745

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

EXPRESION DEL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO EN
TEJIDO FIJADO EN FORMOL/EMBEBIDO EN
PARAFINA DE ESPECIMENES CON DIAGNOSTICO
DE HIPERPLASIA EPITELIAL FOCAL, PAPILOMA Y
VERRUGA VULGAR.

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

CIRUJANA DENTISTA
P R E S E N T A

CRISTINA VIVIANA RUBALCAVA TORRES
;)_0( %5¢ 9
ol

DIRECTORA: C. D. M. O. BEATRIZ C. ALDAPE BARRIOS
ASESORES: M. en C. FRANCISCO JAYIER GARCIA VAZQUEZ
C. D. JOSE LUIS TAPIA VAZQUEZ

MEXICO, D.F. 2001



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






o m §—¢2
CRISTINA VIVIANA RUBALCAVA TORRES Crent T e "0

“PORQUE TE HAGO SABER SANCHO, QUE LA BOCA SIN
MUEILAS ES COMO UN MOLINO SIN PIEDRA, Y EN MUCHO
MAS SE HA DE ESTIMAR UN DIENTE QUE UN DIAMANTE.”

MIGUEL DE CERVANTES SAAVEDRA.



o ® M g_£7
CRISTINA VIVIANA RUBALCAVA TORRES “rat " T gon 8L

Agradecimientos:

A Dios, por haberme dado el gran regalo de la vida y poder ver
realizados mis suefos.

A mis Padres con agradecimiento y admiracion por su ejemplo de
honestidad, rectitud y respeto a la vida y quienes gracias a su esfuerzo
y amor han sido guia de mi trayectoria profesional.

A mis Hermanos Leo y Eric, con amor y agradecimiento por apoyar
mis ilusiones.

A mis queridos Abuelitos, ausentes y presentes;, con especial
reconocimiento a mi abuelita Aby, que con su dedicacion y
entusiasmo supo dar y mantener en mi el aliento y fortaleza suficientes
para alcanzar la meta trazada. Gracias por tus consejos y amor
incondicional.

A mis Tios, Tias, Primos y Prmas, con ltodo el carifio y
agradecimiento, por la unién que siempre hemos tenido, por sus
sabios consejos y absoluto apoyo.



& %M & —h
CRISTINA VIVIANA RUBALCAVA TORRES Crier ° Lhh _ag EJ

Ala C. D. M. O. Beatriz C. Aldape Barrios.
Jefa del Laboratorio de Patologia Clinica y Experimental de la Division
de Estudios de Posgrado ¢ Investigacion, de la U. N. A. M.

Con respeto, admiracion y agradecimiento, por brindarme esfa
gran oportunidad para la elaboracion y desarroflo de la presente tesis
de investigacién, asi como por compartir conmigo sus amplios
conocimientos y su valiosa amistad.

Al C. D. José Luis Tapia Vazquez, mi agradecimiento por su atinada
orientacion para el inicio del desarrollo de esta tesis de investigacion.

Al C .D. Daniel Quezada Rivera, mi agradecimiento por sus valiosos
comentarios en la revisién de esta tesis de investigacion.

Al C. D. Bemardo Cruz Legorreta, mi agradecimiento por su oportuno
y desinteresado apoyo para la conclusibn de esta tesis de
investigacion.

A todos los integrantes, tanto del Servicic Social como los adscrifos al
Laboratorio de Palologia Clinica y Experimental de la Division de
Estudios de Posgrado e Investigacion de fa U. N. A. M, con
agradecimiento por su apoyo incondicional.




Do T o R H
CRISTINA VIVIANA RUBALCAVA TORRES Tt oo © by ,‘,‘,,—85 Eu

Al Dr. Eduardo Lépez Corella.
Jefe del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Pediatria.

Con respeto y gratitud por haberme otorgado su confianza y
permitirme realizar la presente tesis de investigacion en el
Departamento a su digno cargo.

Al Dr. Daniel Carrasco Daza.
Jefe del Servicio de Patologia Molecular del Departamento de
Patologia del Instituto Nacional de Pediatria.

Con respeto y gratitud por las facilidades prestadas para el
manejo del material y equipo del Servicio a su digno cargo.

Al Maestro en Ciencias Francisco Javier Garcia Vazquez, Quimico
adscrito al Departamento de Patologia Molecular del Instituto Nacional
de Pedialria.

Con respeto y gratitud por su calidad humana y profesional, asf
como por su atinada direccion en el desarrollo de la presente tesis y
por la generosidad con la que brinda sus bien cimentados
conocimientos.

A todos los Histotecnélogos del Departamento de Patologia del
Instituto Nacional de Pediatria, con agradecimiento y admiracion por
su gran colaboracion durante el tiempo que duré mi estancia en tan
noble Institucion.



O i
CRISTINA VIVIANA RUBALCAVA TORRES “rur x oid |

A todos y cada uno de mis Profesores del Grupo 04 de la Facultad de
Odontologia de la UNAM y de la Clinica Periférica Las Aguilas, con
respeto, admiracion y gratitud por sus sabias enseflanzas, que para mi
han sido una fuente inagotable de experiencia y conocimientos en mi
formacion profesional.

A mis Amigos, Compafieros y a todas las personas que tocaron mi
vida de una manera muy especial en estos arnos de Licenciatura, con
afecto.

A TODOS GRACIAS




O bM ) e o R
CRISTINA VIVIANA RUBALCAVA TORRES T hr gy = ¢ 2o %17

Este trabajo se realizd
en el Departamento de Patologia
del Instituto Nacional de Pediatria
bajo la asesoria del
M. en C. Francisco Javier Garcia Vazquez.



0.0 o 812
CRISTINA VIVIANA RUBALCAVA TORRES taor FIRK TNgehe _Sg E“

INDICE
PAGINAS
RESUMEN 1
INTRODUCCION 2
1. ANTECEDENTES 4
1.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS VIRUS 4
1.2 PAPOVAVIRUS 7
1.3 PAPILOMAVIRUS 9
1.3.1 CLASIFICACION 10
1.3.2 GENOMA 17
1.3.3 REPLICACION VIRAL 22
1.3.3.1 INFECCION LITICA 22
1.3.3.2 INFECCION PERSISTENTE 23
1.4 PATOGENESIS 24
1.5 PAPEL ONCOGENICO 27
1.6 RESPUESTA INMUNE DE LA CELULA HUESPED 30
1.7 FACTORES DE RIESGO 31
1.8 MODO DE TRANSMISION 31
1.8.1 ABRASIONES DE LA PIEL 31
1.8.2 CONTACTO SEXUAL 32
1.8.3 PRENATAL 32
1.8.4 AUTOINOCULACION 32
1.9 EPIDEMIOLOGIA 33
1.10 MANIFESTACIONES CLINICAS 35
1.10.1 PIEL 35
1.10.2 MUCOSA ORAL 40
1.10.3 VIAS RESPIRATORIAS 47
1.10.4 MUCOSA GENITAL 50

1.11 PATRON HISTOLOGICO DE LAS LESIONES 53



CRISTINA VIVIANA RUBALCAVA TORRES Craar e 2BEK “ayen

PAGINAS

1.12 METODOS DE DIAGNOSTICO 54
1.12.1 CLINICO 54
1.12.1.1COLPOSCOPIA 54

1.12.2 LABORATORIO 54
1.12.2.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA 54

1.12.2.2 INMUNOHISTOQUIMICA 55

1.12.2.3 HIBRIDACION “IN SITU" 57

1.12.2.4 SOUTHERN BLOT 58

1.12.2.5 DOT BLOT 59

1.12.2.6 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA 60

1.13 PREVENCION 65
1.14 TRATAMIENTO 66
1.14.1 CITOTOXICAS 66
1.14.2 QUIRIRGICAS 67
1.14.3 INMUNOLOGICAS 68

1.14.3.1 VACUNA PARA VPH 68

Ii



o bM o8z
CRISTINA VIVIANA RUBALCAVA TORRES S hwrgle o © o8 g &1 5:-*

PAGINAS

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 69
3. JUSTIFICACION 69
4. OBJETIVOS GENERALES 70
5. OBJETIVOS ESPECIFICOS 70
6. HIPOTESIS DE TRABAJO 71
7. HIPOTESIS ALTERNA 71
8. VARIABLES DEPENDIENTES 71
9. VARIABLES INDEPENDIENTES 71
10. TIPO DE ESTUDIO O DE INVESTIGACION 71
11. MATERIALES Y METODOS 72
11.1 UNIVERSO DE ESTUDIO 72

11.2 CRITERIOS DE INCLUSION 72

11.3 CRITERIOS DE EXCLUSION 72

11.4 PROCESO DE INMUNOHISTOQUIMICA 73

11.5 PROCESO DE HIBRIDACION “IN SITU" 76

12. RESULTADOS 78
13. CONCLUSIONES 88
14. DISCUSION 89
15. PERSPECTIVAS A FUTURO 90
16. ABREVIATURAS 91
17. GLOSARIO 92
18. REFERENCIAS 103

19. ANEXQS 109

I



D G
CRISTINA VIVIANA RUBALCAVA TORRES reut 0 Pogzd

TABLA

10

iNDICE DE TABLAS

PAPILOMAVIRUS Y SUS CARACTERISTICAS.

CLASIFICACION DEL VIRUS PAPILOMA HUMANO.

CLASIFICACION DEL VIRUS PAPILOMA HUMANO
DE ACUERDO AL EPITELIO DONDE SE
DESARROLLA LA INFECCION.

CLASIFICACION DEL VIRUS PAPILOMA HUMANO
DE ACUERDO AL RIESGO DE INDUCIR
LESIONES PREMALIGNAS.

FUNCIONES GENETICAS DE LOS GENES DEL
VIRUS PAPILOMA HUMANO.

INTERACCIONES ENTRE ONCOPROTEINAS DE
VIRUS DE ADN TUMORALES Y PROTEINAS
CELULARES SUPRESORAS DE TUMOR.

METODOS DE DIAGNOSTICO DE LAS INFECCIONES

POR EL VIRUS PAPILOMA HUMANO.

PAGINAS

15

16

19

29

64

RELACION ENTRE LAS TRES PATOLOGIAS Y LA EDAD. 82

RELACION DE LAS TRES PATOLOGIAS

Y SU LOCALIZACION.

RELACION ENTRE EL DIAGNOSTICO CLINICO
Y EL HISTOPATOLOGICO.

v

83

84



%) BM .
CRISTINA VIVIANA RUBALCAVA TORRES “riet e sh & EJ

INDICE DE FIGURAS

FIGURA

o oo ~N g h WN -

N N T N QL U §
~N & O A WON = O

18

18

20

MAPA GENOMICO DEL VIRUS DEL POLIOMA BK HUMANO.

MAPA GENOMICO DEL VPH TIPO 11.

MAPA GENOMICO DEL VPH TIPO 16.

PENETRACION DEL VPH A LA CELULA HUESPED.
VERRUGAS COMUNES EN LA MANO.

VERRUGAS PLANTARES.

VERRUGAS PLANAS EN EL MENTON.

VERRUGAS PLANAS EN EL HOMBRO.

PAPILOMA EN ENCIA INTERDENTARIA.

PAPILOMA EN ARCO PALATOGLOSO.

PAPILOMA EN DORSO DE LA LENGUA.

PAPILOMA EN SUPERFICIE VENTRAL DE LA LENGUA.
PATRON HISTOLOGICO DE UN PAPILOMA,
VERRUGA VULGAR EN LA MUCOSA LABIAL INFERIOR.
VERRUGA VULGAR EN MUCOSA BUCAL.

PATRON HISTOLOGICO DE UNA VERRUGA VULGAR.
HIPERPLASIA EPITELIAL FOCAL EN LA

MUCOSA LABIAL SUPER!CR.

HIPERPLASIA EPITELIAL FOCAL EN LA

MUCOSA LABIAL INFERIOR.

PATRON HISTOLOGICO DE LA HIPERPLASIA
EPITELIAL FOCAL.

PAPILOMA LARINGEO JUVENIL.

PAGINAS

21
21
24
36
37
38
38
40
40
41
41
42
43
43
44

45

45

46
47



o © M 5557
CRISTINA VIVIANA RUBALCAVA TORRES taur 2 o

FIGURA

21
22

23
24
25
26
27
28
28
30
3

32
33
34
35

36
37

PATRON HISTOLOGICO DE UN PAPILOMA LARINGEO.
MULTIPLES CONDILOMAS EN LA MUCOSA

LABIAL INFERIOR.

CONDILOMA ACUMINADO EN COMISURA LABIAL.

PATRON HISTOLOGICO DE UN CONDILOMA ACUMINADO.
CONDILOMA ACUMINADO EXTENSO EN REGION VULVAR.

CONDILOMA ACUMINADO EN PREPUCIO.
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA.
PROCESQ DE INMUNOHISTCQUIMICA.
PROCESO DE HIBRIDACION “IN SITU".
GRAFICA DE LOS CASOS ANALIZADOS.
GRAFICA DE INCIDENCIA DE LAS TRES
PATOLOGIAS EN CUANTO AL GENERO.

GRAFICA DE INMUNQEXPRESION POR TIPQ DE LESION.

GRAFICA DE INMUNOEXPRESION GENERAL.
HIPERPLASIA EPITELIAL FOCAL.

CONTROL DE PAPILOMA FARINGEO

PARA LA TECNICA DE |HQ (LSAB+/DAB).
PAPILOMA BUCAL.

CONTROL DE PAPILOMA FARINGEO

PARA TECNICA DE HIS.

VI

PAGINAS

48

50
50
51
52
52
62
75
77
81

81
85
85
86

86
87

87



o %M % \i{?
CRISTINA VIVIANA RUBALCAVA TORRES rurafler 0 Z9ok =.""_§§ gﬂ

RESUMEN

Los papilomavirus son un grupo de virus especificos de especie que
infectan a una gran variedad de vertebrados, incluyendo al hombre, en los que
generalmente producen tumores benignos de piel (papilomas), estos tumores
ocasionalmente pueden malignizarse. lL.as lesiones mas frecuentes encontradas
en el hombre son las verrugas vulgares y plantares, en los Ultimos afios se ha
reportado un aumento en las infecciones del virus papilorna humano (VPH) en el
aparato genital.

Recientemente se ha despertado un gran interés sobre estos patégenos
debido no solo al gran aumento de la incidencia de los condilomas acuminados o
verrugas genitales, sino a la asociacién encontrada entre algunos genotipos de
VPH con lesiones precancerosas y canceres genitales asi como del aparato
respiratorio y gastrointestinal.

En este trabajo se encontrd |la presencia del virus del papiloma humano en
biopsias fijadas en formol/embebido en parafina de especimenes con diagnéstico
de papiloma, hiperplasia epitelial focal y verruga vulgar de muestras que fueron
obtenidas en el archivo del Laboratorio de Patologia Cinica y Experimental de la
Division de Estudios de Posgrado e Investigacidn, de la Facultad de Odontologia
UNAM. Se estudiaron 32 biopsias, y a cada blogue se le realizaron las técnicas de
inmunohistogquimica {IHQ) e hibridacion “in situ” {HIS) para detectar la presencia
de proteinas virales y del genoma viral. Por la técnica de inmunchistoquimica se
logré detectar que en un 78% fueron (+) a VPH. Por la técnica de hibridacion “in
situ” sélo se detectaron 3 casos (+) de 4 casos estudiados por la técnica de

inmunohistoquimica.
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INTRODUCCION

Eil virus del papiloma humano (VPH) ha sido detectado en una gran
variedad de lesiones cutaneas y mucosas, en la actualidad mas de 10 tipos de
VPH se han asociado a infecciones bucales tales como papilomas escamosos
celulares, condilomas acuminados, hiperplasia epitelial focal y verrugas comunes.
El VPH tienen un papel muy importante como factor etiolégico de lesiones
premalignas y neoplasias epiteliales malignas, no solo de la mucosa anogenital
sino también de la mucosa bucal’

En este trabajo se demostrd la expresiéon de proteinas de la capside del VPH
mediante la técnica de inmunohistoquimica (IHQ) en biopsias de pacientes con
diagnéstico histopatologico de papiloma, verruga vulgar e hiperplasia epitelial focal
que fueron obtenidas en el archivo del Laboratoric de Patologia Clinica y
Experimental deta Facultad de Odontologia de la UNAM durante el afio 1999-
2000. Para confirmar los resultados obtenidos por la técnica de IHQ se realizé la
técnica de hibridacion “in situ” (HIS) a 3 casos que resultaron positivos a VPH por
IHQ, confirmando los resultades, se utilizd como control positivo en todas las
reacciones que se llevaron a cabo, una biopsia de papiloma faringeo positivo a
VPH.

Debido a que para ambas técnicas es un factor importante el proeceso de fijacion
de las piezas quirlrgicas, se realizé la técnica de IHQ para cbservar la expresion
de la proteina vimentina en todos los casos analizados, esta proteina por ser
constitutiva del citoesqueleto, de vasos sanguineos y del tejido conectivo, nos
puede dar informacion cuali y cuantitativamente de la preservacion de las
muestras, las cuales resultaron de excelente calidad.

Por la técnica de IHQ se detectéd que el 78% de los casos fueron positivas al VPH.
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En base a lo anterior se puede concluir que efectivamente el virus del
papiloma humano tiene un papel importante en |a etiologia de el papiloma, verruga
vulgar e hiperplasia epitelial focal; y aunque los tipos asociados son considerados
de nulo o bajo riesgo de malignidad, no hay que olvidar que este virus se puede
transmitir por autoinoculacion, de ahi que encontremos condilomas en cavidad
bucal, siendo que es una lesién que afecta la regidn genital. Es por ello que se
recomienda e empleo de la IHQ e HIS como técnicas de rutina en el
Departamento de Patologia Clinica y Experimental para garantizar a los pacientes
un diagnéstico y tratamiento oportuno, evitando asi complicaciones indeseables.
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1. ANTECEDENTES

1.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS VIRUS.

