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MARCO TEORICO.

Existen descripciones de infecciones por poxvirus y virus herpéticos que se

remontan a la antigiiedad, pero flwanofsky quien en 1892 descarto que el agente
infeccioso de la enfermedad mosaico de la hoja del tabaco no era una bacteria, ya que
atravesaba un filtro de porcelana, durante los siguientes 20 afios se demostrdé que varios
agentes causales eran filtrables iniciandose el uso de la patalra

Entre las décadas de los anos 20 y 50 se desarrollaron técnicas de cultivo de células y virus
in Vitro que hicieron posible el estudio de las propiedades bioquimicas y genéticas de los

virus.

Los virus estan constituidos por un acido nucleico rodeado por una 0 mas proteinas,
se diferencian de otros organismos replicantes en que no tienen ribosomas ni enzimas para
la sintesis de grupos fosfato de alta energia destinada al metabolismo de las proteinas,
hidratos de carbono y lipidos.

Los virus son parasitos intracelulares obligados, es decir requieren células para poder
replicarse. De forma caracteristica, los &cidos nucleicos virales, codifican proteinas
necesarias para la replicacion y el empaquetamiento de los acidos nucleicos en nuevas
particulas virales.

Poseen cerca de 200 genes, pudiendo ser de ADN de 1 o 2 cadenas o de ARN de una

cadena a favor, en contra del mensaje (traduccion de proteinas) o anti sentido, o ARN



bicatenario segmentado; el acido nucleico viral se encuentra rodeado por una envoltura
proteica llamada capside que a la vez estan formada por capsomeros, que le confieren
formas icosaédricas o helicoidales, la nucleocapside puede o no tener una cubierta de

nucleoproteinas:?

La clasificacion de los virus en ordenes y familias se basa en la composicion de
acido nucléico, la simetria, el tamafio de la nucleocépside y la existencia o no de cubierta.
La propagacion viral principalmente se lleva a cabo por inhalacién de particulas en aerosol,
ingestion de alimentos contaminados contacto directo o inoculacion parenteral,
posteriormente se desencadenan fases de la infeccidn viral siendo la primera la interaccion
molecular de una proteina de superficie viral con una molécula de la membrana plasmatica
celular para penetrar o fusionarse a la membrana celular pudiendo perder la cubierta en este
paso.® La célula suele percibir que el receptor ha encontrado su ligando normal, a
continuacion dentro del citoplasma se liberan los acidos nucléicos virales y proteinas
asociadas, los virus ARN replican sus acidos nucléicos y se ensamblan completamente en el
citoplasma, mientras que la mayoria de los virus ADN lo realizan en el nucleo utilizando la
polimeraza de ARN Il para su transcripcion. Los retrovirus y los lentivirus se diferencian
de los demas virus en que realizan su propia transcripcion inversa en copias de ADN
bicatenario parcialmente duplicado y posteriormente se integran de forma sistematica en el
genoma del huésped como parte de su estrategia de replicacion. El ensamblaje y la salida
del virus infeccioso maduro marca el final de la fase de eclipse de la infeccion, pudiendo

hacerlo por salida directa o depender de la muerte celular para’ello.



El caracter infeccioso de las verrugas humanas se sospechaba desde hace siglos,
pero fueCiuffo, en 1907, quien establecié por primera vez la naturaleza viral de estos
tumores al demostrar su transmision por medio de filtrados acelulares. En 1933 Richard
Shopedescribié el primempapilomavirus reconociéndolo como agente etiologico de la
papilomatosis cutdnea de conejo de cola de algodon, el CRPV (del inglés Cottontail Rabbit
Papillomavirus). Este virus, que aparece habitualmente en los papilomas cutaneos de esta
raza de conejos, producia lesiones anélogas en el conejo doméstico que progresaban hacia
la malignidad en la mayoria de los casos. Este fue el primer ejemplo experimental de la
produccién de cancer en mamiferos por parte de un virus de ADN oncogeno. Ademas, a
partir del estudio de Shope se dedujeron las propiedades mas importantes de la accion de

los virus ADN oncdgenos.?

El andlisis bioquimico e inmunoldgico de las proteinas virales llevo a pensar
durante los afios 60 que existia un Unico tipo de papilomavirus humano y que la morfologia
y el comportamiento del mismo dependian de la localizaciébn y del tipo de epitelio

infectado.

Gracias al desarrollo de las técnicas de genética molecular el estudio de los
papilomavirus experimento un considerable avance a finales de los afios 70. Los métodos
de hibridacion y clonaje de acidos nucleicos permitian la hibridacion de mas de 60 grupos
diferentes de virus del papiloma humano (VPH). Durante la década de los afios 80 gracias a
ensayos de transformacion in Vitro se inicio el estudio de las funciones virales implicadas

en la induccion de la proliferacion celutar



En 1990 Werness y Scheffnedemostraron in Vitro que el E6 del VPH se une y

degrada el P53. En 1995 IARC propuso la clasificacién de carcinogenicidad de este.

Los papiloma virus humanos (VPH) son virus de DNA de doble cadena, no tienen
cubierta son de pequefio didmetro (52 a 55 nm) con capsides icosaédricas formadas por 72
unidades de capsomeros y en ella se distinguen al menos dos proteina estructurales,
denominadasmajor y minor segun su proporcion en el contenido protéico total de la
particula, contiene un genoma de ADN circular bicatenario con 7,900 pares de bases con un
peso molecular de 5.2 Xd@altons, una longitud aproximada de 8.000 pb y un contenido
medio de pares G:C del 42%. El material genético constituye aproximadamente el 12% del

peso del virién. (Fotografia 1).

