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1. RESUMEN

La Enfermedad de Bowen es un carcinoma epidermoide insitu en cuya etiologia
contribuye la radiacién ultravioleta y la inmunosupresion, en cuanto al papel del virus
del papiloma humano, es indudable su participacién en el carcinoma epidermoide
genital, sin embargo en la presentacion extragenital los estudios reportan cifras

variables, las cuales no estan ratificadas en México.

El presente es un estudio observacional, transversal, prolectivo y descriptivo
realizado en el Centro Dermatolégico “Dr. Ladislao de La Pascua” entre octubre de
2012 y junio de 2014, donde se captaron pacientes con diagndstico histologico de
enfermedad de Bowen extragenital a cuyas muestras de tejido se les realiz6 PCR
para VPH. En un periodo de captura de 14 meses, se incluyeron 16 pacientes, de los
que se excluyeron dos por falta de amplificacion del gen constitutivo por PCR. Una
muestra, que corresponde al 7.1%, resultdé positiva para VPH, la identificacion del
serotipo por secuenciacion no fue posible debido a un cuantificado bajo de ADN. Se
concluye que la frecuencia encontrada de VPH en enfermedad de Bowen

extragenital es inferior a la reportada en otros paises.
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DETERMINACION Y TIPIFICACION DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO
POR PCR EN TEJIDO DE ENFERMEDAD DE BOWEN EXTRAGENITAL EN
PACIENTES DEL CENTRO DERMATOLOGICO “DR. LADISLAO DE LA
PASCUA”

2. MARCO TEORICO

2.1. CANCER DE PIEL

El cancer de piel es la neoplasia maligna mas frecuente a nivel mundial. En México
no contamos con datos de incidencia fiables. En el Instituto Nacional de
Cancerologia ocupa el primer lugar como motivo de consulta en hombres y el cuarto
en mujeres.” En un estudio epidemiolégico multicéntrico que incluyo las tres
ciudades mas grandes del pais, se encontro una prevalencia del 1.8% de la

poblacién, sin embargo la muestra no era significativa.?

El Carcinoma Epidermoide (CEC), también conocido como epitelioma espinocelular
o carcinoma de células espinosas, es el segundo cancer de piel en frecuencia, solo
superado por el Carcinoma Basocelular y tiende a aumentar su incidencia a traves
del tiempo en raza hispana y no hispana.® En el Centro Dermatoldgico Dr. Ladislao
de la Pascua de la Ciudad de México corresponde al 17% de los canceres de piel.*
En los Estados Unidos se calcula una incidencia de alrededor de 300.000 casos

nuevos anualmente con cerca de 6000 muertes en el afio 2012.2
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2.2. ENFERMEDAD DE BOWEN

La enfermedad de Bowen (EB), sinonimo de Carcinoma Epidermoide insitu, fue
descrita por primera vez en 1912 por John Templeton Bowen.® Presenta un riesgo
de 3% a 8% de progresion a carcinoma invasor.®’ Si un CEC tiene el antecedente
de EB, aproximadamente el 13% de los casos va a presentar metastasis y hasta un

10% de los pacientes morira a causa de la diseminacion.®

En el caso de la presentacion en genitales se puede llegar a encontrar en la
literatura, erroneamente, como Enfermedad de Bowen genital. Se prefieren las
nuevas denominaciones debido a que su etiologia, prondstico y tratamiento difieren.
La presentacion en piel de genitales multicéntrica con aspecto de papulas y placas
hiperpigmentadas se denomina papulosis bowenoide y su curso es variable; desde
remision espontanea hasta la progresién a carcinoma invasor. En glande se llama
eritroplasia de Queyrat, y el riesgo de invasion y recurrencia es mayor.’ La
presentacion en vulva se conoce como neoplasia vulvar intraepitelial diferenciada y
su tasa de progresién a carcinoma invasor es del 32.8%."%"" En todos los casos de
presentacion genital la asociacion al virus del papiloma humano esta ampliamente

demostrada.