Los virus son los agentes infecciosos mas pequefios (20 a 300nm de
didmetro), que contienen como genoma sélo una clase de acido nucléico (ARN ¢
ADN). En la actualidad se sabe que los virus son factores etiologicos en el
desarrollo de varios tipos de tumores humanos. '

Toda la unidad infecciosa se denomina virién. Los virus son inertes en el

medio extracelular; se replican sélo en células vivas y su parasitismo es a nivel
genético. El genoma viral se encuentra encerrado en una cubierta proteinica, la
cual puede estar rodeada por una membrana que contiene lipidos, asi mismo
contiene la informacion necesaria para programar a la céfula huésped infectada
para que sintetice varias macromoléculas especificas del virus requendas para la
produccién de la progenie viral."?
Durante el ciclo replicativo se producen numerosas copias del genoma viral y de
proteinas de la envoltura. Estas Ultimas se ensamblan para construir 1a capside, la
cual encapsula y estabiliza el genoma viral centra el medic extracelular y facilita la
adhesidn y quiza la penetracion del virus al ponerse en contacto con las nuevas
células sensibles.'?

Lutzner, revisé el papel del virus del papiloma humano (VPH} en la
patogénesis de las verrugas planas y papilares, enfatizando la gran variedad de
diferencias gendémicas de los diversos subtipos de VPH.?

Como no ha sido desarrollado un sistema que mediante el cultivo de tejidos
permita el aislamiento y propagacién de VPH, recientes investigaciones han tenido
que recurrir a la clonacion del ADN viral dentro de las fases en conjuncién con las

técnicas de hibridacion de acidos nuciéicos.**
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Los virus que se asocian de manera estrecha con la epidemioclogia de

cancer humano son:

El VPH asociado a tumores genitales (cancer cervical, vulvar y del pene) y
carcinoma de las células escamosas.

Virus del Epstein-Barr (EBV) asociado a carcinoma nasofaringeo, linfoma
de Burkitt africano y linfoma de células B."®

Virus de la hepatitis B, asociado al carcinoma hepatoceluiar.

Retrovirus humano, asociado a la leucemia de células T en adultos.

Los cambios mas prominentes que se asocian con células transformadas

incluyen:

Alteraciones en los patrones de crecimiento celular.
Alteraciones en la superficie celular.
Alteraciones en los componentes intracelulares y los procesos bioquimicos.

Transformacion celular.’

Las verrugas genitales han sido descritas desde la antigliedad, en Egipto

hay pinturas que describen el tratamiento con el uso de cauterio; de la Grecia

clasica proviene el nombre “Kondyloma” que significa verruga. Ya desde esta

época se sospechaba que las verrugas en la regién anogenital del humano podian

ser de origen venéreo ®’

En Roma en el afio 25, Celsus describié |las caracteristicas clinicas de las

verrugas plantares, genitales y comunes de la piel.>”®

extractos de verrugas genitales obedecian al mismo agente infeccioso.

Ciuffo, en 1903 demostrd que las verrugas plantares producidas con
378
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Para 1907, Ciuffo describié [a infeccion natural de las verrugas comunes de
la piel por autcincculacién, demostrando que una bacteria estéril extraida de la

verruga podria ser la inductora de la lesion.>"®

En 1932, Shope aisld el virus del papiloma de conejo, mismo que produce
papilomas y tumores en la piel del conejo. Este virus fue el primer modelo para

estudiar el posible papel oncogénico de tos virus en los mamiferos.>”#

En 1949, Strauss revela el caracter viral de la enfermedad.®

Para 1960, estudios ultraestructurales del &acide desoxirribonucleico
confirmaron la presencia de un virus en las verrugas plantares. Las particulas
encontradas eran de forma esférica, de aproximadamente 55nm, de un peso de
5x10° Daltons con una cubierta nuclear de ADN, que contenia 8000 pares de
bases.?

La posibilidad de que la infeccién por VPH esté relacionada en la etiologia
del cancer bucal, fue descrita por Syrjanen et. al en 1983, pues de los 40 casos
que él estaba estudiando con diagndstico de carcinoma, 16 que corresponden a
un 40%, se les demostré la presencia de VPH mediante inmunohisoquimica.?
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1.2 PAPOVAVIRUS

La familia Papoviridae comprende un grupo de virus de ADN que produce
infecciones liticas y tumores benignos o cancerosos.'®
El nombre de papovavirus se formé por el acrémico de los miembros mas famosos
del grupo: los virus papiloma {virus de seres humanos y animales), los virus
polioma (de ratones y BK humano Fig. 1) y los virus vacuolantes (virus SV40 de
los simios).®°
Desde el punto de vista estructural son viriones icosaediricos, no envueltos, con

72 capsémeros y que contienen un ADN circular de doble cadena o bicatenario.®
Algunas de las caracteristicas importantes de los papovavirus son:

- Virién: Icosaédrico, 45 & 55 nm de didmetro.

- Composicion: ADN (10%) , proteinas (90%).

- Genoma: ADN circular de doble cadena, con peso molecular de 5 a 8 Kpb. A
veces puede adoptar ofras dos configuraciones: lineal y superenrrollado.

- Proteinas: 3 proteinas estructurales; las histonas celulares condensan al ADN
del virién.

- Cubierta: ninguna.

- Replicacién: en el nicleo

- Caracteristicas destacadas: Estimulan la sintests de ADN celular. Los
papilomavirus son causa importante de enfermedad humana. Los poliovirus
son modelos importantes de los virus tumorales. Las oncoproteinas virales

interactdan con proteinas supresoras de celulas tumorales ®'"1?
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ANTIGENO
T PEQUENQO PROTEINA
. £ VP2
y
3K PROTEINA
X VP3
-~ 4K
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. s VP1
; K
==
ANTIGENO T GRANDE
L3 REGION TARDIA

REGION TEMPRANA

Fig. 1 MAPA GENOMICO DEL VIRUS DEL POLIOMA BK HUMANO. El genoma
circular de doble cadena de ADN contiene 5008pb. Se observa la regién temprana
{banda color lita) que codifica a las oncoproteinas virales que son el antigeno T
pequefio -sT- (traduccién) y el antigeno T grande -LT- (replicacion y
transformacién} . También la region tardia que codifica para las proteinas de la
capside VP1, VP2, VP3 (banda color rojo}.
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1.3 PAPILOMAVIRUS

El virus del papiloma humano (VPH) pertenece al grupo de virus

oncogénico con genoma de ADN que se replica usualmente en las células

huésped natural, integrando una porcién del genoma viral al cromosoma celular

(Tabla 1).5'2

Tabla 1. PAPILOMAVIRUS Y SUS CARACTERISTICAS

CARACTERISTICAS

GENERO

VIRION

Estructura de la capside

Icosaédrico sin cubierta

Tamafho (diametro)

55nm

GENOMA

Tipo y estructura de! acido nucléico

ADN circular de doble cadena.

Tamafio : PM ; nimero de pares de
bases.

5X10% 8X10°

Informacion gue se interpreta

En una cadena.

it POTENCIAL ONCOGENO

Tumores en huéspedes naturales

Si

Resultado de infeccidén natural

Tumeor benigno (verruga)
Carcinoma Cervico Uterino

Tejido blanco

Superficies epiteliales

Transformacion de células in vitro Rara vez
No integrado en verrugas ; integrado en
n cél das - '
Genoma en células transforma carcinomas.

MIEMBROS INDIVIDUALES

Virus que infectan al hombre

Virus del papitoma humano>70

Enfermedades humanas de mayor
importancia

Verrugas cutaneas y genitafes ,
papilomas laringeos, carcinoma cervical.

Virus aislados importantes de animales
huéspedes

Papilomavirus de vaca y conejo.

(Jawetz ,E 1996, Miller, C 1996; White, D 1994).
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1.3.1 CLASIFICACION

La clasificacion det VPH se basa en ei rango de los huéspedes que infectan
y en el grado de homologia de sus maléculas de ADN {porcentaje de hibridacién
cruzada), son virus especificos de especie que comparten un antigeno comun de
género. Se subdividen en tipos y subtipos segun el grado de homologia de su
genoma (Tabia 2), ya que no se diferencian serolégicamente, se clasifican como
tipos distintos aquellos en 10s que el grado de homolegia es inferior al 50% y se
definen come subtipos cuando el grado de homologia es superior al 50%; asi del
VPH-6 se han descrito 6 subtipos. Actualmente con las técnicas de Biclogia
Molecular se han podido identificar alrededor de 80 tipos diferentes de VPH, de los
cuales 20 infectan superficies mucosas y el resto infectan el epitelio cutaneo
(Tabla 3); asi mismo se han clasificade de acuerdo al grado de
malignidad.1°'14'15‘16'”'18'19'68'(Tabla 4)

10
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Tabla 2. CLASIFICACION DEL VIRUS PAPILOMA HUMANO

TIiPO DE PAPILOMAVIRUS

1

LOCALIZACION

Veerrugas plantares

2 Verrugas comunes

3 Verrugas planas

4 Verrugas comunes

5 Lesiones benignas y malignas de

Epidermcdisplasia Verruciforme (EV)
6 Verrugas genitales, Papilomatosis laringeas
77 Verrugas de “carnicerg” ,papilomatogis oral en
pacientes con VIH.

8 Lesiones benignas y malignas de EV

9 Lesiones de Epidermodisplasia Verruciforme
10 Verrugas planas

11 Papilomas laringeos, Verrugas genitales

12 Lesiones de Epidermodisplasia Verruciforme
13 Hiperplasia Epitetial Focal

14 Lesiones de Epidermodisplasia Verruciforme
15 Lesiones de Epidermodisplasia Verruciforme
16 Neoplasia intraepitelial ancgenital y cancer

17 Lesiones de Epidermodisplasia Verruciforme
18 Neoplasia intraepitelial anogenital y cancer |
19 Lesiones de Epidermodisplasia Verruciforme
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20 Lesiones de Epidermodisplasia Verruciforme
2n B | esiones de Epidemodispiesia Vermuitome
22 Lesicnes de Epidermodisplasia Verruciforme
23 Lesiones de Epidermodisplasia Verruciforme
- — . -

24 Lesiones de Epidermodisplasia Verruciforme
25 Lesiones de Epidermodisplasia Verruciforme
26 Verrugas comunes en inmunosuprimidos

27 o Verrugas comun_e; _

28 Verrugas planas

29 Verrugas comunes

30 o ] Carcinoma Iarfr;gewc; )

3 Neoplasia intraepitelial anogenital y cancer

32 Hiperplasia Epiteliat Focal y papilomas

;3 Neoplasia intréep@i; an_o;e;; ;f;nc;r—
34 Neoplasia intraepitelial anogenital

35 Neoplasia anogenital y cancer

_36 o B ;)-ueratos;ctin; t;es;n;s EV ]
37 Queratoacantoma

38 Melanoma

g - __—‘r:éoplasia intra;p‘itelia‘ll anoge;'li;a;y—c;me?w
40 Neoplasia intraepitelial anogenital
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41 Carcinoma escamoso celular cutaneo

T o _ Neoplasia i:t;é;éial anogenital

43 Neoplasia intraepitelial anogenital

44 Neoplasia intraepitelial anogenital

45 - Neoplasia intrae;itelial anogenital y cénicer 7

46 Lesiones de Epidermodisplasia Verruciforme

47 Lesiones de Epidermodisplasia Verruciforme

48 - i N Carcinoma escérﬁﬁs;-cglu;ar cuténe;:n 7

49 Verrugas planas en inmunosuprimidos

50 Lesiones de Epidermedisplasia Verruciforme

51_ o - Nec;;s;a intraepitelial_anogen;a-i;_c—émcer

52 Neoplasia intraepitelial ancgenital y cancer

53 Neoplasia intraepitelial anogenital

58 |Neoplsaintracpielal anogenitai

55 Neoplasia intraepitelial anogenital

56 Neoplasia intraepitelial anogenital y cancer

75777 ST T o Papilon’_\és orales Yy papifofﬁa sinusal invertido
en maxilar

&8 Neoplasia intraepitelial anogenital y cancer

59 Neoplasia intraepitelial anogenital

o ouiste epidermoie |

61 Neoplasia intraepitelial anogenital

13
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62 Neoplasia intraepitelial anogenital

63 Verrugas en piel

64 Neoplasia infraepitelial anogenital

65 Verfruga pigmentada

66 Carcinoma cervical

67 _ Neoplasia intraepitelia_la;ogenital -
68 Neoplasia intraepitelial anogenital

69 Neoplasia intraepitelial anogenital y cancer
o |,elomavuar
1 Neoplasia intraepitelial anogenitat

72 Papilema oral {paciente con HIV}

73 Papilcma oral (p:ciente_cc;n HIV)

74 Neoplasia intraepitelial anogenital

75 Verruga comun

; - Verruga comuin N ‘

77 Carcinoma de células escamosas

80 Piel normal

82 Neoplasia intraepitelial vaginal i

(De Villers, E 1994; White, D 1996; Zur Hausen, H 1996)

14
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Tabla 3. CLASIFICACION DEL VPH DE ACUERDO AL EPITELIO DONDE SE
DESARROLLA LA INFECCION

VPH:
1.2,3,4,56,7,89,10,11,12,14,15,17,19,20,
21,22,23,24,25,26,27,28,29,36,37,38,
41,46,47,48,49 57 63,65, 75,76y 77.

Epitelio cutaneo

VPH:
Epitelio de la regién ano-genital 5,6,11,16,18,30,31,33,35,39,42,43,44,
45,51,62,563,54,55,56,57,568,66 y 70.

VPH:
Mucosa bucal 1,2,3,4,6,7,10,11,13,16,
30,31,32,33,35,45,52 55 y 57.

{(Bernad, H 1894; Lawton, G. M 1992; Tjoung-Won, P 1995)

15
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Tabla 4. CLASIFICACION DEL VPH DE ACUERDO AL RIESGO DE INDUCIR
LESIONES PREMALIGNAS

VPH de alto riesgo 16,18,31,33,35,39,45,561,52,55,66 vy 68.

VPH de bajo riesgo 6, 11y42.

VPH sin riesgo 30,40,43,44,53 54 y 57.

( Jawetz, E 1996; Mc Cance, D 1994, Miller, C 1996)
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1.3.2 GENOMA DEL VPH.

El genoma consiste en 7200 - 8000 pares de bases, contiene hasta 10
marcos de lectura abierta (ORF), localizada en la misma cadena de ADN. Las
localizaciones y longitudes exactas de varios marcos de lectura abierta son
diferentes para cada uno de los tipos genomices (Fig. 2 y 3). Generalmente solo
una de las hebras es transcripcionalmente activa y su transcripcion ocurre en una

sola direccion 14,16,18,28,21,22,23,

El genoma del VPH puede dividirse en 3 regiones:

La Regién Larga de Control (LCR) que ocupa aproximadamente el 10% del
genoma, y se localiza entre L1 y E6, se denomina también como zona no
codificadora o region reguladora superior {URR).

La regién temprana (E), cuyos genes tienen una funcidn regulatoria
relacionada con la persistencia del genoma, replicacion del ADN y la activacion del
ciclo litico, codifican polipéptidos funcionales responsables de la transformacion
celular y de la presencia de ADN como episoma en las células que infectan,
codifica para las proteinas E1, E2, E3, E4, E5, E6, y E7, éstas dos ultimas se
expresan en todos los VPH invelucrados en cancer cervical.

Y la regién tardia (L), que son L1 y L2 que codifican para las proteinas de ia
CépStde 14,16,18, 20,21,22.23 24 (Tabla 5)

17
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La regulacion de la expresion del genoma viral es compleja y controlada
tanto por factores de transcripcidn dei virus como de la célula, esta regulacion
ocurre principalmente en la regidon LCR, la cual varia substancialmente en la
composicion de nucledtidos entre fos diferentes tipos de VPH, en esta region hay
elementos que actian en cis que regulan la transcripcion de los genes E6/E7, los
cuales son genes transformantes para la inmortalizacion y el mantenimiento del
fenotipo de transformacién de las células cancerosas de cérvix VPH positivas. Se
han identificado un gran numero de factores de transcripcion celulares, entre ellos
estan: NF-1, AP1, KRF-1, Oct-1, SP-1, YY-1 y el receptor de glucocorticoides que
participan en la regulacién del genoma viral. Ademas de la regulacién celular, la
regulacion intragendmica de la actividad de los genes EG/E7 a través de la
proteina viral E2 juega un papel importante en la activacién o represién de estos

oncogenes. 14,16,18,20,21,22,23,25.

18
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Tabla 5. FUNCIONES GENETICAS DE LOS GENES DEL VPH

GEN / REGION

PORCION

FUNCION

URRo LCR

Origen de replicacion de
ADN.

Promotores de sintesis de
ARN.

Potenciador de
transcripgion,

Porcion 5

Porcidn 3

Represion de la
replicacion.
Replicacion de ADN
extracromosomico.

Toda la longitud

Parcion 3

Transactivacion de la
trascripcion (VPH de los
tipos 6, 11 y 16).
Represion de la
transcripcién; se une con
fa region larga de control.

Hasta el momento no se
conoce ningdn producto o
funcioén.

Fosfoproteina
citoplasmatica en las
verrugas (VPH -1).

Transformacién celutar
(VPH-8).

19
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Transformacion celular
Altera las propiedades de
crecimiento celular.
Forma complejos con p53
(VPH de los tipos 16 ¥
18).