Fotografia 1. Microscopia Electrénica del VPH.

La organizacion del genoma consta de una region temprana (E), una tardia (L) y una
region larga de control (LCR). La region E comprendida de 8 genes, aunque puede variar

entre los papilomavirus, constituyen el 69% del genoma y se expresan pronto tras la
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infeccidén. La regién L esta constituida por dos genes tardios, L1 y L2 que codifican
respectivamente las proteimagjor y minor de la capside y que solo se expresan en células
infectadas productivamente. La region reguladora o no codificadora (LCR — long control
region) cumple funciones de control de replicacion y trascripcion. (Esquema 2).

Hasta el momento se han identificado mas de 200 tipos de VPH pero no se descarta la
existencia de muchos mas?Los subtipos de variantes suelen diferir un 2-5% entre si. 85
han sido bien caracterizados y 120 parcialmente caracterizados. Actualmente se considera
gue nos encontramos ante un nuevo genotipo cuando este presenta una homologia inferior

al 90% en los genes E6 , E7 y 1.

Esquema 2. Estructura Bésica del VPH




El ADN de los papilomavirus puede aparecer en forma episémica o integrado al
genoma de la célula infectada, existiendo dos tipos de replicacion viral, la plasmidica, en la
que el ADN viral episdmico se encuentra en un alto nimero de copias; y una vegetativa, en
la que solo se produce en células diferenciadas, en las que normalmente no hay sintesis de
ADN, sin embargo la produccion de genomas virales aumenta considerablemente sin que

exista ningun tipo de regulacion.

El proceso infeccioso del virus inicia cuando se abre acceso a las células del epitelio
basal através de defectos en el epitelio o por una zona de trasformacion. El virus se adhiere
a la célula por una interaccion de L1 con receptores celulares y es absorbida en forma de
vesicula. Ciertas condiciones van a favorecer que L2 rompa la vesicula, rompiéndose la
capside se libera el genoma, el cual es trasportado dentro del nicleo, donde secuestra los
mecanismos celulares de transcripcion para replicarse, expresandose las regiones tempranas
Ely E2, niveles bajos de E6 y E7 promueven proliferacion celular  al suprimir el gen p53
y el RB. El virus puede mantenerse latente entre las capas basales del epitelio, o en fase de
produccién infecciosa, replicarse el genoma en sintonia con la diferenciacion del epitelio
escamoso, asi como la expresion de genes tardios. El virus se asegura que su genoma este
presente en cada célula hija. Finalmente particulas virales se ensamblan al nlcleo y son
liberadas cuando la célula es descamada, esto evita la inflamacion y por lo tanto el riesgo

de un ataque inmune y contribuye con el éxito de los papilomatArus.

La mayoria de las infecciones por VPH se transmiten por via sexual, fomites (via
familiar), fomites (via nosocomial), intraparto y peripartocontacto, facilitando la

inoculacion pequefios traumatismes.



Los virus del papiloma humano infectan selectivamente el epitelio de la piel y las mucosas,

pudiendo ser asintomaticas, producir verrugas 0 asociarse a neoplasias benignas y

malignas®

Segun su asociacion clinica el VPH puede clasificarse en los siguientes tipos

e Mucosos.

« Cutaneos

» Cutaneos/ asociados a epidermodisplasia verruciforme

« Cutaneos y/ 0 mucosos.

Los VPH son capaces de producir verrugas con caracteristicas histolégicas de

hiperqueratosis y papilomatosis, y en las mucosas o0 tejidos humedos, vegetaciones las

cuales son blandas, anfractuosas , friables y sdlo presentan papilormatosis.

Agrupacion de los tipos de VPH

» Asociados con epidermodisplasig, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22,

verruciforme cutanea.

» Cutaneas.

» Cutdnea y/o mucosa

» Mucosas.

23, 24, 25. 36, 37, 38, 47, 49, 50.

1,4, 41, 48, 60, 63, 65.

2,3,7,10, 27, 28, 29, 40, 43, 57, 61

62, 72.

6, 11, 13, 16, 18, 26, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 39, 42, 44, 45, 51, 52, 53, 54,
55, 56, 58, 59, 64, 66, 67, 68, 69, 70,

73.



Los tipos 6 y 11 de VPH se han asociado a lesiones benignas y los tipos 16, 18, 31
y 33 con lesiones displasicas o carcinomas.
Las manifestaciones del VPH se presentan en fatinea cuando las imagenes clasicas
son apreciables a simple vistaibclinicas cuando se requiere de magnificacion de
imagenes y/o aplicacion de acido acético para observar las lesiones y eratente
cuando es solo demostrable por medio de pruebas de identificacion de la presencia del
virus.©» Existe una interrelacion de los cambios morfoldgicos que ocurren en el epitelio y
gue son visibles por microscopia con las alteraciones moleculares que sufren las células
infectadas:
1) Crecimiento nuclear e hipercromasia como resultado directo de las sintesis del ADN
del huésped mediada por la activacion de los genes virales E6/E7.
2) Aumento en la relacién nucleo-citoplasma a causa de una sintesis anormal del ADN
del huésped mediante por E6/E7.
3) Halos perinucleares producidos por una forma anormal de citoqueratina regulada

por la expresion del gen E4 del VPH 16.

