estudio
también se especulaba que la disminucion de la inmunidad celular mediada por
células T inducida por la radiacién solar seria la causante de la mayor infectividad

en las zonas fotoexpuestas.

En el estudio de Forslund et al''” se examinaron 82 CEC, 126 CBC y 49
queratosis actincias de 349 pacientes inmunocompetentes determinando la

presencia del VPH en piel lesional y sana del mismo paciente. ADN del VPH fue
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positivo en el 12% de las muestras de piel sana, en el 26% de los CEC, 18% de los
CBC y en el 22% de las queratosis actinicas. El tipo predominante en los CEC fue
el VPH-B2 y las muestras positivas tanto en lesion como en piel sana se
localizaron mayoritariamente en zonas fotoexpuestas. Llegaron a la conclusion que

los VPH-f32 se asociaba a CEC.

Rollison et al''®  determinaron la presencia de VPH en 25 pacientes
inmuncompetentes con CCNM (16 CBC y 9 CEC). En el 60% de los tejidos
tumorales se comprobo la existencia de ADN de VPH-, siendo positivo en un

71% de los CEC y en el 54% de los CBC.

En el estudio de Patel et al''” se determinaron 25 genotipos distintos de VPH-B en
98 CEC y 98 CBC en pacientes inmunocompetentes, mediante un nuevo método de
hibridacion reversa. El 83°7% de los CEC y el 77°6% de los CBC tenian algin
VPH-B. Se detectd con mayor frecuencia infeccion por algin tipo de VPH-2
(67'3% de los CEC y 57"1% de CBC). Pero al comparar todos los tipos VPH-32
detectados, no se encontraron diferencias en la prevalencia entre CBC y CEC. Sin
embargo, el CEC se asoci6 de forma significativa a mayor riesgo de infeccion por
VPH-B1 que el CBC. Sus datos sugerian que una gran proporcion de CEC y CBC
estudiados contenian ADN de VPH del género B, y especificamente explicaban un
papel potencial del género VPH-B1 y posiblemente otros tipos beta en la génesis

tumoral de los CEC.

En general, en pacientes inmunocompetentes se detecta VPH (con predominio del
VPH-B) en menor proporcién que en pacientes inmunodeprimidos y con unos
porcentajes similares a los encontrados en piel sana. Basandose en estos datos,
algunos autores incluso opinan que los VPH- solo serian saprofitos habituales de

la piel®™.
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En nuestro estudio al comparar la prevalencia de VPH entre piel tumoral y piel
sana, la presencia de VPH ha sido mayor en piel sana que en piel tumoral tanto en
casos como en controles, aunque estos resultados no alcanzaron significacion
estadistica. La alta prevalencia de ADN del VPH en piel sana tanto en casos como
en controles confirma los hallazgos de estudios anteriores que sugieren que el ADN
del VPH se encuentra ampliamente distribuido en la piel de la poblacion
general****. Estudios realizados en personas inmunocompetentes han encontrado
ADN del VPH en 67-74% de los pelos arrancados’” y en el 69-80% de los frotis
de piel”’. Estos estudios, junto con nuestros datos, sugieren que la presencia de
ADN del VPH es generalizada en piel de apariencia normal. En otros estudios, en
cambio, se detect6 ADN del VPH con mayor frecuencia en piel tumoral que en

piel sana. Asgari et al®

al comparar piel tumoral con piel sana no encontrd
diferencias en la deteccion general del ADN del VPH, sin embargo al analizar por
separado los diferentes tipos de VPH, los VPH-B2 eran mas numerosos en piel
tumoral que en piel sana perilesional [OR 4, IC: 1.3-12]. En el estudio de Forslund
et al'™® se comparé la presencia de VPH en CCNM y en piel sana del mismo

paciente y la prevalencia de VPH fue mayor en piel tumoral.

Harwood en el afio 2004'"® ya comentaba que en los futuros estudios que se
realizaran para valorar el VPH como factor de riesgo de CCNM se deberian incluir
los posibles factores de confusidn para cancer de piel como la edad, el fototipo y

la exposicion solar.

En nuestro estudio las muestras de areas fotoexpuestas mostraron mayor
prevalencia de ADN del VPH tanto en casos como en controles. Nuestros
resultados apoyan la teoria de la importante interaccion de la luz UV y 1la

presencia de VPH'*'". En nuestro trabajo al estudiar los posibles factores de
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confusion en pacientes inmunodeprimidos solo la localizacion del tumor en areas
fotoexpuestas se asoci6 a un mayor riesgo de VPH. En pacientes
inmunocompetentes ademas de la localizacion del tumor en areas fotoexpuestas, la
exposicion solar ocupacional alta y el fototipo bajo también se asociaron a un
mayor riesgo de VPH de forma significativa. El importante papel de la radiacion
UV también se refleja en otros trabajos como el de Forslund et al'™ donde el
ADN del VPH también se asocid de forma significativa a la exposicion al sol,

tanto en piel tumoral como en piel sana.