Transformacién en
cooperacién con E7 (VPH-
de los tipos 16 y 18).

Esta conformada por 158
aminoacidos de longitud.

Regulacidon de la
extension o nimero de
copias del ADN episémico
en la replicacion.
Transactivacion de la
transcripcion (VPH-18).
Complejos con pRB 105,
pRB 110 (VPH-186).
Dominic para la casein-
cinasa Il.

Esta conformada por 98
aminoacidos de tongitud.

Proteina mayor de la
capside 76 KD.

Proteina menar de la
capside 54 KD.

 (Aznar,J 1990, Joklik, W 1996, Tjoung Won, P 1995)

20



o ©
CRISTINA VIVIANA RUBALCAVA TORRES ﬁm

LCR ELG E?
Il m
‘\-\\‘ S
ya B
/’// ~ 'ﬂ; | . " \
! - 1K 7, AN
/. A
f } .
Ly

Fig. 2 MAPA GENOMICO DEL VPH 11. Contiene de 7200-8000pb. Se observan

los marcos de lectura abierta de los genes tempranos (E1,2,4,5,6 y 7) y tardios (L1
y L2); asi mismo la region larga de control (LCR) localizada entre L1 y E6.
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Fig. 3 MAPA GENOMICO DEL VPH 16, Contiene de 7200-8000pb. Se observan
los marcos de lectura abierta de los genes tempranos (E1,2 4,56 y 7) y tardios
(L1 y L2); asi mismo la regién larga de control (LCR}) localizada entre 1.1 y E6.
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1.3.3 REPLICACION VIRAL

El VPH produce dos tipos de infecciones, una infeccién litica que lleva a la
formacion de viriones y una infeccién persistente que puede llevar a ia
transformacion oncogénica de la célula huésped. Las fases de la infeccién celular
se inician al unirse el virus a los receptores celulares de la memprana plasmatica,
para penetrar el citoplasma mediante pinocitosis o fusidon con dicha membrana.
Luego se libera el virus en el citoplasma y pierde su cubierta; después de lo cual
se produce la sintesis o replicacién de VPH en el nicleo de la célula epitelial por
estimulacion de la sintesis de ADN celular. Los acidos ribonucléicos mensajeros
tempranos (MARN) -0 previos a la sintesis de ADN- son transcriptos a partir de
aproximadamente la mitad del genoma. Estos mARN salen del nicleo y son

traducidos en las proteinas virales tempranas en el citoplasma. 5%'%

1.3.3.1 INFECCION LITICA.

Si la infeccion sigue un curso litico, el ADN comienza a replicarse usando
una de las proteinas tempranas. La replicacion comienza en una regién definida
del genoma y procede de forma bidireccional hasta aproximadamente 180°
alrededor del genoma, cuando las dos moléculas hijas completas se separan. La
replicacion del ADN se acompaiia de |a transcripcion de los mARN tardios que
codifican las principales proteinas virales. Estas proteinas son retrotransportadas
hacia el nucleo, donde se ensambian con el ADN necrreplicado para formar los
viriones hijos. Los papilomavirus establecen una infeccion litica o productiva sblo
en las células queratinizadas del epitelio superficial, es decir, en esta capa ocurre
la produccién de las proteinas de la capside viral y el ensamblaje de los viriones

infecciosos.®'%

22
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1.3.3.2 INFECCION PERSISTENTE.

Estos virus pueden permanecer en estados de latencia en las capas
epitelales mas profundas de la piel, esta persistencia en las capas hasales puede
llevar a la transformacion oncogénica de sus células huésped, esta transformacién
ocurre cuando estos virus infectan células incapaces de mantener el ciclo litico, es
decir, las células que se encuentran en estadios de diferenciacion y que por lo
tanto impiden el ciclo replicative completo, el mantenimiento del estadio
transformadoe requiere de la expresion continua de los genes virales
tempranos.®%1%%%

Las transcripciones del ADN y el ARN virales para la expresién genética
temprana se llevan a cabo en la capa basal. Las células infectadas por VPH son
transformadas y producen tumores. El genoma viral se encuentra en forma de
multiples copias de un episoma circular en el interior del nucleo de las células
transformadas, pero no de forma integrada en el interior del genoma celular, el
sitio en que se rompe el ADN del VPH durante la integracién es la regién de los
genes E1/E2, debido a la ausencia del represor E2 por la ruptura de dicho gen se
expresan los oncogenes E6 y E7. Tanto el genoma virico integrado como la forma
extracromosémica transportan sus propios genes transformados. Las células del
huésped suelen producir una proteina que inhibe la expresién de ios genes
transformadores de los papilomavirus, pero ésta puede ser inactivada por
productos del virus y por otros virus infectivos, permitiendo asi la transformacion

maligna (Flg 4) 4,8,8,12,18,23,24,26,27.

23
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Fig. 4 PENETRACION DEL VPH A LA CELULA HUESPED. El proceso que
permite que los tipos de alto riesgo del virus del papiloma humano (VPH) (1)
causen cambios malignos comienza cuando las particulas virales migran hacia las
células del huésped (2}. EI ADN vira!l entra al nucleo de la célula (3,4) y se integra
al ADN (5). Cuando ocurre la integracion, parte de los genes E2 y E4 del ADN del
VPH son eliminados(6). La eliminacién da comao resultado la sobreexpresion de los
genes E6 y E7 (7), que estan involucrados directamente en la transformacion de
las células epiteliales (8). Los genes sobreexpresados se unen a la proteina pS3 y
a la proteina del retinoblastoma, proteinas que son supresoras tumorales (9), lo
que causa la degradacion de las proteinas (10). El control del ciclo celular normal
se altera y se liberan los factores de transcripcion genética, que en condiciones
normales no estan disponibles (11). Los factores de transcripcion se unen al ADN
de la célula del huésped (12) y se estimula la sintesis celular 13). Por tanto, la
sintesis esta aumentada, lo que da origen a la neoplasia (14).4%%121821.23.24.26.27..56
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1.4 PATOGENESIS

Los papilomavirus tienen la caracteristica de ser epiteliotropicos, por ello

preducen tumores en el epitelio escamoso de individuos susceptibles. Las lesiones
proliferativas benignas del epitelioc cutaneo se reconocen como verrugas y las
lesiones del epitelic metaplasico y del no queratinizado como condilomas o
papilomas_7.14,2o.2s.2s.
El conocimiento de la patogénesis de estas infecciones se ve limitado por la
ausencia de un sistema de cultivo celular que permita la propagacién in vitro del
VPH. El VPH infecta las células de la capa basal del epitelio y la replicacion viral
sucede en ceélulas basales proliferativas, pero las proteinas de la capside
estructural viral (funcibn de genes tempranos) no son detectados
morfolégicamente. La infeccion productiva por VPH sdlo sucede en células
epiteliales escamosas totalmente diferenciadas, incluso en los cultivos celulares
de los queratinocitos no se ha logrado la expresidn completa del VPH. Las
funciones productivas, como la sintesis de ADN vegetativo virico y la expresion de
los genes tardios, stlo se manifiestan en las células epiteliales escamosas
diferenciadas del estrato espinoso y de la capa granulosa epidérmica de la verruga
y No en la capa basal ni en los fibroblastos dérmicos. La sintesis de la capside y el
ensamblaje de la particula virica s6lo se produce, por tanto, en las células
diferenciadas de la porcién superior del estrato espinoso y la capa granulosa.

25
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Durante la emigracion de las células epidérmicas a través del estrato
granuloso a la capa granular se produce la diferenciacion celular y la expresion de
los genes tardios (L1 y L2) que dan lugar al ensamblado y maduraciéon de la
particula virica en el nacleo de las células granulares, por lo que el control de la
expresion de los genes tardios esta intimamente unido al grado de diferenciacion
de las células epiteliales escamosas. La liberacion del virus con la subsiguiente
infeccién de las células basales adyacentes se produciria durante la descamacion
celular y en el proceso normal de degradacion y degeneracion de restos celulares.
Tras la infeccion, el genoma de los VPH permanece estable en las células
basales, bien de forma latente sin alteracion morfoldgica de la célula, o bien
expresando genes tempranos que se asocian con la acantosis. L.a presencia del
genoma viral y su expresion en la capa basal y capas superiores de la epidermis
son los responsables de la proliferacion de células epiteliales caracteristicas de las
verrugas o papilomas. La localizacién anatdémica preferente de la infeccion es el
epitelio escamoso cutdneo ¢ mucoso. Las lesiones cutaneas son habituaimente
benignas, excepto en los pacientes en terapia inmunosupresora o con
epidermodisplasia verruciforme.”+%12:14.20.28.

Las proliferacicnes mucosas, como las del cérvix uterino, muestran diversos
grados de displasia ¢ neoplasia intraepitelial cervical. La malignizacion de las
verrugas y condilomas se relaciona con ciertos tipos de VPH, estado fisico del
ADN (integrado en el cromosoma celular), depresidn de ta inmunidad celular de
los antigenos ascciados a VPH, y la interaccién de cofactores fisicos, quimicos u
otros agentes infecciosos de transmisién sexual. Los pacientes con trastornos de
la inmunidad celular, genéticos o adquiridos, presentan un aumento de frecuencia

de las lesiones asociadas a VPH, incluyendo cancer, 7+%12:14.20.22.28.
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1.5 PAPEL ONCOGENICO

La primera evidencia del potencial oncogenico del VPH se obtuvo del

estudio de la epidermodisplasia verrucifrome, enfermedad multifactorial, en la que
intervienen factores genéticos, inmunolégicos y extrinsecos, en cuyas lesiones se
han detectado 15 tipos diferentes de VPH. Un 30% de estos pacientes desarrcllan
carcinomas de células escamosas en piel gue se asocian con VPH-5 y en menor
frecuencia con VPH-g.*1418.23.24.25.
Asi mismo, en los Uitimos afios se ha acumulade una gran evidencia de la
implicacién de un ndmero variable de genotipos de VPH como posibles agentes
causales de lesiones proliferativas escamosas en cérvix uterino, vulva, ano, pene,
laringe, lengua, lesiones displasicas y malignas de ia conjuntiva (VPH-
16)_18,23.25.30.31.

La etiologia multifactorial del carcinoma de cérvix implica agentes de
transmisidén sexual como el VPH genital y diversos cofactores, como nimero de
parejas sexuales, edad del primer coito, uso prolongado de anticonceptivos orales,
tabaco y dieta. Los virus oncogénicos humanos mejor conocidos son los
papilomavirus (causantes de verrugas, carcinoma cervical y otros carcinomas}; los
herpesvirus (p. gj. el virus de Epstein Barr asociado con el linfoma de Burkitt y el
carcinoma nasofaringeo); y el virus de ia hepatitis B (asociado con el carcinoma
hepatocelular primario). En el laboratorio los virus oncogenicos se estudian de
forma rapida y sencilla por su capacidad para causar fa trasformacion de células
animales cultivadas. Las células transformadas pueden ser reconocidas con
facilidad por su morfologia alterada y sus requerimientos nutricionales para el
crecimiento. A menudo estas células son inmortalizadas, es decir, no
experimentan el envejecimiento y la muerte caracteristicos de las células diploides
normales en los cultivos. En muchos casos las células transformadas son
malignas, es decir, que causan tumores cuandc se les inyecta en los

animales, 522.23.25.32.
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Quizas el resultado mas importante del estudio de las células transformadas
haya sido que en general no contienen virus infecciosos. Puede detectarse la
presencia de ADN, ARN y ciertos antigenos virales en estas célutas, lo que
sugiere que el genoma viral puede haberse integrado a los cromosomas del
huésped de una manera que recuerda la lisogenia en las bacterias. La integracién
¥ la unién covalente de las secuencias virales en los cromosomas del huésped se
han demostrado con el virus de Epstein-Barr, el virus de la hepatitis B y los
papovavirus. El VPH puede integrarse pero también persiste en el ndaclec en un
estado libre similar a los plasmidos y se replican en sincronia con los

CroMmosomas. 4,6,22,23,25,32 33,

El estudio de los virus oncogénicos ha sido muy productivo y ha llevado a la
identificacién de los genes que inician el proceso canceroso, los oncogenes. Se
conocen aproximadamente 30 de estos genes. Los oncogenes codificades por los
retrovirus tienen homologia de secuencia con los genes celulares normales
denominados protooncogenes, cuyos productos estan involucrados en la
regulacion del crecimiento y la diferenciacién celular, como los faclores de
crecimiento celular especificos o sus receptores. L.os oncogenes de |a familia src
codifican las protein-cinasas de tirosina que regulan procesos celulares claves, los
de la familia ras codifican las proteinas fijadoras de GTP involucradas en la
transduccién de la sefales y otros dencminados jun, fos, y myc son activadores de
la transcripcion por medio de la unidn con las denominadas secuencias
aumentadoras ubicadas corriente arriba en ciertos genes. Hasta donde se sabe
los oncogenes codificados por los virus de ADN no estan relacionados con las
proteinas reguladoras normales de las células huéspedes. Estimulan el
crecimiento de las células por medio de la activacién de la maquinaria para la

replicacion del ADN. 1148822,23,24,25,30,32,33,56.
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De los ocho 0 nueve genes codificados por el VPH, dos son expresados
tempranamente durante el ciclo de replicacién viral, E6 y E7, ambos son
necesarios para la transformacion. El patron de integracién con frecuencia resulta
en la interrupcion de la secuencia correspondiente al gene E2 del VPH. La
proteina codificada por este gen esta involucrada en la regulacién de la expresién
de ofros genes del VPH. La ausencia de la proteina E2 faciiita la sobreexpresion
de los genes virales E6 y E7, éstas son capaces de formar complejos con las
proteinas celulares normales conocidas como pRB110 y la proteina p53, por
medio de la formacion de éstos complejos las oncoproteinas virales pueden evitar
que éstas proteinas realicen sus funciones normales en la regulacion del ciclo
celular (Tabia 6 y Fig. 4 ).1,4,S,8,22,23.24.25,27.30.32‘33.34,56.

Tabla 6. INTERACCIONES ENTRE ONCOPROTEINAS DE VIRUS DE ADN
TUMORALES Y PROTEINAS CELULARES SUPRESORAS DE TUMOR.

FORMACION DE COMPLEJOS
CON PROTEINA CELULAR
pRB p53

ONCOPROTEINAS
VIRALES

Papovavirus SV40 | Antigeno T Grande | Antigeno T Grande | Antigeno T Grande

Papilomavirus
E6, E7 E7 ES6
Humano

Adenovirus E1A,E1B

pRB = fosfoproteina de 110 000 KD, producto del gen retinoblastoma.
p53 = Fosfoproteina de 53,000 KD praducto del gen p53.
(Jawetz, E 1996; Wilson, J 19988)
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1.6 RESPUESTA INMUNE DE LA CELULA HUESPED

A pesar de que los estudios inmunclégicos se han realizado con antigenos
obtenidos de verrugas, su validez es limitada, se sabe que los mecanismos
inmunes tanto humorales como celulares intervienen en la aparicién y regresion de
las verrugas. Debido a la pequefia cantidad de particutas virales presentes en las
células queratinizadas y por fanto protegidas del sistema inmunoldgico del
huésped, aquéllas soélo inducen una respuesta humoral leve y transitoria,
principalmente de la fraccién IgM. Los defectos en la inmunidad humoral por si
solos no desempefan un papel importante en la historia natural de la infeccién por
VPH, aunque la presencia de anticuerpos circulantes se asocia con inmunidad
frente a las infecciones cutaneas y ademas la conversion de IgM a IgG especificas
frecuentemente coincide con la regresion de las verrugas plantares. 81919

El VPH induce una inmunidad celular mediada por células aunque de corta
duracidn e insuficiente para prevenir la reinfeccidn, si bien puede interferir con la
infeccién viral persistente. Los pacientes con alteraciones en la inmunidad celular
genéticas o adquiridas presentan un aumento de frecuencia de las lesiones
asociadas a VPH, incluyendo cancer, y cuando la inmunidad se recupera se ha
observado regresion de las verrugas. En las infecciones de las mucosas la
respuesta inmune mediada por células, especialmente los mediadores celulares y
los macrofagos, desempefian un papel importante de la respuesta del
huésped.®'01%

Es probable que la inmunidad mediada por células (inmunidad celular) sea la que
tenga un papel mas importante en el control de las infecciones por VPH. Lo
anterior se deduce de la alta incidencia de papilomas, verrugas y tumores
epiteliales observados en pacientes que sufren de inmunodeficiencias congénitas
o adquiridas. Asi, una prioridad de la investigacién sobre los VPH consiste en
lograr un metodo para estimular la inmunidad celular especifica contra el

VPH. 8,10,18.
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1.7 FACTORES DE RIESGO

Los factores de riesgo para adquirir una infeccidon por VPH se debe

principalmente a: traumatismos o laceraciones locales, promiscuidad sexual,

tabaquismo, uso de anticonceptivos orales, coitos a edades tempranas,

disminucidon de la inmunidad celular de variadas etiologias (stress, SIDA,

pacientes con transpiantes, enfermedades cronicas), asi como actividades que

facilitan su adquisicion (piscinas, bafios de vapor, jacuzzi).

7.9,56.