Estudios sugieren que el VPH 6 y 11 estan implicados en la patogénesis de
papiloma conjuntival debido a la frecuencia con que se presentan los coilocitos en la lesion.
El coilocito es una célula escamosa madura superficial o intermedia caracterizada por
vacuolizacion perinuclear, tincion densa citoplasmica periférica y una membrana nuclear
ondulante que tifie rota con cromatina. Se ha encontrado antigeno de la capside viral en los
ndcleos de los coilocites.»» La coilocitosis del tercio superior del epitelio se considera
patognomonica de infeccion por VPH. Sin embargo como norma para el diagndstico,

deben estar presentes como minimo dos caracteristicas histoldgicas. Emd8y,
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Yajima propusieron un sistema de puntuacién para el VPH a fin de clasificar el diagndstico
histolégico mediante los siguientes pardmetros: coilocitosis (4 puntos), bi o

multinucleacién (2 puntos), disqueratosis (1 punto), hiperplasia de las células basales (1
punto), asas capilares intraepiteliales (1 punto) y acantosis (1 punto). La infeccion se

consideraba demostrada cuando se asignaba 6 o mas pantos.

El papiloma conjuntivales una proliferacion vascularizada, benigna y comudn del
epitelio escamoso estratificado de la conjuntiva, en casi un 100% es causado por-el VPH
r se demostré por primera vez la presencia del antigeno de la capside del VPH en 1980 por
medios inmunohistoquimicos, en afos subsecuentes se identifico y tipifico el DNA del

VPH en los papilomas por medio de hibridacion molecutar

El patron de crecimiento de estos papilomas puede ser exofitico (sesil o
pediculado), mixto o inverso. La via de transmision del VPH a la conjuntiva aun no se ha
clarificado, pudiendo ser por el conducto vaginal de madres con infeccion por el virus lo

mas probable, asi como autoinoculacion por lesiones preexistentes en tracto'genital.

Puede encontrarse en nifios o adultos, pero son mas comunes entre las edades de 20
a 39 afos y en un 60% son masculinos. Los tipos de VPH 6 y 11 son los mas comunes de
encontrar en las muestras de papiloma conjuntival, aunque también se han encontrado los
tipos 16 y 18, tanto en conjuntivas normales (329%6pmo en displasia y carcinoma de
células escamosas, aunque se ha estudiado la necesitad de asociacion del virus con luz UV,
HIV o procesos de inmunosupresiér. Se ha encontrado también como asociacion del

VPH con otras patologias como con el pterigion
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Son solitarios y tienen una configuracién sésil o pedunculada, con color sonrosado y
vasos muy finos que se ramifican a través del estroma bajo el epitelio de la superficie de la
lesion. Su crecimiento es rapido. A veces las lesiones pueden llegar a ser confluentes,
produciéndose una papilomatosis, mas frecuente en nifios y de color mas rojo aunque de
menor tamafno. Cuando se presentan en pacientes de edad avanzada suelen localizarse cerca
del limbo y frecuentemente invaden la cérnea. En los adultos pueden ser potencialmente
malignos y convertirse en un carcinoma de células escamosas si destruyen la membrana
basal, en ocasiones también puede presentar un patrén de crecimiento invertido en la
cavidad nasal y en el saco lagrimal. En pacientes de piel oscura pueden aparecer

pigmentados debido a un exceso de melanocitos y a veces con hiperquératosis.

El tratamiento puede ser conservador con esteroides topicos en su fase inicial si el
tamafio es pequefio. Cuando ya alcanzan una extension importante esta indicada la excision
quirurgica, completdndose con crioterapia asociada (nitrégeno liquido). Su modo de accién
es doble, tanto destruccion por efecto térmico de las células alteradas como de la
microcirculacion, lo que entrafia una anoxia de la lesion. En cerca de un 20% de los
pacientes se presentan recurrencias que pueden llegar a ser multiples en el tiempo, en
especial en los nifios en los que son mas difusos, por lo que deben realizarse otros tipos de
tratamientos afadides La mitomicina C local se ha usado intraoperatoriamente (0,3
mg/ml; 3'). Este antimetabolito inhibe la proliferacion fibrovascular por inhibicion de la
sintesis del RNA, DNA dependiente. En nifios se puede usar la cimetidina oral en las
verrugas virales, su accion se basa en el aumento del sistema inmune por inhibicién de la

funcion T celular supresora y aumento de la respuesta de hipersensibilidadtardia.
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También se ha sugerido el uso de interferén, basado igualmente en la importancia de la

inmunomodulaciéon

El mecanismo dencogénesisque genera el VPH frecuentemente envuelve la
perdida del control de E2 sobre la expresion de E6 y E7, conocidos también como onco-
proteinas, las cuales son capaces de antagonizar a dos antioncogenes fundamentales para la
regulacion del ciclo celular y la diferenciacion, el p53 y el RB respectivamebte
expresion de E6 y E7 es requerida para adquirir y mantener eficientemente un fenotipo
trasformado en un amplio espectro de tipos celulares. La interaccion de la proteina E6 de
VPH-16 con p53 resulta en degradacion por la via de la ubiquitina, llevando a un fenotipo
equivalente al de un gen p53 mutantelLa asociacion de E7 con RB impide la interaccion
de esta Ultima con varias proteinas regulatorias resultando en la eficiente interrupcién del
ciclo celular. De esta forma, la accién combinada de E6 y E7 deja a la célula infectada con
la imposibilidad de detener su crecimiento por la via de p53 y produce una multiplicacién
descontrolada ante la inactivacion funcional del RB. El efecto es inmortalizar la célula e
inducir proliferacion, este grupo celular puede producir mayor dafio genético y producir
tumores invasivos; todo esto puede estar favorecido por co-factores, como infecciones

concomitantes, fumar o el uso de corticoesteraides.