2.2.1. EPIDEMIOLOGIA

En Inglaterra la incidencia anual estimada es de 15 por 100.000 habitantes." En la
poblacién caucasica de Hawai se calcula de 142 por 100.000 habitantes. En el
Centro Dermatolégico Dr. Ladislao de la Pascua corresponde al 23% de los casos de

carcinoma epidermoide. Presenta un pico de incidencia en la séptima década de la
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vida® La relacién de prevalencia en hombres y mujeres varia en las diferentes

series.” 1?13

2.2.2. ETIOPATOGENIA

La radiacidon ultravioleta es uno de los factores mas fuertemente asociados a la
patogenia de la enfermedad de Bowen, especificamente la longitud de onda en el
rango de los UVB (290-320 nm), debido a que disminuye el numero y la funcion de
las células de Langerhans, alterando la vigilancia inmunolégica y a que esta
implicada en la expansion de mutaciones de p53. También se ha implicado a

distintas fuentes de radiacién como la fototerapia y la radioterapia.’*®

Otros factores de riesgo son: epidermodisplasia verruciforme, exposicion prolongada
a arsénico, dano térmico, dermatitis cronica, infeccion por el VPH y trastornos de la
inmunidad como pacientes con trasplante renal donde la EB representa hasta 23%

de los canceres de piel que desarrollan estos pacientes.'®""

2.2.3. MANIFESTACIONES CLINICAS

La topografia mas frecuente es extremidades y cabeza, seguido de cuello y tronco.

En mujeres es mas frecuente en mejillas y cara anterior de muslos y pierna; en

13,17,18

hombres es mas frecuente en piel cabelluda. Se presume que esta

variabilidad se debe a los patrones de exposicion solar.’” También se puede

presentar en region periungueal y subungueal.’

La presentacion extragenital se constituye por eritema de color rosa claro a salmon

brillante o gris-marrén, y escama blanquecina o amarillenta facilmente removible o
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bien adherida, que confluyen en una placa firme y aplanada con bordes regulares o
irregulares, de superficie lisa o irregular que con el tiempo se puede volver de

aspecto nodular o verrugoso, asintomatica, de crecimiento lento. Su tamafo se

relaciona con el tiempo de evolucién.™ Ver Imagen 1.

Imagen 1: Piel de la regién escapular izquierda con neoformacién eritematosa, con escama

en su superficie, diametro mayor: 37 mm. En mujer de 83 afos con 5 afos de evolucion.

Presentaciones inusuales son la verrugosa, hiperqueratésica y la pigmentada.’®%

Clinicamente el diagndstico diferencial incluye patologias benignas y malignas como:
eccema numular, psoriasis, tifia del cuerpo, queratosis liquenoide benigna,
queratosis actinicas, carcinoma basocelular superficial no pigmentado y melanoma

amelanico. '°
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2.2.4. DERMATOSCOPIA

La dermatoscopia es una técnica in vivo no invasiva, que mejora la precision

diagnostica de lesiones pigmentadas y no pigmentadas.

Bugatti y colaboradores reportaron el siguiente patrén dermatoscopico en 14
pacientes con EB: un patron multi-componente con patrén vascular prominente de
vasos moteados o puntiformes agrupados y superficie escamosa, concluyendo que
no existen criterios especificos para la EB.?" Sin embargo Zalaudek y colaboradores
encontraron en 21 pacientes la presencia de vasos glomerulares y superficie
escamosa de forma repetitiva concluyendo que estos hallazgos son especificos y
son una clave para el diagndstico de la EB.?* Ver Imagen 2. Mun y colaboradores
estudiaron a 26 pacientes asiaticos describiendo las siguientes caracteristicas: el
96% de los casos presentd estructuras vasculares y superficie escamosa. Dentro de
las estructuras vasculares los vasos glomerulares fueron los mas frecuentemente
asociados (77%). Otras estructuras vasculares observadas fueron vasos puntiformes
(12%), vasos atipicos o polimorfos (8%) y vasos arborizantes (4%). Sin embargo los
vasos glomerulares también se pueden encontrar en otras lesiones como melanoma,
dermatosis secundarias a estasis, psoriasis, queratosis seborreicas y carcinoma

epidermoide.®

Otros hallazgos dermatoscopicos de la enfermedad de Bowen son: areas
hipopigmentadas o del color de la piel y areas eritematosas. Respecto a la EB
pigmentada se reportan ademas de las estructuras vasculares y areas sin

estructuras, la presencia de pigmentacion difusa marrén y puntos de pigmento
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marrdn o gris los cuales pueden seguir un patron lineal. Hasta 10% de los casos de

EB pueden no tener hallazgos dermatoscépicos claves.?®

Imagen 2: Dermatoscopia de la imagen 1, donde se observa eritema,

escama y vasos glomerulares agrupados.