1.8 MODO DE TRANSMISION

El hombre es el unico reservorio de VPH, y éstos se transmiten

principalmente por:

Abrasiones de la piet
Contacto sexual
Prenatal

Autoinoculacion &7

1.8.1 ABRASIONES DE LA PIEL.

La piel normal es relativamente resistente al ingreso y la infeccion ocurre
mas rapida y faciimente cuando el virus entra en contacto con las mucosas
o con piel traumatizada, (ocasionada por ejemplo al realizar alguna
actividad como afeitarse, o intentar desprender con las ufias alguna verruga
existente). Por ello los sitos mas frecuentes de lesiones son las superficies
cutaneas que habitualmente se lesionan como los dedos de las manos, las
plantas de los pies, las rodillas, los codos, el pene, la vulva y el cuello

uterino. 87:%¢
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e las verrugas en las plantas de los pies pueden ser resuitado de las
abrasiones producidas por la superficie de contacto en las piscinas. &

Las frecuentes verrugas en las manos y los dedos de fas manos de los
carniceros se deben a la inoculacién de los virus en cortes que se producen

en estos sitios, 57 %%

1.8.2 CONTACTO SEXUAL.

En la actualidad las verrugas constituyen la infeccidn de transmision sexual
mas comun. El contacto oro-genital puede permitir infecciones de sitios orales a
genitales o viceversa, la transmisién salival probablemente coadyuva de forma

adicional a las infecciones en esta regién.”"14.:20.29.35.58.68.

1.8.3 PRENATAL.

Se cree que la transmision de la madre al hijo se produce durante el parto por
el contacto directo del neonato con los virus en el area cervical o vaginal,
usualmente se ubican en la laringe (cuerdas vocales) del bebé o en areas

genitales_8-7.1o.35,sg_

1.8.4 AUTOINOCULACION.

Ocasiocnaimente las infecciones por VPH anogenitales también son
transmitidas digitaimente de un sitio epitelial a otro. Pueden ser transmitidos por
fomites, por instrumentos médicos y plumas l|aser contaminadas con el

virus.3'7'2°'35'56'68‘
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1.9 EPIDEMIOLOGIA

Exceptuando el VPH del tipo 13 y 32, que infectan exclusivamente la cavidad
oral, el tracto genital sirve de reservorio a todos los VPH que infectan las mucosas.
Los datos de incidencia y prevalencia de las infecciones genitales son numerosos
y dificles de interpretar, ya que dependen de los métodos de diagndstico
empleados: casos clinicos, citologia, deteccion de antigenos y técnicas de
hibridacioén, asi como de la poblaciones objeto de estudio. Pero adn asi se
considera la enfermedad de transmision sexual (ETS) de gran incidencia mundial,
la primera en el mundo entero, sobretodo en poblaciones sexualmente activas,
preferentemente jovenes, lo cual no excluye a edades extremas. Tan solo en
Estadas Unidos de Ameérica se estima que 20 millones de personas son infectados
con VPH, y mas de 55 millones de nuevas infecciones ocurren cada afio. La
infeccion cervical con tipos oncogénicos de VPH esta asociado con mas del 80%
de los casos de cancer invasivo cervical. Se estima que alrededor de 13,700
casos fueron diagnosticados con cancer cervical invasivo en Los Estados Unidos
de América en 1998, asi mismo se estima que 4,800 mujeres americanas pueden
morir por cancer cervical. Mundialmente, el cancer cervical es la segunda
enfermedad mas comuan entre las mujeres, pues mas de 425,000 nuevos casos y
195,000 muertes ocurrieron en el afio de 1997, 7/12.14.24.26.36.56.68.

Actualmente en México y en el mundo entero la incidencia va de un 30 aun
90% en mujeres y hombres en edad sexualmente activa. En México se tienen
estadisticas de que una mujer muere cada dos horas a causa de carcinoma

cervical. 4,7,12,14,24 26,36,56
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El papiloma y la verruga vulgar se presentan en el 2.5% de todas las
patologias en boca. El papiloma puede ocurrir a cuaiquier edad, pero su incidencia
es mas alta en pacientes de la tercera y quinta década de la vida.2?*

La denominacidén de verruga vulgar o hiperplasia epitelial papilar focal se
emplea cuando se presenta sobre la piel, se encuentra comlnmente en las manos
y dedos de los nifios. QOcasionalmente se han reportado casos de verruga vulgar
en la cavidad bucal especialmente en los labios, el paladar duro y la encias. %*

La hiperplasia epitelial focal se presenta principalmente en pacientes
jévenes de poblaciones especificas aisladas (indios nativos de América del Norte,
Centroamérica y Brasil, pueblos nativos nérdicos y otros grupos de Europa y
Africa) aunque también pueden presentarse en personas de edad avanzada. >**
Estudios recientes llevados a cabo en Guatemala, por el Dr. Roméan Carlos
(Facultad de Medicina de la Universidad Francisco Marroqui, de Guatemala),
determinan que esta enfermedad afecta a la poblacion pediatrica adolescente y
practicamente de forma exclusiva a los nifios que viven en situaciones de pobreza
extrema en el 80% de la poblacion; de hecho en la literatura médica esta bien
documentado el hecho de que la desnutricion desencadena inmunosupresion
celular en la persona y probablemente es un factor influyente 22%%-
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1.10 MANIFESTACIONES CLINICAS

Las manifestaciones clinicas de las infecciones por et VPH son muy
variables y dependen del genotipo infectante, de la localizacion anatémica de la
infeccion, y de factores dependientes del huésped, produciéndose lesiones
hiperplasicas en piel y mucosas. La localizacién anatémica preferente de la
infeccion es el epitelio escamoso cutaneo o mucoso. Las lesiones cutaneas son
habitualmente benignas, con tendencia a la regresion espontanea, excepto en los
pacientes en terapia inmunosupresora o con epidermodisplasia verruciforme. Las
lesiones desde el punto de vista anatémico se expresan en 4 localizaciones: piel,

mucosa oral; vias respiratorias y mucosa genital, 1%1420.38-

1.10.1 PIEL.

Las verrugas tienen un aspecto diferente en diversos sitios, son causadas
por el VPH del tipo 1 al 4. El VPH del tipo 1 al 3 habitualmente se aisla de las
verrugas de los pacientes de 5 a 15 aios de edad, mientras que las verrugas
causadas por el VPH-4 ocurren de forma predominante en los pacientes de 20 a

25 afios 6,9,11,12.
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VERRUGAS COMUNES DE LAS MANOS.

Son lesicnes sobreelevadas firmes y carnosas con un limite evidente, Su
tamario varia de 1 a 10 mm de didmetro o mas. La proliferacién de papilomas
dérmicos diferentes dentro de una lesién da como resultado un aspecto rugoso,
como de coliflor. Se localizan principalmente en la zona periungular, en los dedos,
y en el dorso de las manos. Son frecuentes en los sitios de piel lesionada y en los
nifios que tienen el habito de morderse las ufias. La infeccién por el VPH-7 se
asocia con el desarrollo de verrugas comunes en las manos de las personas que

manipulan la came. El curso natural de estas lesiones es la regresidn
espontanea.®®'"12203%(Fig_5)

,
e o

Fig. 5 VERRUGAS COMUNES EN LA MANO. Las flechas indica el aspecto
clinico y localizacion de estas lesiones.

36



CRISTINA VIVIANA RUBALCAVA TORRES Crar oo % g I

VERRUGAS PLANTARES.

Tienden a estar situadas mas profundamente y a ser mas queratdsicas que
las que aparecen en las manos. Se encuentran sobretodo en el talén y planta del
pie. Se cree que tanto las verrugas de las manos y de los pies tienen periodos de
incubacién prolongados, de entre 6 y 18 meses, el tipo VPH-1 es el principal

agente etiolégico. #*'1'% (Fig. )

Fig. 6 VERRUGAS PLANTARES. Las flechas nos indican el aspecto queratosico
de estas lesiones.
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VERRUGAS PLANAS.
Son pequefias, muy planas, lisas y mas numerosas; las encontramos
especialmente en la cara, rodillas, brazos de personas jévenes. Se relacionan con
los tipos 3 y 10 de VPH. **"""2(Fig. 7 y 8)

P 4 ‘\
Fig. 7 VERRUGAS PLANAS Fig. 8 VERUUGAS PLANAS
EN EL MENTON. Las flechas indican EN EL HOMBRO. Las
el aspecto caracteristico de maltiples flechas indican otra
verrugas planas. localizacién clinica de

este tipo de lesiones.
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EPIDERMODISPLASIA VERRUCIFORME:

Término que significa “cambios verrugosos del aspecto de la epidermis”. Es
una enfermedad familiar que esta ligada con un gen autosémico recesivo, se
asocia con la depresion de la inmunidad mediada por células, lo cual puede
contribuir a la persistencia de por vida de las lesiones verrugosas diseminadas. Se
observa la conversidn maligna de algunas de las lesiones verrugosas en particular
de las asociadas con el VPH-5, en aproximadamente el 256% de los pacientes
afectados. Las verrugas que se malignizan, suelen aparecer en las dareas

expuestas aia luz del sol. Los tipos asociados del VPH son 5,8,9,12,14 15,1719 a
25 6,9,11,12,40.
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1.10.2 MUCOSA ORAL

PAPILOMA PLANO

El papiloma planc es una de las neoplasias benignas mas frecuentes del

epitelio, se asocia al Sindrome de Goitz-Gorlin (hipoplasia dérmica focal), y

también se encuentra asociado a los subtipos 6 y 11 del VPH.>

29,41,42,43.

Clinicamente son solitarias y pequefias de menos de 1 ¢m, aunque a veces

pueden ser multiples en pacientes jovenes, puede ser sésil o pediculado, blanco

(queratinizado) o rosado (no queratinizado). Las zonas anatémicas dentro de la

cavidad bucal que son mas susceptibles, son el paladar blande, los pilares del

itsmo de las fauces y areas de la Uvula con una incidencia del 33%, asi como la

encia, mucosa oral, superficie darsal y ventral de la lengua. 222414243(Fig 910,11

y 12).

A\

J

Fig. 9 PAPILOMA EN ENCIA

Fig. 10 PAPILOMA EN ARCO

INTERDENTARIA. Las flechas muestran PALATOGLOSO. La flecha indica
el aspecto clinico de la lesién: de color una de las localizaciones mas

rosa y de base sésil. frecuentes de
bucales.

les papilomas
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Fig. 11 PAPILOMA EN EL DORSO
DE LA LENGUA. La flecha muestra
otra de las localizaciones comunes
de este tipo de lesion.

Fig. 12 PAPILOMA EN LA
SUPERFICIE VENTRAL DE

LA LENGUA. La flecha indica un
papiloma solitario, blanco y de base
sesil.

Histopatotdgicamente se caracteriza por una capa papilar gruesa de epitelio

plano gueratinizado o no queratinizado y un

nucleo central de tejido conjuntivo

fibrovascular. Las proyecciones papilares pueden ser largas, o cortas,

redondeadas y romas. El epitelio presenta generalmente un patrén de maduracion

normal, aungue a veces se ha observado un grade leve de hiperplasia basal. En el

epitelio, los coilocitos, (que son celulas del estratc espinoso superior que

presentan nicleos aumentados de tamario y citoplasma vacuolado claro), pueden

ser evidentes o no. #2®414243.rjg 13)
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Fig.13 PATRON HISTOLOGICO DE UN PAPILOMA. Ei recuadro punteado ilustra
el aspecto microscdpico de las proyecciones papilares formadas por el epitelio con
paragueratina engrosada y capas de células espinosas, y un nicleo central de
tejido fibroso con estructuras vasculares aumentadas de tamario.
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VERRUGA VULGAR

El estudio ultraestructural e inmunchistoquimico ha permitido su asociacién
a los subtipos 2,6 y 11 del VPH 220384345

Clinicamente son papulas o nddule exofiticos, queratinizados y sésiles con
superficies verrucosas (coliflor). Miden de 2 a § mm de diametro, aunque pueden
ser mayores; las bucales suelen ser blancas y las cutaneas de color marrén
grisaceo, esta diferencia es debido al entorno humedo de fa boca en comparacion
con el entorno seco de la superficie cutanea, 220239434548 5ig 14y 15)
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Fig.14 VERRUGA VULGAR EN Fig. 15 VERRUGA VULGAR EN

LA MUCOSA LABIAL INFERIOR. MUCOSA BUCAL. Las flechas

La flecha indica el aspecto clinico de indican el aspecto clinico de dos

la lesion: blanca, solitaria, exofitica verrugas bucales: blancas y

con un tallo y una superficie. excofiticas.
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Histopatoldgicamente estan constituidas por proliferaciones epiteliales
papilares que contienen multiples proyecciones digitiformes que presentan
hiperqueratosis y una amplia capa de células granuiosas. Presentan un nimero
variable de células epiteliales superficiales con nucleos retraidos y aclaramiento
perinuclear (coilocitosis), lo que indica infeccién por VPH. El tejido conjuntivo
presenta espacios vasculares dilatados y cantidades variables de células de la
inflamacién crénica. 22394346 (Fig 16}
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FIG. 16 PATRON HISTOLOGICO DE UNA VERRUGA VULGAR. A) Ei recuadro
punteado indica una amplia produccién de queratina, acantosis y crestas
epiteliales orientadas radialmente.

B} En esta imagen las flechas indican una gran cantidad de células epiteliales
vacuoladas y cuerpos de inclusién intranucleares eosinofilos.
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HIPERPLASIA EPITELIAL FOCAL

En 1961, John W. Heck fue el primero en describir esta lesidon en la mucosa
oral de una nifia india de Navajo de 11 afios. Hasta 1965 el término de hiperplasia
epitelial focal fue introducido dentro de Ia literatura odontol6gica, 347484
Existen, probablemente factores de fricciébn y de trauma involucrados en la
patogenesis de la entidad, asi como ias deficiencias vitaminicas que se proponen
como causa de este trastorno al igual que la presencia de los subtipos 13 y 32 del
VPH.2'29'43'5°'51'

Clinicamente se presenta como una enfermedad papulonodular, en la
mayoria de los casos son mdltiples, sésiles y pueden ser de color rosa o blanco;,
afectan la mucosa bucal, labial, y los rebordes laterales de la lengua; en la mucosa
bucal sigue un patron a traves de la linea de oclusidon. Es significativo que los
rebordes laterales de la lengua se vean mas afectados que ofras areas, al igual
que los labios, particularmente el inferior, 2102939435081, (ciq 17 y 18)
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Fig. 17 HIPERPLASIA EPITELIAL Fig. 18 HIPERPLASIA
FOCAL EN MUCOSA LABIAL EPITELIAL FOCAL EN LA
SUPERIOR. Las flechas MUCOSA LABIAL

indican el aspecto clinico de multiples
lesicnes: de color rosa y base sésil.

INFERIOR. Las flechas
indican la localizacion mas
comun de este tipo de
lesiones.
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Histopatolégicamente su superficie se caracteriza por capas engrosadas de
paraqueratina y acantosis extensa. Las células epiteliales del estrato espinoso
superior presentan nucleos aumentados de tamafio y citoplasma vacuolado claro
(coilocitos) que indican infeccidén por el VPH; también se ha notado que algunas de
estas células sufren degeneracion nuclear, y parece que estuvieran presentando
mitosis, por lo que se les denomina células mitosoides. El tejido conjuntivo suele
estar bien vascularizado, y presenta un infiltrado wvariable de

linfocitos.210:293943.80.51. (Fg 19
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Fig. 19 PATRON HISTOLOGICO DE LA HIPERPLASIA EPITELIAL FOCAL.

A) El recuadro punteado ilustra algunas de las caracteristicas histoldgicas, tales
como paraqueratosis, acantosis y la degeneracion nuclear tipo mitosis. B) La
flecha sefala la caracteristica mas comuin de este tipo de lesiones, es decir,
células mitosoides.
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1.10.3 VIAS RESPIRATORIAS

El papiloma es el tumor mas frecuente de la laringe. Hay dos tipos
importantes de papiloma, ta forma juvenit y la forma adulta.’%%*
El papiloma juvenil ocurre en los primeros afios de la vida, menos de 5 afios de
edad, y generalmente desaparece durante la pubertad. Ambos sexos son
igualmente afectados. La lesion es frecuentemente maltiple y esta ampliamente
distribuida sobre toda la superficie mucosa de la laringe, se transmite de un area
mucosa a ofra y de una persona a otra, esto sugiere la incidencia del papiloma
juvenil en hijos de madres con condiloma acuminado. %>
Clinicamente son suaves, lobuladas y de color rosa palido, miden

aproximadamente de 2 a 5 mm de didmetro, son méviles. *>°*(Fig. 20)

B
F
o

Fig. 20 PAPILOMA LARINGEO JUVENIL. La flecha indica un
papiloma laringec encontrado en una nifta de 3 afios de edad, el
aspecto es lobulado y color rosa palido.
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Histopatoldgicamente hay ausencia o poca produccién de queratina,
ausencia de invasién al estroma y un pequeiio grado de atipia celular. Tienden a

recurrir rapidamente. 5253 (Fig. 21)

E——

Fig. 21 PATRON HISTOLOGICO DE UN PAPILOMA LARINGEO. El recuadro
punteado ilustra las caracteristicas histolégicas de esta lesién que son moltiples y
frondosas proyecciones papilares del epitelio escamoso que contiene ndcleos
fibrovasculares y no se observa queratinizacién de la superficie.
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El papiloma del adulto es la lesién necplasica benigna mas frecuente, pues
se presenta en un 90%, y existe una mayor predileccion por el género masculino.
Aparece una lesidn verrucosa solitaria opaca y bien definida, preferentemente
sobre las cuerdas vocales, aunque también se puede encontrar sobre el piso de el
ventriculo y el espacio supraglotico. Ademas de su asociacion etiolégica con el
VPH, ciertos agentes quimicos como el tabaco y el estrés son considerados como
probables factores etiolégicos. En contraste con el papiloma juvenil siempre hay
produccion intensa de queratina y la recurrencia de esta lesidén es menos

frecuente. 525%

Pueden llevar a la alteracion progresiva de ia funcidn laringea a menos que
sean tratadas. La ronquera es la molestia habitual, aparecen dificultad respiratoria
y neumonias bacterianas secundarias en los nifios e implican la presencia de
lesicnes obstructivas en el arbol bronquial. Los tipos asociados son VPHBy 11, o
cual sugiere que el desarrollo de estos papilomas ocurre después de la trasmisién
del virus, durante el parto, de las madres ¢on condilomas acuminados a sus

hijos. 12448

La transmisidn orogenital también es posible de acuerdo a la mayor

incidencia de estos tipos de verrugas en jos hombres homosexuales 551112344851,
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1.10.4 MUCOSA GENITAL

CONDILOMA ACUMINADO

Denominado también como verruga genital o venérea, se presenta con
mayor frecuencia en los érganos genitales; sin embargo, las lesiones orales son
frecuentes. Las lesiones son causadas por el VPH 6 y 11. Aunque muchas
lesiones orales se adquieren a traves del contacto sexual orogenital, algunos
casos se transmiten por contacto no sexual o por autoinoculacion a partir de las
lesiones genitales. Las lesiones orales en nifos pequefios pueden ser
especialmente problematicas, porque puede tratarse de un caso de abuso sexual.