El carcinoma epidermoide de la conjuntiva (de células escamoieeslescrito por
von Graefebajo el nombre de epitelioma en 1860. Es la neoplasia maligna mas comun en
los Estados Unidos; después del melanoma y el linfoma, en los adultos, es la tercera causa
de tumoracién ocular; representa a la vez el 14% de todos los tumores oculo-orbitarios.

Tiene una incidencia que varia geograficamente de 0.002 a 3.5 por 100,000. Se ha
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encontrado un predominio en la raza caucasica variando del 90 al 100%, aunque se ha
observado que en poblaciones de piel mas obscura que habitan en climas tropicales con
cercania al ecuador (latitud 30°) pueden manifestar la patologia a edades mas tempranas,
por lo tanto pacientes caucasicos que habiten cercanos a estas latitudes tendrian mayor
riesgo ha presentar esta neoplasia. Se manifiesta principalmente en hombres (76%) con un
promedio de edad de 56 afios, aunque presenta un rango muy pronunciado que puede ser de

los 4 hasta los 96 anags»

La etiologia de esta neoplasia parece ser multifactorial, se propone la teoria de las
células limbales 6 zona de transicion limbal, por ser células pluripotenciales en su origen
con gran capacidad en su division clonagénica asi como un alargado periodo de vida, estas
caracteristicas las convierten en una zona de transicion muy semejante a la observada en el
cérvix, modelo de estudio para el carcinoma de células escamosas en el cuerpohumano,
zur Hausen propuso y después demostré que el VPH son los agentes infecciosos
responsables de la trasformacion neoplasica del epitelio cervical en un 99.7%. Siendo los
tipos 16 y 18 los responsables del 70% del céancer cervical a nivel mundial y son

reconocidos por la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer como

carcindgenos, VPH16 es probablemente el mayor agente carcinGgeno conocido para el
humano.®2»  Por lo que se piensa que la alteracion directa sobre las células limbales
facilitaria neovascularizacion, ruptura de la membrana basal e infiltrados inflamatorios
celulares, todo esto dado como consecuencia un fenotipo anormal del epitelio corneal y
conjuntivaleEstudios epidemiolégicos han demostrado que la radiacion ultravioleta tipo B

(290-320nm) puede ser importante para producir mutaciones en el gen p53 por dafio directo
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al ADN vy la formacion de dimeros pirimidinicos, lo que se traduce como retraso en la
reparacion de las cadenas de ADN vy la facilidad de producirse mutaciones y células

cancerosas a la vez, como ocurre en los pacientes con xeroderma pigrefentosa.

La evidencia de la relacion del VPH y enfermedad conjuntival, aun es controversial
(Tabla 1). Han sido implicados en verrugas palpebrales, papilomas conjuntivales y de saco
lagrimal, displasia conjuntival y corneal, asi como carcinoma epidermoide y hasta
pinguecula y pterigion; En su revision, Kiire y Dhillon llegaron a la conclusién que el
principal factor de riesgo es la exposicion al sol, al VPH y al HIV. Admiten que es dificil
aislar un solo factor en cualquier estudio y que otros factores pueden ser tabaquismo y

susceptibilidad racial.

Tabla 2. Nivel de Evidencia del VPH y Carcinogénesis.

Nivel deTipo VPH Sitio
evidencia
Suficiente 16 Cérvix, vulva, vagina, pene, ano, cavi

oral, orofaringe

18, 31, 33, 35, 3Cérvix
45, 51, 56, 58, 59, ¢

5,8 Piel en pacientes con epidermodispl
verruciforme
Limitada 16 Laringe, periungueal
18 Vulva, vagina, pene, ano, cavidad or:
laringe
6, 11 Laringe, vulva, pene, ano

Grupo genus beta Piel
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Todos los tipos Conjuntiva

Inadecuada Esofago, pulmén, colon, ovario, mal
prostata, vejiga, nariz y senos paranas

La tabla 2 demuestra el estado de arte del VPH y carcinoma epidermoide de
conjuntiva reportado en Medline de estudios realizados con PCR. Resultando 28 de 91
positivos para VPH tipo 16 y 18. La evidencia indica que el VPH esta presente en un 30%
de los carcinomas de células escamosas de conjuntiva, sugiriendo que el VPH

probablemente no es el Gnico factor envuelto en la carcinogénesis.

Tabla 2. Revisién de publicaciones de VPH y CA epidermoide ocular (CCE).