2.2.5. HISTOPATOLOGIA

La confirmacion del diagnostico de enfermedad de Bowen es histoldgica, con la
presencia a nivel de epidermis de displasia celular en todo su espesor incluyendo la
porcidn intraepidermica de los anexos. Ver Imagen 3. Estos cambios deben estar
confinados a la epidermis y no invadir dermis, de lo contrario se trataria de un
carcinoma epidermoide invasor.” En la capa coérnea es frecuente observar
ortoqueratosis paraqueratosica; inferior a esta se presenta acantosis con
desorganizacion de la arquitectura epidérmica, las células se encuentran con
alteracion de la maduracién y polaridad, con nucleos grandes, irregulares e

hipercromaticos. Con frecuencia se observan mitosis en todas las capas de la
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epidermis incluyendo formas anormales y disqueratosis. Es poco frecuente la
presencia de acantolisis y focos de hiperqueratosis epidermolitica. En la
inmunohistoquimica vamos a encontrar pankeratina positiva, EMA variable y

negatividad para: CAM 5.2, CEA, S-100 y HMB-45.2*

Puede ser PAS positiva debido al depdsito de glucdgeno en los queratinocitos. Los

coilocitos se presentan con mayor frecuencia en la topografia genital.?*

Debajo de la proliferaciéon de las células bowenoides que llenan el espesor total de la
epidermis, se forman células columnares con nucleos pequefios uniformes en forma
de empalizada sobre la membrana basal. La distribucion de estos agrupamientos
celulares células varia de un empalizado completo a uno interrumpido por focos de
células basales atenuadas, incluso a zonas donde la capa basal en empalizada

finalmente desaparece dejando tnicamente las células Bowenoides.?

Imagen 3: estudio histolégica de la imagen 1. Se observa epidermis con hiperqueratosis
paraqueratosica, acantosis regular, numerosos queratinocitos atipicos. En dermis superficial

moderada reaccioén inflamatoria.
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2.2.6. PATOLOGIAS ASOCIADAS

Entre un 30% a 50% de los pacientes con Enfermedad de Bowen tuvieron o tendran
un cancer de piel no melanoma, principalmente carcinoma basocelular. Se cree que
esto se debe a que tienen una etiologia comun que es la exposicion solar.'® Sin
embargo no presentan mayor riesgo, comparado con pacientes de su edad, de
presentar carcinomas internos como pulmonar, gastrointestinal, mama, leucemias y

linfomas.?®

2.2.7. TRATAMIENTO

Existen multiples opciones terapéuticas en la actualidad y la eleccién de una en
particular va a depender de la topografia y el tamafio, asi como los recursos

disponibles y la preferencia del paciente.

La evidencia mas fuerte debido al numero de estudios realizados recientemente, se
tiene para la terapia fotodinamica, el 5-Fluorouracilo, el imiquimod y la crioterapia.
Los tratamientos topicos deben considerarse en lesiones de gran tamafno y cuando
el paciente rechace la cirugia, y deben evitarse en lesiones hiperqueratdsicas donde
disminuye su efectividad. Las técnicas quirdrgicas son ampliamente aceptadas sin
embargo la calidad de la evidencia disponible es baja.?” A continuacion revisamos

brevemente las opciones terapéuticas:

5- Fluorouracilo (5-FU): es un analogo de la timidina que actua como antimetabolito

interfiriendo con la sintesis del ADN. Se aplica una o dos veces al dia por 4 semanas

y el esquema se repite de ser necesario. La tasa de curacion es del 67% a 83%.%%2°
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Imiquimod: es una amina imidazoquinolina sintética que estimula la respuesta
inmune innata y adquirida, tiene actividad antitumoral y antiviral, se aplica una vez al

dia por 8 a 16 semanas. La tasa de curacion es del 57% a 93%.%%%°

Crioterapia: se aplica de uno a tres ciclos de 20 a 30 segundos, con intervalo de
varias semanas. Presenta el riesgo de ulceracion principalmente en las piernas. La

tasa de curacion reportada es del 50% al 100%.2’

Curetaje y electrocauterio: limita el adecuado control histolégico. La tasa de curacion

es del 80% al 98%.2"

Cirugia: permite el estudio histolégico, sin embargo solo estudia el 0.2% de los

margenes. La tasa de curacion es de 80% a 97%.*

Cirugia micrografica de Mohs: en esta técnica quirurgica se examinan en teoria

100% de los margenes laterales y profundos, se prefiere para zona periungueal,

periorificial y lesiones recurrentes. La tasa de curacién es del 91% al 100%."