Clinicamente son papulas 0 placas sésiles solitarias o multiples, de color
rosa, con una superficie en empedrado o como lesiones papilares pediculadas.
Las lesiones orales se presentan predominantemente sobre la mucosa no
queratinizada de los labios, el piso de boca, las superficies lateral y ventral de la
lengua, la mucosa vestibular y el paladar blando. Se presentan incluso lesiones
gingivales; sin embargo, son raras.”'*2*?*(Fig. 22 y 23)

N
A

Fig. 22 MULTIPLES CONDILOMAS Fig. 23 CONDILOMA EN LA
EN LA MUCOSA LABIAL INFERIOR EN COMISURA LABIAL. Las
Las flechas indican maltiples flechas indican lesiones
condilomas de base sésil y con superficie papilares presentes en la

en empedrado. comisura labial izquierda.
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Histopatologicamente se caracterizan por una proliferacién epitelial que
presenta superficies anchas, romas y redondeadas. El epitelio puede ser no
queratinizado o paraqueratinizado. También presentan un grado intenso de
acantosis y / o hiperplasia seudoepiteliomatosa con un grado entre moderado e
intenso de hiperplasia basal. El estrato espinoso del epitelio es generalmente
hipercelular con un grado variable de pleomorfismo nuclear, asi como la presencia
de un nimero variable de células espinosas superficiales que muestran nicleos
retraidos con zonas claras perinucleares (coilocitos) que indican infeccion por
VPH. El tejido conjuntivo suele estar edematoso, mostrando espacios vasculares
prominentes y un grado variable de inflamacién crénica #4654 (Fig. 24)
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Fig. 24 PATRON HISTOLOGICO DE UN CONDILOMA ACUMINADO.

A) El recuadro ilustra algunas de las caracteristicas histologicas de esta lesién,
como abundante hiperplasia epitelial con acantosis. B} Las flechas indican parte
del estrato de células espinosas, las células se observan claras con nucleos
retraidos y zonas perinucleares claras (coilocitos).
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Las verrugas anogenitales pueden ser planas o estar sobreelevadas; por lo
general las que se presentan en la mucosa genital se caracterizan por ser lesiones
exofiticas en cresta de gallo, miden de 1 a 3 mm de didmetro y cada papula
termina en digitaciones papiliformes rosadas, gue se tifien de blanco con la prueba
del acido aceético del 3 al 5%. En las zonas no mucosas (piel libre del pene,
escroto, piel de pubis, zona inguino-escrotal} los condilomas son mas queratdsicos
y por ende mas duros y usualmente hiperpigmentados, por lo que se les denomina
condilomas espiculados. Las verrugas dei cuello uterino en general son planas y
suelen ser pasadas por alto durante los exadmenes casuales con espéculo. Las
verrugas cervicales tienen un periodo de incubacién de sélo 2 a 6 meses después
del contacto sexual. Constifuyen una preccupacion especial porque mas del 80%
de todos los carcinomas cervicales, locales o invasores contienen ADN de
papilomavirus 16 y 18, 824654 (Fig. 25)
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Fig. 25 CONDILOMA ACUMINADO FIG. 26 CONDILOMA
EXTENSO EN REGION VULVAR. ACUMINADO EN

Las flechas indican condilomas PREPUCIO. | as ftechas
gigantes en la region vulvar, indican multiples condilomas
asi como en el ano. en el pene,

52




Nt
CRISTINA VIVIANA RUBALCAVA TORRES T ot sloe Facx i 2

1.11 PATRON HISTOLOGICO DE LAS LESIONES

E! patrén histologico estd perfectamente definido en las lesiones tipicas; en
cambio no lo estd para las infecciones subclinicas y latentes. Los cambios
histopatolégicos de las lesiones asociadas con el VPH son consecuencia del
efecto citopatico de los virus sobre el epitelioc escamoso en los estadios de
diferenciacidbn. En las lesiones benignas o hiperplasicas, se considera
patognomonico en las células superficiales y de la capa granular la presencia de
vacuolizacion degenerativa citoplasmatica (coilocitosis) y la proliferacion de células
afiladas (acantosis), que se suelen acompafiar de alteraciones nucleares
degenerativas (arrugamiento, picnosis y binucleacién e hiperqueratosis). En las
lesiones exofiticas, la acantosis e hiperqueratosis determinan la expansion de la
superficie en proyecciones papilares, de aqui la denominaciéon de “papilomas™. £n
las lesiones planas y la displasia cervical no suelen existir superficies papifares. En
las lesiones precancerosas y malighas las alteraciones displasicas aparecen en
las células basales y parabasales, que proliferan y muestran grados variables de
atipia nuclear, no siendo frecuente la aparicibn de coilocitos en las fases

avanzadas de la lesién, %2045
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1.12 METODOS DE DIAGNOSTICO

La ausencia de lineas celulares que permitan el crecimiento del VPH y la
presencia de un antigeno comin determinan que los métodos tradicionales de
diagnédstico virolégico, como son el aislamiento y la deteccién de anticuerpos, no

sean Utiles en el diagndstico de estas infecciones, '

1.12.1 CLINICO

1.12.1.1 COLPOSCOPIA

Combinada con la aplicacton de acido acético del 3 al 5% permite el
diagnéstico de las infecciones subclinicas, y ofrece como ventajas la observacion
de una mayor superficie del epitelio y la obtencion dirigida de la biopsia. Aunque
las lesiones cervicales puestas de manifiesto con acido acético contienen ADN del
VPH, otras lesiones extracervicales pueden no contenerlo; ademas, por la

apariencia de la lesién no se puede identificar el tipo de VPH." 12145857,

1.12.2 LABORATORIO

1.12.2.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA

Es un meétodo especifico, con una sensibilidad del 10 al 50% para la
deteccion del VPH en condilomas acuminados, planos y displasias, y poco til
para el diagndstico rutinaric. No permite detectar las infecciones latentes ni
aquellas en las que el genoma viral se encuentra integrado en el cromosoma
celular, ni provee de informacién en relacién al tipo infectante. Solo se encuentran
viriones en el nicleo de los coilocitos y en células disqueratdsicas. Se le considera

un método laborioso que requiere demasiado tiempo para su realizacion, '%12%
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1.12 .2.2 INMUNOHISTOQUIMICA

Hasta hace poco tiempo, el diagnéstico se basaba en técnicas citologicas e
histolégicas combinadas con meétodos inmunohistoquimicos que utilizan
anticuerpos policlonales y monoclonales dirigidos frente al antigeno comtun unido a
distintos marcadores. Se dispone comercialmente de antisueros obtenidos a partir
de viriones de papilomavirus de bovino y de verrugas plantares cuyos anticuerpos
reaccionan con todos los tipos de VPH. El marcaje de estos anticuerpos con
peroxidasa y /o estreptavidina-biotina permite la deteccién de antigenos del VPH
en rmuestras clinicas, pero presentan inconvenientes:

1. El diagnostico histoldgico esta perfectamente definido en las lesiones
tipicas que se caracterizan por la presencia de coilocitos, disqueratosis,
hiperplasia de células basales y discreta atipia nuclear. El patron
histolégico, en cambio, no esta definido para las infecciones subclinicas y
latentes.

2. Son anticuerpos dirigidos frente al antigeno comuin de los VPH, no
permitiendo la identificacion de tipo. En las neoplasias cervicales poco
avanzadas pueden estar presentes mas de un tipo de VPH, y cada uno
puede asociarse con diferentes enfermedades.
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3. Poseen una sensibilidad que varia entre el 30 y el 50% (Tabla 7} en
condilomas acuminados y neoplasias intraepiteliales cervicales, siendo aln
mas baja en el caso de la neoplasia intraepitelial de grado 1il. El examen
citolégico rutinario de cérvix no es el método mas adecuado para el
diagnéstico, ya que en el 10 al 15% de mujeres con citologia y colposcopia
normales se detectan secuencias de ADN de VPH.

4. El porcentaje de muestiras positivas disminuye al aumentar la gravedad de
la enfermedad de displasia moderada a carcinoma in situ y carcinoma

invasivo.
5. Se pueden obtener resultados falsos negativos de lesiones con infecciones
no permisivas en donde las proteinas estructurales del virus no sean

expresadas, aunque el ADN viral persista.

6. Los anticuerpos sélo tifien las células que expresan las proteinas tardias

(L1 y L2), sin que se detecten la infecciones latentes. > 79°%
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1.12.2.3 HIBRIDACION “IN SITU"

El rapido desarrollo de las técnicas de Biclogia Molecutar han revolucionado
la investigacion de los papilomavirus asi como tambien el diagnostico de las
infecciones por VPH. Consecuentemente, una gran variedad de técnicas de
hibridacion de acidos nucléicos se encuentran a nuestro alcance para la
identificacién y tipificacién de las infecciones por VPH. Estas técnicas requieren
de aislar el ADN de los especimenes tales como: Southern blot, dot blot, reverse
blot y sandwich hibridization, las cuales pueden ser realizadas tanto para tejidos
fijados en formol/lembebidos en parafina, como para raspados y citologias
exfoliativas. Son técnicas altamente sensibles y especificas, permiten detectar la
mayoria de las infecciones y son junto con la PCR los métodos de identificar los
distintos tipos de VPH (Tabla 7). Todas las metodologias que emplean el proceso
de hibridacién de acidos nucleicos comprenden basicamente e uso de un
fragmento de ADN de una sola cadena marcado especificamente in vitro (la
sonda), la cual reacciona y se une con su cadena de ADN complementaria . Los
hibridos son visualiados utilizando meétodos de deteccién que reconocen
especificamente la marca de dicha “sonda” de ADN. Con ella es posible detectar
secuencias de actdos nucléicos en el interior de las células, en compartimientos
subcelulares tales como mitocondtia, cloroplasto, nucleo y

nucleolg 5:10.14.31,45,46,54,60.
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1.12.2.4 SOUTHERN BLOT

Con esta técnica el ADN es extraido de los especimenes, digerido con
enzimas de restriccién, y entonces se corre sobre un gel de agarosa para
electroforesis y asi se separan de acuerdo a los diferentes tamafios de los
fragmentos. Las bandas entonces son transferidas a una matriz solida, como la
nitrocelulosa, por southern blotting y lo fillrado es hibridizado con una sonda
marcada como ADN de VPH. La hibridacion puede ser llevada a cabo bajo
condiciones no estrictas, [o cual significa que la sonda podra detectar los genomas
homologos en el espécimen de ADN, asi mismo puede detectar genomas
relacionados que tengan algunas homologias, pero que no son idénticos. Cuando
la hibridaciéon se lieva a cabo bajo condiciones muy estrictas, Unicamente los
homoélogos de ADN son detectados, es el mas dificil de realizar y requiere de
mucho tiempo. La ventaja que presenta con respecto a la PCR es que no sufre de
contaminacién cruzada debido a que no hay pasos de amplificacién, sin embargo
se han reportado un mayor nimero de casos positivos con la técnica de PCR que
con southern blot. Con el southern blot inverso se han obtenido en general peores
resultados, aungue algunos autores encuenfran que tiene la misma
sensibilidad."?>%"-%(Tabla 7)
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1.12.2.5 DOT BLOT

El método dot blot es menos sensible (1 copia/ célula), pero es rapido,
relativamente asequible y aplicable a un gran namero de muestras; se emplea
para el despistaje de biopsias y células de descamacién. Su lectura no es muy
clara y tiene tendencia a producir falsos posifivos (Tabla 7). El método de dot-blot
es el técnica mas simple que los otros métodos. Involucra |la carga directamente
de un espécimen de ADN de alicucta en nitrocelulosa hibridizando con la sonda
para VPH. Hay dos equipos comerciales para el método de dot-blot; un sistema de
hibridacién utitiza ADN-ADN y el otro un ARN-ARN. De hecho, la segunda técnica
se realiza igual que la hibridacién de ADN-ADN pero obtenemos un resultado mas
claro, ya que es posible usar ARNasa que es una enzima que degrada las bandas
simpies de ARN para digerir los sitios no especificos. EI ARN, sin embargo, es
mas sensible a la degradacion in vitro. De nuevo, esta técnica es mucho menos
sensible que PCR y est limitado por el nimero de genomas incluides en el equipo

comercial, %143
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1.12.2.6 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La técnica mas recientemente descrita es ia reaccién en cadena de la
polimerasa {PCR), que como la hibridacién “in situ”, puede realizarse en cortes de
tejidos y permite estudios retrospectivos. Su extremada sensibilidad permite
detectar hasta 1 copia / 10° célutas (Tabla 7), y su aplicacion para la deteccién de
secuencias de ADN de VPH-16 en raspados cervicales ha demostrado la
presencia de VPH-16 en el 84% de mujeres sanas. La reaccién en cadena de la
polimerasa es una sintesis enzimatica para amplificar secuencias de ADN
especificas; sirnula la replicacion natural det ADN; es un proceso quimico “in vitro™.
Se pueden producir alrededor de 100 billones de copias de una molécula de ADN
en unas cuantas horas. Consta de varios ciclos en los cuales tres pasos son
repetidos en el mismo orden para cada ciclo. Los pasos son desnaturalizacion,
reconocimiento de los ‘“primers” y extensibn de los “primers” o

cebadores ®12.14.31.35

El principio de la PCR es sencille, consiste en copiar hasta mil millones de
veces, en un tubo de polipropileno de 200ul, un fragmento de genoma que se
desea estudiar. Los fragmentos de ADN contienen dos hebras enlazadas en doble
hélice, cada hebra esta constituida por nucledtidos (A, T, C, G, ). Las secuencias
de ambas hebras son complementarias pues frente a una A en una hebra se
encuentra siempre una T en otra hebra; frente a una C una G, estan emparejadas
por enlaces energéticamente déhiles. Cuando se rompen los enlaces, las dos
hebras son capaces de reasociarse reproductendo el emparejamiento inicial. Esta

propiedad de emparejamiento especifico es aprovechada por la PCR.

60




2,0 g )0
CRISTINA VIVIANA RUBALCAVA TORRES < ruor 55or Fuox ahf i

Esta técnica se basa en la accion de una enzima, el ADN polimerasa, capaz de
copiar tomando como modelo una de las hebras, una nueva hebra formada por
nucléotidos complementarios. La estrategia consiste en hacer funcionar la
polimerasa a partir de un pequeno fragmento de ADN complementario del extremo
de la regién a ampliar, que quede fijado y sirva de cebador. Cada ciclo de
amplificacién pasa por tres etapas:

1. Separacidn de tas hebras.- La doble hélice de la hebra se calienta a 84 °C,
lo que permite romper los enlaces entre las dos hebras.

2. Emparejamiento de los cebadores.- La termperatura se disminuye a los
50°C en presencia de los cebadores, entonces éstos se emparejan
especificamente en los extremos de la regidén a ampliar, cada uno con su
hebra,

3. Extension.- La temperatura se eleva a 72°C; la polimerasa alarga las
nuevas hebras de ADN a parir de fos cebadores, uniéndo nucledtidos
trifosfato (dATP, dCTP, dGTP y dTTP). 1214313881 27)
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DNA blanco: doble cadena

Cligonucledtidos
I—) —— — — A) Desnaturalizacion y
—— = ——l alinemaniento
e Oligonuciedtido 1
Oligonucledido 2 > -
¢ B) Polimerizacion y
terminacion
¢ C) Desnaturalizacién y alineamiento de
oligonuclettidos
|—)_—
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l D) Extensién de oligonucledtides
Longitud -~ Longitud
variable igual
i ey
E) Desnaturalizacion y alineamiento de
oligonucledtidos
Cadena compiementaria Cadena complementaria
al oligonucledtido 2 - | al oligonucledtido 1
—
l F) Extensién de cligonucledtidos
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Millones de copias

(WATSON,D.J.,1998)

Fig. 27 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA. A) La doble hélice de ADN se
calienta a 94 °C, lo que permite romper los enlaces entre las dos hebras. B) La
temperatura se disminuye hasta 50°C en presencia de los cebadores. C) Los cuales se
emparejan especificamente en los extremos de la region a ampliar, cada unoc en su hebra.
D) La temperatura se eleva a 72°C, la polimerasa copia las nuevas hebras de ADN a
partir de los cebadores uniende nucledtidos trifosfatos (dATP, dCTP, dGTP y dTTP).