REFERENCIA PATOLOGIA No° VPH

Odrich et al CCE 3/3 10116

Saegusa et al CCE 1/4 2£16

Nakamure CCE 0/2

Karcioglu CCE 17/31 54-16 6-18
7-16/18

Dusku CCE 0/4

Palazzi CCE 2/10 2(16

Toth CCE 5/23 2.4-16 1-18

Eng CCE 0/4

Las presentaciones clinicas son muy variadas, (fotografia 2) siendo muy dificil de

distinguir una displasia, de un carcinoma in situ 0 de un carcinoma invasor. Se pueden
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describir como ligeramente elevadas, de formas variadas, demarcadas relativamente del
tejido normal circundante, acompafiadas de vasos nutricios y con una coloracién que puede
ser desde aperlada hasta rojiza o grisacea, dependiendo de la vascularidad del tumor.
Comunmente inician en el limbo nasal o temporal en las zonas interpalpebrales. Jakobiec y

Pizzarello describieron la apariencia clinica macroscopica como:

1. Gelatinosa
2. Aterciopelada
3. Papiliforme
4. Leucoplaquia
5. Nodular

6. Difusa

La forma difusa es la menos comun vy es dificil de diagnosticar en sus etapas
tempranas, enmascarandose como conjuntivitis cronica.
Los sintomas del paciente son inespecificos, con sensacion de cuerpo extrafio, 0jo rojo e
irritacibn que aumentan o varian en intensidad dependiendo del la extensién y

caracteristicas morfologicas de la tumoracién.

Fotografia 2. Diversas presentaciones Clinicas.

-15 -



Se puede diagnosticar de diversas maneras siendo la citologia el
diagnéstico menosvasivo y puede ser de tipo exfoliativa obteniendo células cc
cytobrush, semejante al usado para tomar muestras cervicales y fijjandolas en a
95% para después tefirlas usando la técnica de Papani®® y la citologia de impresio
en la cal se utiliza papel filtro de celulosa de acetato el cual se coloca delicadamen
la superficie a estudiar y al removerla las células adheridas pueden fijadas y tei
igual manera; ambas técnicas tienen una positividad relacionada con latologia del
70% y se puede analizar lesiones de tipo displasico, carcinoma in situ e invasor. (fc
3) La histopatologia es el método diagndstico definitivo se puede clarificar de acue
tipo clinico patolégico en in situ, micro invasor, inor y con metastasis; asi como el

las caracteristicas de bien diferenciado, moderadamente diferenciado y poco difer

(26,26)
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Fotografia 3. CCE de conjuntiva, tipo invasor.

La apariencia histologica de las células atipicas o los queratinocitos también se han
clasificado en tipo espinosas, escamosas, claras, muco-epidermoide, de cels. pequeiias,
linfoepitelial y pseudosarcomatoso, siendo el espinoso y el escamoso los mas comunes.
Otros métodos diagndsticos auxiliares son las diferentes técnicas de inmuno histoquimica

asi como de PCReew©

La escision de la lesién es el método terapéutico mas aceptado, disecando y
retirando todo tejido anormal con un margen quirdrgico de 2 a 3 mm sera suficiente para
remover la neoplasia y a la vez analizar los bordes quirdrgicos, enucleacion, o aun mas
raro, excenteracion puede requerirse en caso de que el tumor tenga un desarrollo intraocular
o infraorbitario. Los rangos de recurrencia después de la escision van del 15 al 52%, con un
promedio del 30%, aunque tumores con bordes quirdrgicos limpios o libres de células
neoplasicas se reduce a un 5% de recurrencia y de hasta un 69% cuando hay bordes
quirargicos afectados; Tumores parcialmente removidos tienden a recurrir de una manera
mas agresiva, pudiéndose explicar por la ruptura de la capa de Bowman y las lesiones
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producidas en la esclera. Se ha descrito el uso de laser argon-fluorado de 193nm para la
remocion de displasia corneal intraepitelial recurrente, dejando de lado las complicadas y
traumaticas opciones de la queratoplastia lamelar o queratectomia, sin embargo no se puede

realizar una exploracién histologica del tejido fotoablatido.

La radioterapia se ha descrito con un 18% de recurrencias, no se recomienda como
terapia inicial, a menos que la tumoracion se encuentre muy difusa o extensa. La crioterapia
también se utiliza comunmente después de la escision quirdrgica y un cierre primario. Otras
opciones de tratamiento como la inmunoterapia y la quimioterapia se utilizan, con farmacos
como el dinitroclorobenceno, la urea, la mitomicina C al 0.02%, tretionina o tiotepa se han
utilizado, encontrando bajo porcentaje de recidiva pero alto de efectos secundarios asi
como la necesidad de llevar un control mas estricto en la revisiones clinicas y de

laboratorio .2

El carcinoma epidermoide de conjuntiva se considera una neoplasia de bajo grado
de malignidad, y se ha observado que muchas lesiones tienden ha involucionar en los
primeros dos afios de aparicion y aun hay reportes de lesiones que desaparecieron siete afios
después de su inicio. Cuando se presenta recurrencia del carcinoma y desarrolla metastasis
se ha reportado de un 4 hasta un 8% de mortalidad aun cuando se les realice excenteracion.

Presentan un 2 a 8% de probabilidad de tener una invasion intraercular.

La busqueda del VPH se puede realizar por medio de tincion directa hematoxilina-
eosina de las muestras fijadas con parafina y con tincion inmunohistoquimica mediada por

anticuerpos especificos para antigenos estructurales delwvirus.