Terapia fotodinamica: se aplica un fotosensibilizante (puede ser acido
aminolevulinico 6 acido metil-aminolevulinico) y posteriormente se expone a una Luz
LED roja, se repite a la semana y a los 3 meses si se requiere. Muy buenos

resultados cosméticos. La tasa de curacion es del 86% a 100%.%233

Radioterapia: existen diferentes esquemas terapéuticos. Se prefiere para casos de
lesiones grandes, multiples o recurrentes y en piel cabelluda; debe evitarse en las
extremidades inferiores por la dificultad en el cierre de las heridas. La tasa de

curacion se reporta del 100%.*
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Laser CO2: los estudios son pequenos pero con resultados prometedores, tiene la
limitante de que no llega al epitelio folicular profundo por lo cual se ha combinado

con laser diodo de 810 nm.?’

Otras terapias: diclofenaco 3% topico, retinoides topicos, laser ablativo previo a 5-FU

6 imiquimod.?”3°

2.2.8. RECURRENCIA

La recurrencia estimada a 5 afos se relaciona con el tratamiento recibido: cirugia
convencional 7%, cirugia de Mohs 6%, crioterapia 13%, curetaje y electrofulguracion

7%, 5-FU 9%.%°
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2.3. VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

El virus del papiloma hace parte de la familia papillomaviridae con 37 géneros
encontrados en diferentes vertebrados como mamiferos, aves y reptiles, siendo
especifico de una especie sin presentar transmisién cruzada.®® En cuanto al Virus
del Papiloma Humano (VPH), se han secuenciado mas de 200 serotipos; algunos de
estos se encuentran agrupados geograficamente en relacion a ciertas etnias y
poblaciones.®” Se trata de un virus ADN de doble cadena, sin envoltura, con capside
icosahedrica, 72 pentameros y transcripcion unidireccional que se caracteriza por ser

epidermotropo, con la capacidad de infectar exclusivamente piel y mucosas.*

El genoma del VPH se divide en tres regiones: la primera controla la replicaciéon del
ADN vy la transcripcion de los marcos de lectura, la segunda contienes las proteinas
E y la tercera region incluye las proteinas estructurales de capside mayor o L1y
menor o L2. Las proteinas E se numeran del 1 al 7 y participan en la regulacion de la

replicacion, transcripcion, transformacion, adaptacion y oncogénesis viral.*

Los diferentes genotipos estan determinados por la variabilidad de la secuencia

gendmica mayor al 10% en la serie de nucleétidos de las proteinas L1, E6 y E7.%°

E6 y E7 son oncogenes debido a que retrasan la diferenciacién, estimulan la
proliferacion celular e inhiben la apoptosis. E6 participa en la regulacion de
numerosos genes Yy proteinas celulares formando complejos como el EG/EGAP, el
cual marca la proteina supresora de tumores p53 para ser degradada por
proteosomas. La perdida de p53 lleva a inestabilidad genética y progresion a
malignidad. E7 actua sobre diferentes proteinas implicadas en el ciclo celular, como

las p21 y p27 que son reguladas a la baja. Por otra parte consigue aumentar la
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expresion de p16™“* a través de la proteina pRb y el factor de transcripcion E2F.4"

43

La infeccion por el VPH comienza con la exposicion de las células basales del
epitelio cutaneo o mucoso al virus tras una abrasidn o microtrauma. Una vez
infectadas las células existe un periodo de latencia de 3 semanas a 8 meses cuyo
resultado puede ser la infeccién clinica, subclinica o la infeccion latente. Inicialmente
se desarrollan lesiones benignas, sin tratamiento pueden tener remision espontanea,
persistir en el tiempo o tener un crecimiento progresivo. Después de afios o