E) Estas operaciones constituyen un ciclo de ampliacion, se dispone entonces de dos
nuevas copias del fragmento. F)Estas nuevas hebras serviran a su vez de matrices para
la polimerasa y de este modo se obtienen 2" fragmentos después de n ciclos.
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Estas operaciones constituyen un ciclo de ampliacion; se dispone entonces
de dos nuevas copias del fragmento. En el ciclo de ampliacién siguiente, que pasa
por las mismas tres efapas, las nuevas hebras serviran, de matrices para la
polimerasa. De este modo, se obtienen 2 fragmentos después de n ciclos. Para
que se [leve a cabo la PCR se requiere de una enzima resistente al calor, la Taq
polimerasa, (aislada a partir de bacterias que viven en manantiales calientes), y
cantar con un regulador de temperatura programable para cada una de las tres
etapas del procedimiento. Se efectian de 30 a 40 ciclos. La principal ventaja de |a
PCR sobre otras técnicas es su excepcional sensibilidad. No es rigurosamente
necesario purificar las muestras antes de ser sujetas a la PCR y los especimenes
pueden ser viejos o degradados, mientras la secuencia no se encuentre rota en la
region de interés. Asi mismo los especimenes pueden estar preservados en
formalina o pueden ser seccionados de parafina lo que da oportunidad a material
histopatolégico para investigacién posterior. La PCR puede ser utilizada para
aislar y analizar fragmentos de ADN, analizar interacciones entre proteinas y ADN,
manipulacién de terapia genética y conocer secuencias de ARN y ADN. Se ha
podido identificar VPH en la piel y lesiones de mucosa, lesiones orales y en
genitales. También se ha utilizado para confirmar la presencia de otros agentes
infecciosos en tejidos humanos como VIH, Hepatitis B, Citomegalovirus, Epstein-
Barr, Herpes simple en los leucocitos de la circulacion. Por lo que en un futuro se
espera emplearlo como un marcador mclecular especifico para ciertos tumores
malignos y también como un monitor para la presencia de células neoplasicas
durante la terapia anticancer. La PCR relacionado con VPH sera de gran
importancia para determinar la presencia del virus en Jesiones orales premalignas
como en regiones adyacentes de la mucosa normal y éstas puedan ser
relacionadas con infecciones (atentes ¢ progresion a malignidad.La Unica
desventaja que presenta esta técnica es que se pueden obtener resuitados falsos
positivos debido a la contaminacién o por el uso inadecuado de los “primers”, por
ello se recomienda que sea realizado por expertos y que sea interpretada con

mucha precaucién, 516364.856667.
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Tabla 7. METODOS DE DIAGNOSTICO DE LAS INFECCIONES POR EL VPH

o Identificacion ||Infeccion Complejidad
Métodos Sensibilidad .
del grupo latente técnica.
20-50%
Inmunohistoquimica.i} 100 copias por NO NO NO
célula.
Microscopia
, 10-50% NO NO sl
electrénica
Métodos de
hibridacion
0,1
Southern blot Si Si Si
copias/células
Dot blot 1 copia‘celula Si Si No
L . 5-800
Hibridacién “in situ” Si Si No
copias /célula
Reaccion en
cadena de la 1 copia /10°
) Si Si Si
polimerasa célula

(Aznar,J 1990;Chang, F 1991; Mc Cance, D 1994, Miller, C 1996)
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1.13 PREVENCION

No existe ninguna forma de prevenir las infecciones por los virus de las
verrugas excepto evitar el contacto con las superficies infectadas de otras
personas. El uso de preservativos puede prevenir la transmisién de los virus hacia
et cuerpo del pene o a partir de &l Las verrugas laringeas en los neonatos pueden
evitarse si las mujeres infectadas son tratadas de forma agresiva antes del parto.
Algunos médicos han sugerido el parto por cesarea en el caso de las mujeres
embarazadas con verrugas genitales, pero en la mayor parte de los casos los
riesgos de la cirugia cientamente superan los beneficios. Considerando {a fuerie
asociacion entre las verrugas genitales y el cancer cervical, una medida muy
importante consiste en practicar el examen regular del cuello uterino, el
papanicolaou y la inspeccion visual del cérvix (la coloscopia). La “pincelacion” del
cuello uterino y otras lesiones mucosas sospechosas con acido acético al 3% los
blanquea, lo que facilita su visualizacion. Luego puede efectuarse la biopsia de las
lesiones sospechosas para detectar los cambios precancerosos a tiempo para

poder efectuar el tratamiento efectivo, 87142
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1.14 TRATAMIENTO

Alrededor del 50% de las verrugas comunes remiten de forma espontanea
en 1 a 2 afios, pero en las verrugas anogenitales esto es mas improbable. A
menudo se considera el tratamiento de las verrugas por motivos estéticos, control
del dolor, hemorragias y la alteracién de la funcién laringea o la preocupacion en
cuanto a la transmisién sexual.826.58.58
Ninguna de las alternativas terapéuticas hasta la fecha ha demostrado una gran
superioridad, por lo que el clinico es el que debe elegir cuél es 1a méas adecuada
en funcidn de la presentacion clinica de las lesiones. Las terapéuticas disponibles
podemos agruparlas en tres categorias: citotdxicas, destructivas e

inmunolégicas.7'12'14'56‘57'68'

1.14.1 CITOTOXICAS

La solucién de podofilina al 20% es el tratamiento citotdxico mas empleado
en las verrugas genitales. Su lenta respuesta, alta frecuencia de recidivas y los
efectos secundarios locales limitan su uso. Ademas, no esta libre de toxicidad
sistémica y teratogénica, estando contraindicadza en los condilomas cervicales e
intrauretrales y en el embarazo. Podria ser el tratamiento de eleccién en los
condilomas vaginales, asi como en la profilaxis de las recidivas de ios extipados
por métodos quirtirgicos. La solucion etandlica de podofilotoxina al 0.5% esta
ofreciendo buenos resuitados y pudiera ser una alternativa.

El acido tricloracético solo es efectivo frente a pequefios condilomas
encontrados tanto en superficies mucosas como queratdsicas; y es frecuente la
aparicion del dolor y ulceras con gran cicatrizacion. Es muy Gtil para tratamientos a
largo plazo.
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La aplicacion topica de 5-fluorouracilo esta indicada en el tratamiento de
condilomas resistentes y vulvares extensos, y podria ser de eleccion en los
condilomas vaginales y para la prevencién de recidivas de condilomas extirpados
quirtrgicamente. Es mas util en lesiones planas que en lesiones espiculadas e
hiperqueratdsicas (lesiones duras).

El inductor de interferén (Imiguimod-Adara) es una crema gue el mismo
paciente se puede aplicar, es muy Ut en condilomas acuminados recurrentes,
donde no han tenido éxito otras alternativas ¢ donde el paciente no puede acudir
regularmente al consultorio del urdlogo. No debe ser aplicada en mujeres
embarazadas. De preducirse erosiones se deberd suspender el

tratamiento 7.9.12,14,17 56,57 68.

1.14.2 QUIRURGICAS, ABLATIVOS O EXTIRPATIVOS.

Los métodos quirdrgicos, el curetaje y la eiectrocoagulacion tienen una tasa
variable de éxito, estando reservados para las lesiones orales y las anogenitales
refractarias a otros tratamientos. Por ello este tratamiento se ofrece a aqueilos que
piden la eliminacién inmediata de las verrugas; para los que tienen lesiones muy
queratinizadas (donde hay mayor probabilidad de recurrencia); aquelios pacientes
que regresan luego de tratamientos tapicos con recurrencias, en ocasiones mas
intensas que cuando se trataron la primera vez; pacientes con enfermedad rugosa
masiva, a los cuales se les quiere dar un tratamiento que disminuya
sustancialmente el volumen global de la infeccién.

La crioterapia es el método mas asequible para el tratamiento ambulatorio
de las verrugas anogenitales y es el de eleccidn en los condilomas cervicales. Se
aplica nitrégenc liquido en la verruga, lo que producira un infarto hemorragico, asi
como hialinizacién vascular con necrosis celular,
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Efectrofulguracién o electrocoagulacion, es la destruccién de tejidos a
través de ia coagulacion cetular por el calor generado por corriente de alta
frecunencia. Se debe emplear anastesia local.

El tratamiento con laser de CO, puede obtener éxitos del 85 al 95%, y es la
terapéutica iddnea en las embarazadas y en los condilomas extensos y resistentes
a otros tratamientos. La recidiva en los condilomas anorrectales es mas frecuente

con este tratamiento, %1%57:68-

1.14.3 INMUNOLOGICAS

La administraciéon intratesional (interferon local) y parenteral (interferén
sistémico) de los interferones o y f se han empleado con éxito en los condiltomas
acuminados recalcitrantes. No siempre es eficaz su empleo aislado, por lo que se
precisa su combinacién con terapias médicas y quinirgicas caonvencionales. La
aplicacion tdpica de interferén no mejora el prondstico a largo plazo en condilomas
anogenitales. La via parenteral es de eleccién en la enfermedad diseminada, sin
que existan diferencias en los resultades obtenidos en relacion con la dosis
utilizada, aunque con dosis altas 03 pacientes mejoran rapidamente y la curacion
parece ser mas duradera. En pacientes con epidermodisplasia verruciforme, el
interferén sistémico reduce un 50% las lesiones y, aunque parecia tener cierto
grado de eficacia en el tratamiento de |la papilomatosis respiratoria, recientemente
seé ha demostrado que ni es curativo ni se puede considerar una terapéutica

coadyuvante a largo plazo en el tratamiento de este proceso.” 125768

1.14.3.1 VACUNA PARA VPH

En la actualidad se estan considerando tanto las particulas virales vacias
como las proteinas estructurales aisladas (L1/L2) para una vacuna profilactica.
Hasta la fecha se ha demostrado que particulas sintéticas (L1/L2) pueden ser
obtenidas en sistemas de vectores recombinantes (virus de vaccina). El empleo de
tales construcciones esta perrnitiendo lograr fa induccion de una respuesta inmune

humoral-especifica y controlar de esta manera las infecciones iniciales. '2%7:%5-37-
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a la participacion dei VPH como factor etioloégico en el desarrollo de la
hiperplasia epitelial focal, verruga vuigar y papiloma es necesario caracterizar y
tipificar el tipo especifico de VPH que participa en cada una de estas displasias a
traveés de técnicas moleculares tales como la inmunohistoquimica e hibridacién “in
sitw” y de esta manera correlacionar las lesiones con un posible riesge a
desarrollar un carcinoma bucal de células escamosas asociadas al VPH tipo 6, 11,
16y 18.

3. JUSTIFICACION

En nuestro pais no existen reportes de la incidencia de infecciones por el virus del
papiloma humano en lesiones bucales tales como la hiperplasia epitelial focal, la
verruga vulgar y el papiloma, estas lesiones tienen una gran similitud tanto en los
aspectos histopatologicos como clinicos es por eso que es necesario correlacionar
la histologia, la clinica y la evolucién con la presencia del virus ya sea de bajo u
alto riesgo.

Ademas sera de suma importancia poder utilizar las técnicas de
inmunchistoquimica e hibridacion “in situ” como herramientas para detectar la
presencia de secuencias virales, y también para el diagnéstico diferencial de las
diversas neoplasias utilizando los marcadores inmunolégicos adecuados.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a la participacién del VPH como factor etiologico en el desarrollo de la
hiperplasia epitelial focal, verruga vulgar y papiloma es necesario caracterizar y
tipificar el tipo especifico de VPH que participa en cada una de estas displasias a
través de técnicas moleculares tales como la inmunohistoquimica e hibridacién “in
situ” y de esta manera correlacionar las lesiones con un posibie riesgo a
desarroflar un carcinoma bucal de células escamosas asociadas al VPH tipo 6, 11,
16y 18.

3. JUSTIFICACION

En nuestro pais no existen reportes de la incidencia de infecciones por el virus del
papiloma humane en lesiones bucales tales como la hiperplasia epitelial focal, la
verruga vulgar y el papiloma, estas lesiones tienen una gran similitud tanto en los
aspectos histopatolégicos como clinicos es por eso que es necesario correlacionar
la histologia, la clinica y [a evolucion con la presencia del virus ya sea de bajo u
alto riesgo.

Ademas sera de suma importancia poder utilizar las técnicas de
inmunohistoquimica e hibridacién “in situ” como herramientas para detectar la
presencia de secuencias virales, y también para gl diagndstico diferenciat de las
diversas neoplasias utilizando los marcadores inmunolégicos adecuados.
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4. OBJETIVO GENERAL

Realizar un estudio restrospectivo de biopsias de pacientes que fueron recabadas
durante el afo 99-2000 en el Laboratoric de Patologia Clinica y Experimental
{Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Qdontologia
de UNAM) cuyo diagndstico histopatologico era de papiloma, verruga vulgar €
hiperplasia epitelial focal, para aplicarles pruebas de Biologia Molecular tales
como hibridacién “in situ” e inmunohistoquimica; para detectar la presencia del
virus def papiloma humano (VPH).

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-Estandarizacién de la técnica de inmunohistoquimica para la deteccidén de
proteinas del VPH.

2.-Estandarizacion de la técnica de hibridacion “in situ” para la deteccion de
secuencias de ADN del VPH.

3.-Realizar en los casos diagnosticados histopatoldgicamente como papiloma,
verruga vulgar, € hiperplasia epitelial focal, la técnica de inmunchistoquimica para

comprobar la presencia de proteinas virales del virus del papiloma humano.
4.-Confirmar los resultados positivos obtenidos por inmunohistoquimica a traves

de la técnica de hibridacion “in situ”, para encontrar secuencias genomicas del
virus de papiloma humano.
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6. HIPOTESIS DE TRABAJO

Si el virus del papiloma humano tiene un papel en la etiologia de la hiperplasia
epitelial focal, la verruga wvulgar y papiloma, entences las muestras a estudiar
seran positivas por IHQ e Hibridacién “in situ” a VPH.

7. HIPOTESIS ALTERNA

Si no existe expresion de VPH en la hiperplasia epitelial focal, verruga vulgar y
papiloma, probablemente se debe a que el nimero de copias virales por célula es
inferior a 100, que son las minimas necesarias para que la técnica de

inmunohistoquimica sea efectiva.

Si no existe expresion de VPH en la hiperplasia epitelial focal, papiloma y verruga
vulgar, probablemente sea por que el virus no estd en la fase de replicacion
episomica, donde el anticuerpo policional para VPH puede reconocer a region L1
y L2 {proteinas tardias de la capside), que se consideran de las mas estables en
los diferentes subtipos de VPH, sobretodo L1.

8. VARIABLES DEPENDIENTES

Papiloma bucal
Hiperplasia epitelial focal
Verruga vulgar

9. VARIABLES INDEPENDIENTES
Anticuerpo policlonal de VPH
Sonda de ADN para VPH

10. TIPO DE ESTUDIO O DE INVESTIGACION

Retrospectiva, observacional y transversal.
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11. MATERIAL Y METODOS

11.1 UNIVERSO DE ESTUDIO:

Se estudiaron 32 especimenes de tejido fijado en formol/ embebido en
parafina del afio 1999-2000 con diagnodstico de papiloma, hiperplasia epitelial focal
y verruga vulgar, los cuales fueron proporcionados por el Laboratorio de Patologia
Clinica y Experimental de la Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacion de
la Facuitad de Odontologia de la UNAM.

11.2 CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron 32 hiopsias, de las cuales 17 tienen diagnéstico
histopatolégico de papiloma, 10 de verruga vulgar y 5 de hiperplasia epitelial focal,
que fueron recabas y fijadas en formol y embebidas en parafina en el Laboraterio
de Patologia Clinica y Experimental de la Division de Estudios de Postgrado e
Investigacion de la Facultad de Odontologia de la UNAM.
Todas las biopsias fuercn analizadas por 2 patdlogos:
Un patélogo bucal que realizd el diagnostico histopatolagico de verruga vulgar,
papiloma y de hiperplasia epitelial focal.
Un patdlogo pediatrico que se encargd de la interpretacion de los resultades de la
inmunchistoquimica e hibridacion “in situ “.
A cada bloque de parafina se le realizd 4 cortes de 1 a 3 micras para poder llevar
a cabo las técnicas de inmunohistoquimica e hibridacion “in situ”.

Se utiliz6 una biopsia de faringe positiva a VPH como control positivo para
dar validez a los datos obtenidos en la realizacion de las practicas con los blogues

tanto de inmunohistoquimica como de hibridacion “in situ.”

11.3 CRITERIOS DE EXCLUSION

Muestras con material insuficiente.
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11.4 PROCESO DE INMUNOHISTOQUIMICA (LSAB+/DAB)

La presencia de proteinas virales se llevd a cabo mediante la técnica de
inmunchistoquimica a través de un anticuerpo policlonal, se utilizé como control
positivo una biopsia de papiloma faringeo a la que ya se le habia demostrado Ia
presencia de este virus.

1. Se fundi6 ia parafina del tejido durante dos horas a 60 °C.

M

Posteriormente se realizd recuperacion de antigenos con trilogy (cell marqueR)
en una olla de presion y en horno de microondas.

Se dejaron enfriar las muestras a temperafura ambiente.

Se realizaron dos lavados con agua destilada.

Se incubaron las laminillas en perdxido de hidrégeno al 3% por 10 minutos.

Se realizd lavado con PBS IX durante 5 minutos.

Se incubd con suero o albumina al 1% durante 15 minutos.

@ N eo kW

Se agrego el anticuerpo primario para VPH (Fig. 28), y se dejé incubando en

una camara humeda a 4 grados (en refrigerador) por 12 horas.

9. Se realizé lavado con PBS IX durante 5 minutos.

10. Se agregd el anticuerpo secundario biotilinado por 30 minutos a temperatura
ambiente(Fig. 28).

11. Se realizé lavado con PBS IX durante 5 minutos.

12.Se agregd el complejo de estreplavidina/peroxidasa por 30 minutos a
temperatura ambiente (Fig. 28).