-18 -



La identificacion directa del DNA del VPH constituye el método mas fiable para
identificar el virus, pudiendo realizarse por medio de técnicdsilt@lacion (southern
blot, dot blot) donde el objetivo es extraer el DNA celulaibridacion in situ con el
objetivo de los nucleos infectados por el VPH en un corte histologico fijado en parafina y la
reaccion en cadena de la polimerasa conocida, d@@RB por sus siglas en inglés
(Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biologia molecular descrita en 1986 por
Kary Mullis perteneciente a la Cetus Corporation en California SA, cuyo objetivo es
obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de un
minimo. @ Esta técnica sirve para amplificar un fragmento de ADN; su utilidad es que,
tras la amplificacion, resulta mucho mas facil identificar con una muy alta probabilidad
virus, bacterias o hacer investigacion cientifica sobre el ADN amplificado, entre ellas se
incluyen laclonacionde ADN para lasecuenciacignla filogenia basada en ADN, el
andlisis funcional de genesl diagndstico de trastornos hereditarios y latifleacion de

huellas genética@isada en técnicégrensesy tests de paternidad).

Se fundamenta en la propiedad natural dAIRAN polimerasagara replicar hebras
de ADN, para lo cual emplea ciclos de altas y bagageraturaalternadas para separar las
hebras de ADN recién formadas entre si tras cada faseptieaciony, a continuacion,
dejar que vuelvan a unirse a polimerasas para que vuelvan a duplicarlas. Todo el proceso
de la PCR esta automatizado mediante un aparato llamadociclador(fotografia 4), que
permite calentar y enfriar los tubos de reaccion para controlar la temperatura necesaria para
cada etapa de la reaccién. Muchos termocicladores modernos hacen efsotddPeltier

gue permite tanto calentar como enfriar los tubos simplemente invirtiendo la corriente
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eléctrica. Los tubos usados para PCR tienen una pared muy fina, lo que favorece una buena

conductividad térmiggpermitiendo que se alcance rapidamenggellibrio térmico

Fotografia 4. Termociclador

Para verificar que la PCR ha generado el fragmento de ADN previsto, se emplean

técnicas deslectroforesisque separan los fragmentos de ADN generados agdaca su

carga, esto es, longitud, y, en menor medida y dependiendo de la matriz empleada, a su
tamafo: tipicamente se empleandi@ctroforesis en gel de agarpgsra fragmentos
grandes (fotografia 5); en acrilamida, para los mas pequefios; y, de forma mas rapida y
aplicable a la PCR asociada a marcaje fluorescentelelaroforesis capilarEl/los
tamafio/s de los productos de la PCR vienen determinados por un marcgaesode
molecularde ADN, el cual contiene fragmentos de ADN de tamedinocido, y que se

corre en efel junto con los productos de PCR:®
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Fotografia 5. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra varios productos de PCR obtenido

mediante distintos primers o cebadores.
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JUSTIFICACION.

El carcinoma epidermoide de la conjuntiva (CEC) representa la neoplasia maligna
mas frecuente de la superficie ocular, siendo a la vez el 14% de todos los tumores oculo-
orbitarios en el ser human® Se ha encontrado DNA de virus del papiloma humano
(VPH) en lesiones neoplasicas de la conjuntiva como verrugas palpebrales, papilomas
conjuntivales y de saco lagrimal, displasia conjuntival y corneal, asi como carcinoma de

células escamosas y hasta pinguecula y pterigion.

Zur Hausen propone y demuestra una relacion casi directa (99.7%) entre la
infeccion por VPH vy el desarrollo del carcinoma cérvico uterino, siendo los tipos 16 y 18
los causantes de hasta un 70% de ellos. Medio millon de mujeres muere cada afio como
consecuencia de carcinomas cervicales, durante el 2000 la incidencia en México de CACU

fue de 45.5 casos por 100,000 mujeres con una tasa de mortalidad de 12 mujeres’por dia.

El potencial oncogénico de VPH de alto riesgo tiene un valor de evidencia
suficiente en cuanto a su potencial de carcinogénesis en cérvix, vulva, vagina, pene, ano,
cavidad oral y orofaringe; pero aun limitada en la conjuntiva.

Una asociacion parecida a la observada en cérvix ha sido propuesta en la conjuntiva por

mas de dos décadas.
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El estado de arte en carcinoma epidermoide de conjuntiva y VPH demuestra un
30% de pacientes con infeccion por VPH y desarrollo del cancer conjusitival.
No se encuentran estudios en México que busquen identificar DNA de VPH en conjuntiva

con diagnostico histopatoldgico de carcinoma epidermoide.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

¢ Existe una relacion entre el VPH y el CEC en un grupo de pacientes de la FHNSL?

Si existe relacion entre el VPH y el CEC en ellos, ¢ Qué tipos de VPH estan presentes?
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HIPOTESIS.

La identificacion, por medio de reaccién en cadena de polimerasa (PCR), del virus
del papiloma humano en carcinoma de células escamosas de conjuntiva se espera encontrar

en menos del 50% en una poblacion de pacientes de la FHNSL.
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OBJETIVO.

Identificar ADN de virus del papiloma humano (VPH) por medio de reaccion en
cadena de polimerasa (PCR) en carcinoma epidermoide de la conjuntiva. Asi como obtener

los tipos de VPH presentes en los casos estudiados.
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METODOLOGIA.

Se trata de un estudio retrospectivo, descriptivo, trasversal y observacional en el que
se incluydé pacientes con diagndéstico histopatoldégico de carcinoma epidermoide de
conjuntiva, encontrados en la libreta de patologia de la FHNSL del periodo comprendido de
1992 al 2007, se incluyeron aquellos pacientes que contaban con el bloque de tejido fijado
en parafina, a los cuales se les realiz0 deteccion de PCR para E6 de VPH 16 y a los
negativos para dicha prueba, PCR para GPS en el resto de los tipos de VPH. Asi como se

estudiaron las variables de edad, sexo, tiempo de evolucion y localizacion del CEC.