Al comparar la presencia de VPH en las muestras tumorales, la presencia de VPH
fue mayor en los CEC in situ que en los CEC o CBC tanto en los casos como en los
controles. La presencia de queratosis actinicas o verrugas se asocié a mayor riesgo
de VPH en pacientes inmunodeprimidos pero éstos resultados no alcanzaron
significacion estadistica, seguramente por el tamafio muestral limitado. Este
hallazgo coincide con los estudios que sostienen la teoria de que el VPH en el
cancer de piel se detecta con mayor frecuencia en las lesiones mas precoces como
los CEC in situ y queratosis con displasia sugiriendo que la influencia del VPH se
centraria fundamentalmente en las etapas iniciales de la carcinogénesis cutanea,
mas que en la perpetuacion tumoral’™'?* Asi en el estudio de Pfister et al'*, se
encontr6 una alta prevalencia de ADN del VPH-f en 114 pacientes con queratosis
actinicas (85% en muestras congeladas y 67% en muestras parafinadas), lo que
indica un papel potencial carcinogénico del VPH en las primeras etapas de

desarrollo del CEC.

No hemos encontrado diferencias significativas en el espectro de tipos del VPH
entre las dos poblaciones, si bien el género HPV- fue el mas prevalente, sobre
todo la especie HPV-B1. Datos similares encontramos en otros articulos, aunque

muchos de estos trabajos se basan en la clasificacion taxonomia clasica de VPH
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mucosos, cutaneos o asociados a epidermodisplasia verruciforme (EV)®. Segun la
clasificacion de Villiers de 20047 los tipos VPH-EV  se incluyen actualmente en el
género B: VPH-B1 y VPH-B2. En el estudio de Asgari et al®®, en cambio, la especie
mas prevalente fue VPH-B2, aunque en este estudio, como en el nuestro, el tipo

mas frecuente detectado fue el VPH-20 (VPH-B1).

El mecanismo por el cual el VPH causa tumores cutdneos no esta aun aclarado. La
presencia de un virus en tejido tumoral no es evidencia suficiente para demostrar
una relacion causal; para comprobar la relacion entre CCNM e infeccion por VPH
es necesario realizar estudios epidemiologicos, de niveles de infeccion por VPH en
casos y controles, asi como estudios prospectivos que establezcan la relacion

temporal entre infeccion y cancer.

Nuestros datos ponen de relieve las diferencias potencialmente importantes en la
prevalencia de VPH entre pacientes inmunodeprimidos e inmunocompetentes,
apoyando la compleja interaccion entre VPH, la exposicion a la radiacion UV y el
estado de inmunosupresion. Pero la prevalencia superior del VPH encontrada en
piel sana cuestiona el papel del VPH en el desarrollo del CCNM vy sugiere que el
ADN del VPH se encuentra ampliamente distribuido en la poblacion general. Si
bien no hemos encontrado correlacion entre la presencia de VPH y céncer de piel
hemos de tener en cuenta que se trata de una serie pequeiia, de caracter informativo
y que se necesitan estudios mas amplios para descartar la implicacion del virus del

papiloma en el cancer de piel.
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V. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

1. Estudio ambispectivo.

El estudio ambiespectivo se basa en la combinaciéon de datos retrospectivos y
prospectivos. La utilizacion de datos retrospectivos supone un mayor riesgo de

sesgos de informacion y seleccion.

2. Tratamiento inmunosupresor: grupos no homogéneos.

Al comparar los distintos tratamientos inmunosupresores observamos que los
grupos no son homogéneos. El tratamiento con inhibidores mTOR mostré una
tendencia hacia un menor riesgo de CCNM, aunque estos resultados no alcanzaron

significacion estadistica, probablemente por el menor tamafio muestral de este

grupo.

3. Determinacion VPH: tamafio muestral.

Por motivos de financiacion solo pudimos realizar determinacion de la
prevalencia y genotipo del VPH mediante técnica de PCR en 120 muestras (60
determinaciones en pacientes trasplantados: 30 determinaciones de piel tumoral y
30 de piel sana perilesional y 60 determinaciones en pacientes inmunocompetentes:
30 de piel tumoral y 30 de piel sana perilesional). Por el pequefio tamafio muestral,
los datos obtenidos en este apartado deben ser considerados tendencias, que

deberan de ser confirmados en series mas largas.
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Conclusiones

Los factores de riesgo independientes asociados de forma significativa
a la aparicion de CCNM en pacientes trasplantados fueron la
exposicion solar ocupacional pretrasplante alta, el fototipo bajo y la
mayor edad en el momento del trasplante.

Se encontro alta incidencia acumulada de CCNM en pacientes
trasplantados renales (20°78% a los 5 afios del trasplante, 37°35% a los

10 afios y 53°08% a los 15 afios del trasplante).

El tratamiento con inhibidores mTOR mostr6 un menor riesgo de

CCNM, aunque este resultado no alcanzé significacién estadistica.

La prevalencia del VPH fue mayor en pacientes trasplantados que en

pacientes inmuncompetentes.

El género VPH maés prevalente en casos y controles fue el VPH-B. El
tipo VPH més frecuente fue el VPH-20.

Se encontré una mayor prevalencia de VPH en piel sana perilesional
gue en piel tumoral, tanto en pacientes trasplantados como

inmunocompetentes, aunque esta diferencia no fue significativa.

Y destacamos la importancia de realizar revisiones cutaneas periodicas
en estos pacientes asi como la necesidad de incluir la valoracion de los
factores clinicos y ambientales en los programas de seguimiento de los

pacientes trasplantados.
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