13. Se realiz6 lavade con PBS IX durante 5 minutos.

14. Se agregd el cromodgena (3'3-deaminobencidina) y se monitored en
microscopio optico.

15. Se contratifié con hematoxilina.

16. Para diferenciar [a tincion se ulilizd hidroxido de amonio al 0.37 M.

17. Se deshidrato el tejido.

18. Se montaron las laminillas con resina entellan vy se observaron en el

microscopio éptico.
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PROCESO DE INMUNOHISTOQUIMICA (LSAB+/AP)

Por medio del anticuerpo vimentina, proteina constitutiva del citoesqueleto,
vasos sanguineos y tejido conectivo, se pretendid demostrar si los casos tuvieron
un adecuado proceso de fijacion,

1. Se fundid la parafina del tejide durante 30 min a 60° C.

2. Se hidrataron las muestras.

3. Se realizé la recuperacién de antigenos con target (DAKO F) en una olla de
presion y en horno de microondas.

Se dejaron enfriar las muestras a temperatura ambiente .

Se realizaron dos lavados con agua destilada.

Se incubaron las laminillas en perdxido de hidrégeno al 3% por 10 minutos.
Se realizé un lavado con agua destilada y luego con PBS IX por 5§ min.

Se incubd con suero o albamina al 1% por 5 min.

© @ N2 0 A

Se decantd el suero y se incubd con el anticuerpo primaric vimentina

durante 45 minutos a temperatura ambiente (Fig. 28).

10. Se realizé lavado con PBS IX durante 5 minutos.

11.Se agregd el anticuerpo secundario para fosfatasa (AP} durante 30 min.
(Fig. 28).

12. Se realizd lavado con PBS IX durante 5 minutos.

13. Se agrego el complejo estreptavidinaffosfatasa por 30min (Fig. 28).

14. Se realiz6 lavado con PBS IX durante 5 minutos.

15. Se reveld con el cromégeno de nueva fucsina.

16. Se contratifiié con hematoxitina.

17.Para diferenciar Ja tincién se utilizd hidréxido de amoenio al 0.37M.

18. Se deshidrataron las laminilias.

18. Se montaron las laminillas con medio de montaje glycergel y se observaron

al microscopio éptico.
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Fig. 28 ROCESO DE INMUNOHISTOQUIMICA. Se observan los componentes
que intervienen en los pasos fundamentales de este sistema de deteccién que son
unién de antigeno con anticuerpo primario, de éste con el anticuerpo secundario
biotilinado y de éste uitimo con el complejo de estreptavidina/peroxidasa.
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11.5 PROCESO DE HIBRIDACION "IN SITU".

La presencia de secuencias gendmicas del VPH se llevd a cabo utilizando una
sonda biotinilada de amplio espectro para VPH, se empled una biopsia de
papiloma faringeo como control positivo a VPH por la técnica de HIS.

Se fundi¢ la parafina a 60°C por 30 minutos.

Se desparafinaron e hidrataron las muestras.

Se dejaron secar las laminillas a temperatura ambiente.
Se incubd ¢on proteinasa K a 37°C por 10 minutos.

Se lavo con PBS X por 5 minutos.

Se hidrataron las laminillas.

Se dejaron secar las laminillas por 10 minutos.

@ N oo A LN =

Se incubaron las muestras con la sonda biotilinada a 94°C por 10 minutos

(Fig. 29).

9. Seincubaron las muestras con la sonda biotilinada a 37°C toda la noche.

10.8e lavé con PBS IX por 5 minutos.

11.5e lavo con solucién de astringencia a 48°C por 30 minutos .

12.Se lavd con PBS IX por 5 minutos.

13.Se incubd con el complejo estreptavidina/fosfatasa alcalina por 20 minutos
a temperatura ambiente (Fig. 28).

14.Se lavd con PBS IX por 5 minutos.

15. Se incubd con el cromdgeno BCIP/NBT y se monitored al microscopio.

16.Se lavd con PBS IX por 5 minutos.

17. Se contratifiié con fuschina basica al 0.01% {opcional).

18.Se montaron las laminillas y se observaron al microscopio.
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Fig. 29 PROCESO DE HIBRIDACION “IN SITU”. Se muestran los elementos que
participan en la reaccion, para detectar secuencias especificas de acidos

nucléicos mediante una sonda biotilinada y el complejo de estreptavidi
alcalina.
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12. RESULTADOS.

De los 32 casos, la patologia que aparece con mayor frecuencia es el
papiloma con el 53% (17 de 32), seguido de la verruga vulgar con el 31% (10 de
32) y por ultimo la hiperplasia epitelial focal con el 16% (5 de 32) ( (Fig. 30).

También podemos notar que de ios 32 casos, se encontré una mayor
incidencia en el género masculino con un 69% (22 de 32), respecto al femenino
31% (10 de 32), quedando asi una razén de 2:1, lo que significa que por cada dos
hombres que presenten alguna de estas tres patologias -papiloma, verruga vulgar
o hiperplasia epitelial focal- solo una mujer las puede presentar (Fig. 31).

De los 32 casos analizados, con respecto a la edad, se encontrd que existe
una mayor probabilidad de padecer alguna de estas tres patologias en la quinta
década de la vida (Tabla 8).

En lo gue se refiere a localizacién, en las muestras analizadas, la fengua es
el lugar mas susceptible para que se presente alguna de estas tres patologias
{Tabla 9).

Con respecto a la coincidencia entre el diagnostico dinico y el
histopatol6gico, se encontrd que &l 56% de todos [os casos (19 de los 32), fueron
diagnosticados acertadamente, es decir, que el diagndstico histopatologico
confirmd lo que se habia pensado al inicio —diagnéstico clinico-(Tabla 10).
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Analizando cada entidad patoldgica por separado se encontraron los siguientes
resultados:

En el caso del papiloma se presenta una mayor incidencia en el género
masculino (59%) que en el femenino (41%) (Fig. 31), de acuerdo a la edad se
presenté durante [a cuarta y quinta década de la vida (23%) (Tabla 8); se localiza
preferemente en la lengua {(41%) (Tabla 9) y en un 64% fue diagnosticado
clinicamente como papiloma, coincidiendo con el estudio histopatolégica (Tabla
10).

En la hiperplasia epitelial focal se encontrd una mayor incidencia en el
género femenino (60%) con respecto al masculino (40%;) (Fig. 31), de acuerdo a la
edad, se presentd una mayor frecuencia en la sexta década de la vida (60%)
(Tabla 8), se localizé preferentemente en la mucosa labial inferior (80%) (Tabla 9),
y todos los casos tuvieron un diagndstico clinico igual al histopatotdgico (Tabla
10).

En cuanto a la verruga vulgar se encontré una incidencia dominante en
género masculino con respecto al femenino, en donde no se reportd ningin case.
(Fig. 31); con respecto a la edad se presentd la mayor incidencia en la tercera
década de la vida (30%) (Tabla 8), no se encontrd una localizacién preferente,
aunque se podria considerar a la lengua (30%) y la piel (30%) (Tabla 9); asi
mismo no hay una entidad patolégica sobresaliente con la que se hayan
diagnosticado clinicamente, aunque se podria considerar al papiloma (30%) y a la
hiperplasia fibrosa (30%) (Tabla 10).

ESTA TESIS NO SALE
DELA BIBLIQTECA
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Mediante ia técnica de IHQ se logr6 detectar la presencia de! VPH en el
100% de los casos con diagnostico de hiperplasia epitelial focal, en el 82% de los
casos con diagndstico de papiloma y en el 40% de los casos can diagnostico de
verruga vulgar (Fig. 32 ).

De los 32 casos analizados el 78% (25 de 32) resulté positivo a VPH por la
técnica de IHCQ y el 22% (7 de 32) resultd negativo (Fig. 33).

De los 32 casos trabajados mediante la técnica de IHQ, se seleccionaron 4
(3 positivos y 1 negativo) para desarrollar la técnica de hibridacion “in situ” (HIS)
utilizando una sonda de amplio espectro para VPH, el resultado fue el mismo, es
decir, que los 3 casos positivos por IHQ fueron también positivos para la técnica
de HIS y el unico caso negative por IHQ también lo fue para la técnica HIS;
confirmando asi los resultados obtenidos con {a primera técnica empleada. Los
ejemplos mas representativos de los casos positivos al VPH obtenidos en este
estudio, corresponden a una hiperplasia epitelial focal (Fig. 34) con su respectivo
control faringeo positivo para la técnica de IHQ (Fig. 35) y un papilocama bucal
{Fig. 38) con su respectivo control faringeo positivo para la técnica de HIS (Fig.
37).

Para el analisis estadistico de los casos se utilizé el programa SPSS
version 8.0 para Windows y para graficar los datos, el programa Microsoft Excel
{Office 2000).
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Fig. 30 GRAFICA DE LOS CASOS ANALIZADOS.
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Fig.31 GRAFICA DE INCIDENCIA DE LAS TRES PATOLOGIAS EN CUANTO
AL GENERO.
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epap | | EFMTELAL frhvve PAPILOMA TOTAL
FOCAL
C::és % Cl::és % C:s?os % Cr::;bs %
MO 1| 20% 1 3%
1::'1-:2 2 | 20% | 3 18% | 5 | 16%
2139 3 | 30% | 2 | 12% ] 5 | 16%
3;:_1 :: 4 23% 4 12%
ne 2 | 20% | 4 | 23% | s 19%
SS9 3 | 0w 2 | 12% | 5 | 18%
2:.":2 1 10% 1 6% 2 6%
masael 20% | 2 | 20% 1 6% 4 | 12%
Total | 5 | 100% | 10 | 100% | 17 | 100% | 32 | 100%

Tabla 8. RELACION DE LAS TRES PATOLOGIAS Y LA EDAD.
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HIPERPLASIA

LOCALIZACION | EPITELIAL YRR o | PAPILOMA TOTAL
FOCAL
C::c.bs % C'::t.)s % C::c;s % C'::;)s %
Labio superior 1 5% 1 3%
Labio inferior 1 6% 1 3%
Comisura labial 1 10% 1 3%
Mucosa bucal 1 20% 1 10% 1 6% 3 9%
Mucasa labial a4 | 80% | 1 | 10% 5 | 16%
Piso de boca 1 6% 1 3%
Lengua 3 30% 7 41% 10 32%
Paladar duro 1 6% 1 3%
Paladar blando 3 17% 3 9%
Encia interdentaria 1 10% 1 6% 2 7%
Orofaringe 1 6% 1 3%
Piel 3 30% 3 9%
Total 5 100% 10 100% 17 100% 32 100%

Tabla 9. RELACION DE LAS TRES PATOLOGIAS Y SU LOCALIZACION.
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AGNOSTICO

HIPERPLASIA

VERRUGA

CLINICO |EPITELIAL FOCAL|  VULGAR PAPILOMA TOTAL
C:s‘:)s % C::c;s % C;l:c;s % C'::GS %
iperpasia | 5 100% 2 12% 7 23%
Papiloma 3 30% 11 64% 14 44%
rruga vuigar 2 20% 1 6% 3 9%
iigﬁ'r‘;'::ia 3 30% 3 9%
Fibroma 1 6% 1 3%
e IEERE
N;:fﬂg‘:;a 1 10% 1 3%
Quratosis ’ 10% 1 39
solar
sranuloma 1 6% 1 3%
Total 5 100% | 10 | 100% | 17 | 100% | 32 | 100%

Tabla 10. RELACION ENTRE EL DIAGNOSTICO CLIiNICO Y EL

HISTOPATOLOGICO.
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O Hiperplasia epitelial focal
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Fig. 32 GRAFICA DE INMUNOEXPRESION POR TIPO DE LESION.
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Fig. 33 GRAFICA DE INMUNOCEXPRESION GENERAL.
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Fig. 34 HIPERPLASIA EPITELIAL FOCAL. Las flechas indican células positivas a
VPH (de color café) por la técnica de IHQ (LSAB+/DAB).
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Fig. 35 CONTROL DE PAPILOMA FARINGEO PARA LA TECNICA DE IHQ
{LSAB+/DAB). Las flechas indican algunas de las células positivas a VPH (de
color café ).
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maorado) por la técnica de HIS {estreptavidinaffosfatasa alcalina).

Fig. 36 PAPILOMA BUCAL. Las flechas indican células positivas a VPH (color
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Fig. 37 CONTROL DE PAPILOMA FARINGEO PARA TECNICA DE HIS. Las

flechas indican células positivas a VPH (color morado).
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13. CONCLUSIONES

» La tecnica de inmunohistoquimica es una herramienta muy importante en
el diagndstico diferencial de las diferentes neoplasias (tumores) con lo que
podemos garantizar a lps pacientes un tratamiento oportuno.

= La tecnica de inmunchistoquimica en combinaciéon con ia técnica de
hibridacion “in situ”, permiten confirmar la presencia de proteinas y secuencias
genbdmicas virales asociadas a la patologia del paciente, en este caso confirmar la
asociacidbn del VPH a lesiones bucales como papiloma, verruga vulgar e
hiperplasia epitelial focal.

= Tanto la inmunchistoquimica como la hibridacién “in situ” son técnicas que
facilmente pueden ser estandarizadas en un laboratorio, donde el diagnoéstico
histopatolégico es de suma importancia para €l paciente.

= Debemos considerar que una parte fundamental para obtener buenos
resultados del empleo de este tipo de tecnologia, es la preservacion y procesado
de las piezas quirirgicas por el personal médico y técnicos.

= Es importante hacer hincapié en |a aplicacion de estas técnicas de la

Biologia Molecular, en todo tipo de lesiones papilares para asi poder dar un
diagnostico y tratamiento oportuno; sobre todo por la gran asociacion que tiene el
VPH en el desarrollo de lesiones malignas.

= Podemos confirmar nuestra hipdtesis a cerca de la relacion etiologica del

VPH con las lesiones bucales estudiadas en este trabajo.
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14. DISCUSION

« Para corroborar que todos los casos estudiados cumplieron con el control

de calidad de fijacién en formaldehido e inclusién en bloques de parafina, se
comprobé la intensidad de expresion de la vimentina, en una biopsia de apéndice
y de papiloma faringeo, procesados en el Departamento de Patologia del instituto
Nacional de Pediatria, de todos los casos analizados, sélo uno resulidé de baja
intensidad, con lo que podemos aseverar que en el Laboratorio de Patelogia
Clinica y Experimental de {a Facultad de Odontologia de la UNAM, cuentan con un

buen proceso de preservacion de las piezas guirirgicas.

= Podemos decir que todos los casos que resultaron positivos a VPH
mediante la técnica de {HQ se debid a dos razones principalmente:

oFEl virus de VPH se encontraba en una fase de replicacion

episomica, donde hay expresién de las proteinas tardias de la capside (L1y L2),

que son las que reconcce especificamente el anticuerpo policlonal de VPH,

sobretodo la region L1 que es de las mas conservadas en todos los tipos de VPH.

sEl nimero de copias virales necesariamente debid de ser de un

minimo de 100/célula en adelante.

« Y en los casos que resultaron negativos a VPH quiza tengan la siguiente
explicacion:
=Posiblemente se debe a que la etiologia viral no esté asociada a
esta lesion.
=El nimero de copias viraies por célula fue inferior a 100, que son las
minimas necesarias para que la técnica de IHQ sea efectiva.
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15. PERSPECTIVAS A FUTURO

Mas adelante se puede llevar a cabo un estudio mas profundo, mediante la
tipificacion del VPH en cada uno de los casos con la técnica de HIS, utilizando las
sondas especificas de cada tipo de VPH y asi confirmar lo que {a literatura refiere
a cerca de cada patologia y su asociacion al tipo especifico de VPH.

Ofro estudio a futuro que puede llevarse a cabo, es el empleo de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), la cual es una de las técnicas mas modernas
ya que ofrece muchas ventajas como el poder amplificar secuencias especificas
de ADN, tanto en tejido fresco y tejido fijado en formol/embebido en parafina y
tiene una sensibilidad elevada que permite detectar 1 copia/10° por célula del
virus, pudiendo asi identificar las infecciones latentes por VPH.

Con este trabajo de investigacion se demuestra la gran importancia que
tiene implementar a futuro las técnicas de IHQ e HIS como de rutina en el
Laboratorio de Patologia Clinica y Experimental de la Division de Estudios de
Posgrado e Investigacion de la UNAM con el fin de que sirvan de complemento al
diagnodstico por H & E; asi como el poder garantizar un servicio mas completo a
los solicitantes; ademas debemos considerar que toda la informacién archivada
podra ser empleada para crear la inquietud de desarrollar nuevas lineas de
investigacién y como fuente de conocimiento a las préximas generaciones.
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16. ABREVIATURAS

ADN. Acido desoxirribonucléico. Es el material genético y esta formado por una
doble cadena de nuclestidos.

ARN. Acido ribonucléico. Esta integrado por una cadena sencilla de nucleétidos.
EST. Enfermedad de transmisién sexual.

IHQ. Inmunohistoquimica.

HIS. Hibridacion “in situ”.

Kbh. Kilobase , unidad de longitud del ADN equivalente a mil pares de bases.
LSAB+/AP. Marcador de estreptavidina-biotina para fosfatasas.

LSAB+/DAB. Marcador de estreptavidina-bictina para peroxidasas.

Mb. Megabase, un millon de pares de bases ADN.

nm. Nanémetro 10°° metros.

PBS. Buffer de fosfato salino.

PCR. Reaccién en cadena de la polimerasa. Amplificacion de segmentos
especificos de ADN mediante oligonuciétidos especificos (“primers”) expuestos a

ciclos de replicacion.