Se utilizaron oligonucledtidos para la amplificacion del gene de la R3-globina
humana como control, para evaluar la efectividad en cuanto a la extraccion, asi como
calidad del ADN utilizado, si fuera negativo se descartaba la muestra.

Para el andlisis por PCR se tomaron los cortes histolégicos de 10um y se retirg la parafina
con xilol, lavdndose con etanol y puestos a secar. Colocando el tejido en tubos de
eppendorf de 100 uL, se utilizé 5uL de buffer (10X), para mantener el pH optimo para el
funcionamiento del ADN polimerasa, y se termocicl6 ha 94°C, utilizando un termociclador
(Perkin Elmer Cetus, Wilton, CT, USA), se agrego6 cloruro de magnesio {VREthM de

3uL con condiciones de ciclado de 94°C por 30 segundos, se continué con los
desoxinucledtidos trifosfato (ANTP’s), para polimerizar nuevo ADN, de 10mM a una

cantidad de 1uL y se termociclé a 55°C por 60 segundos de 35 a 40 ciclos, se agregaron los
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oligonucleétidos (primers) E6+ a 50pmol, 0.5uL, se ciclé a 72°C por 60 segundos y el E6-
con las mismas caracteristicas pero con un periodo de tiempo de termociclado de 7
minutos, con un ADN polimerasa tipo Taq de 5U/uL a 4°C; dando como volumen final

50puL.

Si resultaba negativo para la secuenciacion del VPH 16, se iniciaba la PCR para
GPS con los oligonucleétidos MY09 y MY11 en una cantidad de 0.5 pL a 50pmol a
condiciones de termociclado de 72°C por 90 segundos y 4 minutos respectivamente. De
esta manera se identificarian el resto de los tipos de VPH, 0 ser un verdadero negativo.
Los productos de la PCR se analizaron por electroforesis con un gel de agarosa al 4% GTG

(FMC BioProducts, Rockland, ME, USA) y bromuro de etidio como tincién.
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RESULTADOS.

Se encontraron 93 pacientes con diagndstico histopatologico de carcinoma
epidermoide de conjuntiva en las libretas de patologia de la FHNSL reportados en el
periodo de tiempo de 1992 al 2007, de los cuales 19 contaban con su respectivo bloque de
tejido fijado en parafina, al cual se le realiz6 PCR para identificacion de ADN de VPH, asi
como la determinacion del tipo de VPH. El cual se realizé en el laboratorio de oncologia
genomica, centro médico nacional siglo XXI del instituto mexicano del seguro social. Se
estudiaron 14 pacientes masculinos y 5 femeninos, con un promedio de edad de 67 afios (37
— 92afos), con un tiempo de evolucion de la neoplasia promedio de 27.3 meses (3 — 108

meses), con una localizacion predominante en el limbo nasal.

Distribucion por Género.

5, 26Y%

O Ferrenino
| Masculino

Grafico 1. Se muestra la cantidad y porcentaje del género de los pacientes estudiados.
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Distribucién por grupo Etareo.

4ta. Decada  5ta. Decada  6ta. Decada 7ma. Decada 8va. Decada  9na.y mas.

Grafico 2. Muestra la predominancia del grupo etareo afectado por el CCE.

Conj. Sup.
Limbo temporal / (1)

®o —

Limbo nasal
(10)

Conj. Inf.  (5)

Esquema 1. Demuestra las localizaciones presentes en nuestra muestra de estudio.
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De las 19 laminillas estudiadas por PCR todas resultaron positivas para el
la Bglobina humana, se detectaron secuencia de ADN de VPH tipo 16 en 5 de

muestras (26.3%), el resto se les realizé6 PCR con GPS resultando neg;

Marcador Control Contre
de peso () 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (+

Fotograffa 1. Gel de agzsa en el que se observa la deteccion DN del VPH16 en los carriles

Tabla 1. Variables estudiadas en los pacie

Paciente | Edad Sexo Localizacion Evolucién(meses)
1 40 Masc Limbo nasal 8
2 45 Masc Limbo nasal 60
3 60 Masc Conjuntiva inf. 12
4 92 Masc Limbo nasal 6
5 48 Fem Conjuntiva inf. 12
6 73 Fem Limbo temporal 15
7 74 Masc Limbo nasal 12
8 77 Masc Limbo nasal 7
9 84 Masc Limbo nasal 96
10 85 Fem Conjuntiva sup. 3
11 62 Masc Limbo temporal 12
12 85 Fem Limbo nasal 12
13 64 Fem Limbo temporal 36
14 75 Masc Limbo nasal 24
15 75 Masc Limbo nasal 12
16 65 Masc Limbo temporal 12
17 70 Masc Limbo temporal 36
18 62 Masc Limbo nasal 108
19 37 Masc Conjuntiva inf. 24
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DISCUSION.

El rol que tiene el VPH en el desarrollo, o en alguna etapa del proceso etioldgico del
carcinoma epidermoide de conjuntiva, aun no es claro. Asi como en pacientes con lesiones
cervicales, el VPH tipo 6 y 11 se ve asociado a condilomas, en la conjuntiva se ha
demostrado que pueden llegar a producir papilomas, mientras que los tipos 16 y 18 se
encuentran en mas del 90% de cancer cervical y se han encontrado en lesiones pre malignas

y malignas de la conjuntiva.

Estudios histopatoldgicos y epidemiologicos sugieren que la radiacion ultravioleta
es un factor crucial para el desarrollo de displasia y cambios neoplasicos en la conjuntiva y
cornea; por si sola es muy raro encontrar el desarrollo de la patologia en cuekdon
interaccion entre la luz UV y el VPH parece ser un estimulo oncogénico en la
epidermodisplasia verruciforme, un desorden donde se genera multiples lesiones verrugosas
gue generan carcinomas en sitos expuestos al sol, estas verrugas contienen diferentes tipos
de VPH, lo que la convierte en el ejemplo de interaccién entre dos estimulos oncogénicos
(VPH vy luz UV) @9, Otro factor ha considerar en el desarrollo de neoplasia conjuntival
seria la inflamacién cronica debido a diversos factores o procesos infecciosos los cuales
aun se estan estudiando, como se ha encontrado en pacientes con diagnéstico de SIDA,
donde algunos investigadores sugieren que hasta un 50% de los pacientes con menos de 50

afos de edad y con una neoplasia conjuntival podria sospecharse en €l SipAino de
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nuestros pacientes tenia especificado en la libreta de patologia el diagndstico antes

mencionado, pero la sugerencia que realizan estos autores parece ser bien fundamentada.

Como en otras series”, observamos que la patologia es mas frecuente en adultos
mayores (en nuestra serie, 67 afios en promedio), con la mayoria de las lesiones afectando
el limbo nasal. Ninguno de nuestros pacientes padecia alguna otra enfermedad sistémica
como xeroderma pigmentosa o inmunodeficiencias, en los cuales se observa el desarrollo
de la neoplasia en edades mas tempranas y con localizaciones menos habituales.

De la misma manera, observamos una mayor frecuencia de casos en el género masculino
(73.6%) tal vez debido a la linea de trabajo que frecuentan y que puede estar relacionada

con la mayor exposicion al sol a la que estarian expuestos

La evidencia que se tiene hasta el momento del rol que juega el VPH en la etiologia
del CEC es limitada, ha diferencia de la participacion en el desarrollo del papiloma
conjuntival, donde se reporta hasta en un 80% de los casos asi como en otros grados de
displasia. Aunado al grado de evidencia demostrado en el desarrollo de neoplasia y
malignidad en otras areas se podria observar beneficio sistémico en la aplicacién de las
nuevas vacunas, en especial la tetravalente (6,11, 16 y 18) que cubre la mayoria de los virus
involucrados en las neoplasias tanto benignas como malignas. Estudios en fase Ill con
ambas vacunas indican un 98% de seroconversion tras la inmunizacion, y esto se ha
traducido en casi un 100% de eficacia para la prevencion de infeccion persistente de la

enfermedad anogenital por VPH, en un periodo de seguimiento de 5 afios en Inglaterra.
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Aunque la incidencia de esta patologia es baja, se reporta como la neoplasia maligna
mas frecuente en la conjuntiva”, lo que justifica se continlen las diversas lineas de
investigacion del CEC. Este estudio confirma una asociacion entre el CEC y el VPH, aun
guedan muchas preguntas por contestarse como serian, ¢cual es su forma de trasmision a la
conjuntiva?, ¢cual es su potencial oncogénico real en la conjuntiva?, ¢el CEC es una
neoplasia de tipo multifactorial?. Estudios posteriores estarian indicados para encontrar la
relacion entre la infeccion por VPH16 y otros factores o agentes carcinogénicos envueltos

en el desarrollo de displasia o carcinoma epidermoide.
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CONCLUSIONES.

En el presente estudio se decidio realizar PCR en muestras de tejido fijado en
parafina con diagndstico histopatoldgico de carcinoma epidermoide de conjuntiva y se
detectd6 DNA de VPH del tipo 16, el estudio de PCR es altamente sensible, pero con
probabilidades de contaminacion puede dar falsos positivos, por lo que se realizaron
diferentes medidas de control, como la aplicacion de la [3-globina para confirmar la calidad
del ADN extraido antes de iniciar el estudio, se detecto VPH en un 26.3% de nuestras
muestras, aunque no se descarta la posibilidad de que el tejido se encontrase en mal estado
por la antigiiedad de este y que el porcentaje haya sido aun mayor. El VPH16 se ha
propuesto como el agente infeccioso carcinogénico mas importante a nivel rrrarydés
por eso que en la busqueda por medio de PCR del virus se utilizé una estrategia de
identificacion de la regién E6 del VPH16 como primer paso, al resultar negativo se utilizo
un GPS para el resto de los tipos de virus. Solo se detect6 virus del tipo 16 en nuestras
muestras, el cual esta presente en poco mas del 50% de los CACU reportados a nivel
mundial y que en la conjuntiva podria comportarse de la misma manera, es decir,
representar el principal tipo de VPH presente en el carcinoma epidermoide de conjuntiva. A
la vez es el tipo de VPH mas identificado en los estudios de conjuntiva ya
descritos.Podemos concluir con este trabajo que la relacién entre el VPH y el CEC existe,
gue el comportamiento que se observa en tal relacion en nuestra poblacion es el mismo que
se encuentra descrito en el estado de arte estudiado. Tanto en el porcentaje de relacion

VPH-CEC, como en la edad y el genero.
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