URR. (del inglés Upstream Regulatory Region) regién reguladora superior o LCR
(del inglés Long Contro! Region) regién larga de control.

VPH. Virus del papiloma humano.

VIH. Virus de inmunodeficiencia humana.
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17. GLOSARIO

ADN recombinado. Moiécula de ADN en fa que se ha producido artificialmente
una redistribucién de genes. Para romper las moléculas aisladas de ADN en
fragmentos que después se redistribuyen en la secuencia deseada se utilizan
enzimas. También pueden introducirse en la molécula porciones de materiat de
ADN provenientes de otros organismos de [a misma ¢ de diferentes especies, que
se replican y dan lugar a alteraciones geno y fenotipicas del organismo.

Acantosis. Grosor anormal del estrato espinosa de la piel.

Amplificacién genética. El incremento en el namero de copias de un fragmento
de ADN. Puede ocurrir in vivo o in vitro.

Antigeno. Son moléculas que provocan una reaccién inmunitaria cuando se
introducen al huésped que las reconocen como no propias. Son moléculas
grandes (proteinas o polisacaridos rigidas con PM de 5000).

Antisuero. Suerp animal o humano que contiene anticuerpos frente a una
enfermedad concreta, que se utiliza para conferir inmunidad pasiva para esta
enfermedad.

Antioncogen. Son genes supresores del cancer inhibidores del crecimiento. Se

conocen también como genes supresores de la proliferacion o genes supresores
de tumor.
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Biologia Molecular. Rama de ia Biologia que estudia el origen, transformacion e
interaccion de los genes y sus productos en el individuo, poblacion o especie.

Capside. La envoltura proteinica que envuelve al acido nucléico del genoma. Las
capsides vacias pueden ser subproductos del ciclo de replicacién de los virus con
simetria icosaédrica.

Capsomero. Son subunidades proteicas que conforman la capside viral, aparecen
como proyecciones en una o dos disposiciones geométricas: ctbica (icosaédrica)

o helicoidal.

Carcinoma. Cancer o tumor maligno constituido por células epiteliales polimorfas
con tendencia infiltrativa hacia los tejidos proximos y metastasis.

Carcinoma in situ. Son los cambics displasicos marcados, que involucran todo el
grosor de! epitelio. Es una etapa preinvasora del cancer.

Carcinogénico. Que favorece el desarrollo de cancer.

Cebador. (en ingiés primer) Oligonucledtidos de cadena sencilla que promueven
la copia de un templete de ADN situado entre dos primers,

Citomegalovirus. Virus que al ser transmitido al feto por la madre produce un
sindrome con retardo mental y microcefalia.
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Codificar. Capacidad que tiene la secuencia de nucledtidos en el acido
desoxirribonucléico (ADN) para determinar o especificar la secuencia aminoacida
que debe tener la cadena polipeptidica de cada tipo de proteina.

Caddn, Triplete de bases de la molécula de ADN & ARNm que codifica para un
aminoacido especifico en |la cadena polipeptidica durante la sintesis de proteinas.
El orden de los codones determina la secuencia de aminoacidos de ia proteina.

Cubierta. Membrana que contiene lipidos y que circunda a ciertas particulas
virales. Se adquiere durante la maduracion dei virus por un proceso de gemacion
a través de una membrana celular. En la superficie de la cubierta quedan

expuestas las giucoproteinas codificadas por el virus.

Desnaturalizacién o desnaturacion. Privacion de los caracteres o naturaleza
de una sustancia por adicion de otra que la hace impropia para un objeto
determinado.

Displasia. Proliferacion excesiva de células basales. Comprende pérdida de la
uniformidad de células individuales asi como de su orientacidn estructural.
Anarquia arquitectonica.

Disqueratosis. Quratinizacién anormal o prematura de las células epiteliales.
Diploide. Cepa 0 célula que posee dos grupos completos de cromosomas
homélogos como sucede en el caso de las células somdticas y ias celulas

germinales primordiales antes de su maduracion .

Electroforesis. Procedimiento para separar moléculas como fragmentos de ADN.
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Endonucleasas de restriccion. En Genética Molecular, es una enzima que
rompe €l ADN en un lugar especifico. Cada una de la multiples endonucleasas
diferentes aisladas de diversas bacterias actta en lugares especificos para cada
especie, haciendo posible a los investigadores dividir el ADN en segmentos
pequerios.

Episoma. Unidad extracromosoémica replicante que funciona auténomamente o
€Oon un cromosoma.

Epiteliotropicas. Que tiene afinidad por el epitelio.

Epitopo. Determinante antigenético que produce una reaccion especifica con una
inmunoglobulina. Es una porcidn pequefia de la molécula que consta de unos
cuantos aminoacidos. Es la parte exacta del antigeno que reacciona con el

sistema inmunitario.

Epstein Barr, virus de (EBV). Virus del grupo herpes que produce Ia

mononucleosis infecciosa.

Exones. Blogues o fragmentos de secuencias de ADN que constituyen a los
genes y que codifican para dominios discretos de las proteinas, se intercalan con
regiones que no codifican (intrones) en numerosos genes de células de
organismas superiores (los eucanotes).

Exonucleasa. Nucleasa que degrada el ADN por sus extremos.

Extracromosomal. Que no esta integrado en el cromosoma.
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Gen. Unidad de transmisién hereditaria formada por un segmento de ADN.

Genoma. Conjunto completo de genes de un organismo, que se disponen en
cromosomas o en forma de una molécula de ADN o ARN en los virus.

Genotipo. Composicién genética de un individuo.

Hibrido. Animal o planta que resulta de la cruza de 2 variantes de la misma
especie.

Hibridacién. Es el proceso artificial por el cual se juntan 2 cadenas
complementarias de ADN ¢ de ADN y ARN para formar una sola molécula de 2
cadenas.

Hiperqueratosis. Crecimiento exagerado y engrosamiento def estrato corneo de
la piel.

Hipoplasia dérmica focal o Sindrome de Goltz—Gorlin. Es una genodermatosis
rara, que se presenta con mayor frecuencia en el sexo femening; se transmite de
forma dominante, ligada al cromosoma X y se caracteriza por la presencia de
alteraciones cutaneas a nivel de mucosas hucal, perineal, vulvar y perianal; se
encuentran lesiones papilares, hay sindactilia, ausencia de dedos; las manos y los
pies en pinza de cangrejo; asimetria del cuerpo, escoliosis y espina bifida; rifones
fusionados, en forma de herradura o ausentes; hidrocefalia; en cavidad bucal hay
hipodoncia, microdongia, retrase en la erupcion dental y defectos en la estructura
del esmalte.

Histopatoldgico. Histologia patoldgica o tejidos anormales.
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Histona. Tipo de proteina de caracter basico que forma parte del elemento
atrededor del cual se enrolla e ADN en los nucleosomas de los cromosomas
eucaridticos. Ejemplo, la globina de la hemoglobina es una histona.

Homélogo. Organo con funcion, crigen y estructura equivalentes a los de otro.

Inmunohistoquimica. Uso de anticuerpos o antisueros como instrumentos para
identificar patrones de distribucion de proteinas en un tejido u organismo. Un
anticuerpo (o mezcta de anticuerpos) que reconoce a una proteina concreta es
unido a una enzima que convierte un substrato incoloro en un compuesto
visiblemente coloreado. El anticuerpo marcado de esa manera se incuba con el
tejido, se lava el anticuerpo no unido y, luego, se afiade el substrato enzimatico,

revelandose asi la localizacion de la proteina (el antigeno realmente).

Inmunidad celular o mediada por células. Funcion de linfocitos T que conduce a
producir células efectoras (asesinas), las cuales tienen la capacidad de destruir
celulas que contienen antigeno mediante toxicidad directa y de productos
especificos llamados linfocinas, las cuales median interacciones celulares
{macréfagos, células T ) en la respuesta inmunitaria.

Inmunidad humoral. Es una funcion de las células B y se caracteriza por su
transformacion a células plasmaticas que secretan inmunoglobulinas
{anticuerpos), los cuales tienen actividad especifica contra el agente incitante.

In vitro. Reaccidn biclogica que tiene lugar en un sistema de laboratorio.

In vivo. Reaccion biolégica que tiene lugar en un organismao vivo.
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In situ. Aplicase a [o que esta situado en su lugar natural @ comun. Dicese de los

carcinomas que no han rebasado la membrana basal.

Litico. Sufijo que significa refativo a la descomposicién 0 capaz de provocarla.

Lisogénicas. Bacterias que portan fagos debido a que una sefal fisiolégica puede
desencadenar un ciclo litico del virus que causa la muerte de la célula huésped y
la liberacién de numerosas copias del fago.

Monoclonal. Relativo a células u crganismos idénticos derivados de una sola
célula.

Neoplasia. Formacion de tejido nuevo. Trastorho de la reproduccién celular que
conduce a una muitiplicacion acelerada de grupos celulares que escapan al
control del organismo.

Neoplasia benigna. O tumor, compuesto de células bien diferenciadas que

semejan en forma muy estrecha a sus contrapartes normales. Ejemplo: Lipoma.
Neoplasia maligna. O cancer, compuesto por células indiferenciadas, pérdida de
diferenciacion estructural y funcional, con numerosas mitosis, pérdida de relacion
nlcleo-citoplasma, metastasis y crecimiento invasivo {destruye células para
ocupar su lugar}. Ejemplo: Tejido epitelial: Carcinoma. Tejido Conectivo: Sarcoma.
Nucleocapside. La capside junto con el acido nucléico encapsulado.

Nucleosido. Condensacidon de una base plrica o pirimidica con la ribosa o

desoxirribosa.
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Nucledtido. Molécula compuesta de azdcar, acido fosférico y una base purica o
pirimidica.

Oligonucledtido. Pequefios polimeros de ADN, sintetizados para hibridar
especificamente con una cadena sencilla de ADN.

Oncogen. Gen que en ciertas condiciones es capaz de causar la conversion inicial
y continua de las células anormales. Este término puede usarse para designar a
un gen de esta clase presente en un genoma virico.

Oncogénesis. Proceso que inicia y promueve el desarrollo de una neoplasia.

Paraqueratosis. Presencia de los niclecs de los queratocitos en el estrato comeo
de la piel.

Pedunculada. Provisto de pedunculo (parte conectiva en forma de tallo) mediante
el cual una lesién se une al tejido normal.

Pinocitosis. Proceso de captacion de liquido extracelular por parte de una célula.
La membrana celular desarrolla una indentacién sacular que se llena de liquido
extracelular; a continuacion se cierra sobre ella y forma una vesicula ¢ vacuola

intracelular,

Pirimidica. Bases nitrogenadas que son citosina, timina, uracilo.
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Plasmido. Estructura autorreplicativa extracromosdmica que se encuentra en fas
células y que contiene genes para una serie de funciones no escenciales para el
crecimiento celular. Los plasmidos consisten en moléculas circulares de 2um de
ADN con unos 6.3 Kpb, que se replican en forma independiente de los
Cromosomas.

Polimerasa. Enzima gue favorece la asociacion de nucleétidos de ADN o de
ARN.

Primer. Es un par de oligonucleétidos sintetizados artificialmente, los cuales se
encargan de iniciar la reaccion en cadena de la polimerasa.

Protooncogen. Gen promotor del crecimiento.

pRB110. Proteina cuyo tamafio es de 110 KD, se relaciona con el cancer humano
retinoblastoma. La ausencia de esta proteina se asocia con el desarrollo del tumor
ocular y, por lo tanto, se considera que la proteina es un supresor natural de la
proliferacion celular.

p53. Profeina cuyo tamafio de es de 53 KD, es producto del gen p53. Esta
proteina normalmente inhibe ia mitosis y por lo tanto se le considera un supresor
tumoral natural del huésped.

Piricas. Bases nitrogenadas que son adenina y guanina.

Queratosis. Anomalia de a queratinizacion de los epitelios.

Replicacidn. Proceso segun el cual una molécula de ADN origina otra idéntica a
la preexistente; autorreproduccién .
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Secuenciacion. |dentificacidn del orden preciso de los pares de bases en
fragmentos de ADN o de ARN.

Secuencia de bases. El orden en gue se hallan los nucledtidos en un segmento
de ADN.

Secuencias Complementarias. Secuencias de ADN que pueden formar una
estructura de doble hélice mediante la formacion de pares de bases. La secuencia
complementaria a G-T-A-C es C-A-T-G.

Sésil. Que esta unido a otra estructura por una base extensa.

Sonda. (en inglés probe). Molécula sencilla de ADN 6 ARN con secuencias
especificas, que se usa para identificar secuencias complementarias especificas
por hibridacién. Las sondas pueden ser fragmentos de ADN, oligonucleétidos,
fragmentos de ADN generados por PCR, RNA antisense o RNA sense producidos
por transcripcion in vitro.

Souther (técnica). Transferencia de fragmentos de ADN, separados por
electroforesis, desde el ge! a una hoja adsorbente, como papel. Esta hoja se
sumerge luego en una solucién que contiene una sonda marcada gue se une al

fragmento de interés.

Taq de ADN. Es una polimerasa termoestable descubierta en el thermus

aquaticus.

Templete. Término para referirse a un modelo, patrén o plantitla.
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Termoestable. Sustancia que tiene fa propiedad de que cada vez que son
calentadas, el calor las ablanda y al enfriarse recobran su forma.

Traduccién. Fenémeno en el cual los codones o tripletes del ARN. Son traducidos

a aminoacidos para formar las proteinas.

Transcripcion. Produccion de ARN a partir de un templete de ADN. Proceso por
el cual la informacién genética contenida en el ADN especifica una moiécula
complementaria de ARN.

Tropismo. Afinidad por algo especifico.

Vacuola. Cualquier espacic o cavidad pequefia que se forma en el protoplasma
de una célula.

Virién. La padticula viral completa infectante, que en algunos casos (adenovirus,
papovavirus, picornavirus) puede ser idéntica con la nucleocapside.

Virus. Agentes infecciosos, que se caracterizan por relplicarse sélo en el interior
de las células vivas, utilizando el material enzimatico de éstas, lo que los convierte
en parasitos absolutos incapaces de generar energia ni cualquier actividad
metabdlica.

Virus oncéngeno. Virus que es capaz de causar el desarrollo de una enfermedad

neoplasica maligna.
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19. ANEXOS

MATERIAL PARA INMUNOHISTOQUIMICA:
-Guantes.

-Micropipeta desde 10, 20, 100, 200 y 1000ul.
-Caja de tincién de vidrio.

-Cubreobhjetos de 24x24 y 24x50.

-Puntas para micropipetas (blancas, amarillas y azules)
-Gasas.

-Vasos de Koplin con rosca de plastico y de vidrio.
-Marcador de tinta indeleble.

~Marcador hidroféhico (Dako pen).

-Pinzas de estuche de diseccion.

-Tubos ependorff de 600pul.

-Laminillas con pantalla esmerilada.

EQUIPO:

-Horng de microondas 12" x 22",

-Crondmetro.

-Microscopio optico.

-Estufa.

-Refrigerador a 4°C.

-Olla de presion Microwave Tender Cooker cat. No. 62104, Nordic Ware y/o Black
and Decker HS80 Steamer.
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REACTIVOS /SUSTANCIAS:
-Perdxido de hidrégeno al 3%.
-PBS IX.
-Tween 20 de 100ml (DAKO) cat. S1966.
-Fosfato de potasio monobasico.
-Cloruro de sodio.
-Cloruro de potasio.
-Albumina o suero de caballo al 1%.
-Hematoxilina de Harris.
-Hidréxido de amonio.
-Xilot
-Alcohol al 50%, 70%,96% y 100%,
-Recuperador de antigenosTrilogy (CELL MARQUE) o Target Retrievat Solution
High pH (Dako) cat. S3308.
-Agua destilada y bidstilada para preparar reactivos.
-Resina sintética {entellan).
-Medio de montaje a base de glicerol, Glycergel (DAKO) cat. C563.
Kit de deteccion IHQ LSAB+/DAB (DAKO):
-Anticuerpo secundario.
-Complejo (estreptavidina-peroxidasa) cat. K0690.
-Cromaogeno 3'3'-Deaminobencidina
(3',3.4,'4'tetraaminobifeniitetrahidrociotrato) cat. K3468.
Kit de deteccion IHQ LSAB+/AP (DAKQ) cat. KO689:
-Anticuerpo secundario.
-Complejo (estreptavidina-fosfatasa).
-Anticuerpo primario para VPH.
Rabbit —antivirus papillomavirus polyclonal antibody 1ml DAKO cat.
B0S80 provedor quimica VALANER y/ o rabbit polyclonal papillomavirus (HPV) de
0.5ml concentrado Cell Marque cat. CMC427.
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-New Fuchsin Substrate System cat. K698,
-Anticuerpo Primario antivimentina 1ml (DAKO) cat. MO725.

MATERIAL PARA HIBRIDACION “IN SITU"
-Cubreobjetos.

-Termdmetro.

-Micropipetas.

-Puntas para micropipetas.

-Lapiz hidrofabico.

-Gasas.

EQUIPO.
-Crondmetro.
-Estufa.
-Bafic Maria.

-Microscopio éptico.

REACTIVOS /SUSTANCIAS.

-Alcohot al 50%, 70%,96% y 100%.

-Proteinasa K o Pepsina (DAKQ) cat. $3020,

-PBS IX.

-Kit de deteccion HIS (DAKO) del catalogo K0601:
-Sol. de astringencia {(1:50).
-Estreptavidina alcalina conjugada o fosfatasa.
-Cromogeno BCIP/NBT.

-Sonda bictilinada para VPH de amplio espectro (DAKO} cat. KO801.

-Fuschina Basica.
-Resina entellan.
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