décadas de una infeccion es posible la transformacion maligna. 44

En cavidad oral el VPH es causa de la Hiperplasia epitelial focal (Enfermedad de
Heck), papilomatosis oral florida, condilomas orales, leucoplasia oral y eritroplasia. A
nivel de vias aéreas superiores la manifestacion se denomina papilomatosis
laringea. A nivel genital se desarrollan lesiones exofiticas llamadas verrugas cuando
comprometen la piel, y condilomas cuando se localizan en mucosas, ambas
causadas en el 90% de los casos por los serotipos 6 y 11 (también llamados de bajo
riesgo). La displasia cervicouterina y los carcinomas genitales se asocian en 70% de
los casos a los serotipos 16 y 18 (también llamados de alto riesgo). La infeccién por
estos serotipos aumenta en 200 veces el riesgo de padecer carcinoma

cervicouterino.*®

La epidermodisplasia verruciforme es una genodermatosis infrecuente con herencia
autosdmica dominante, autosdmica recesiva o recesiva ligada al X, en la que se ha
demostrado una susceptibilidad genética al VPH y un riesgo de 50% de desarrollar

carcinomas epidermoides.*¢*’
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En cuanto a la patogénesis de malignidad a partir del VPH, las investigaciones se
han centrado en las mucosas de genitales, ufias y en piel de pacientes
inmunosuprimidos siendo su rol en los carcinomas de piel en pacientes

inmunocompetentes motivo de estudio.***®

2.3.1. VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO Y CANCER

Se estima que el 4.8% de todos los canceres a nivel mundial son secundarios a la
infeccion por virus del papiloma humano, esta cifra varia de 1.2% en Australia a 15%
en India; estos datos se obtienen tomando en cuenta los seis tipos de cancer en los
que se considera al VPH un carcindgeno definitivo: cancer cervical, peneano, vulvar,
vaginal, anal y orofaringeo.*® En lo que respecta al cancer de piel, se han hecho
diversos esfuerzos por determinar qué relacion existe entre el VPH y el Cancer de
Piel No Melanoma (CPNM), encontrandose la mayor asociacion en zona genital asi

como en pacientes inmunosuprimidos.*

2.3.2. VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO Y ENFERMEDAD DE BOWEN

En cuanto a la enfermedad de Bowen extragenital en pacientes inmunocompetentes
y el VPH, los hallazgos de prevalencia reportados en los estudios son muy disimiles
yendo del 12% a 66%. Esto en parte puede estar explicado por la heterogeneidad de

los estudios.®'%®

Shimizu y colaboradores encontraron 12% de las muestras
positivas en las que incluyeron ademas de piel, lesiones genitales y unicamente
buscaron serotipos mucosos y serotipo 56, no buscaron los cutaneos lo cual puede
explicar una prevalencia baja reportada con respecto a otros estudios.** Mutsuishi y

colaboradores reportan 66% de positividad en un estudio en el que todos los
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pacientes incluidos presentaban lesiones acrales.”® Los mismos autores en un
estudio posterior reportan 65% de prevalencia del VPH, sin embargo incluyeron
pacientes con inmunosupresion y lesiones genitales, a lo cual atribuimos el reporte
por encima de la media.*® Kvilividze y colaboradores obtuvieron una prevalencia del
60%, tomando lesiones de queratosis actinicas ademas de Bowen, de los cuales no

se especificd su localizacion.®’

2.4. VACUNACION CONTRA EL VPH

Estas vacunas consisten en particulas similares al virus a partir de proteinas
recombinantes de la capside L1, que inducen respuesta principalmente humoral pero
también celular. Existen dos vacunas aprobadas en los Estados Unidos, mismas que
estan disponibles en México. La primera aprobada por la FDA en 2006 fue la
Cuadrivalente (Gardasil) que contiene particulas de los serotipos 6, 11, 16 y 18,
actualmente indicada para prevencion de lesiones premalignas y malignas en cuello
uterino, vulva y ano, asi como de condilomas y verrugas genitales. En 2009 la FDA
aprobo la vacuna bivalente (Cervarix) que protege de los serotipos oncogénicos 16 y
18. Se encuentran en desarrollo las vacunas de segunda generacion que tendran

cobertura de un mayor niimero de serotipos.®®

2.5. ANALISIS Y DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS

Las técnicas de biologia molecular permiten amplificar fragmentos de acidos
nucleicos. En la actualidad los dos ensayos moleculares mas utilizados para el
diagnostico vy tipificacion del VPH son: el test de captura de hibridos y la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR). Esta ultima es un método directo que detecta la
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presencia de acidos nucleicos virales, es altamente sensible y especifica. Se ha
desarrollado utilizando varios oligos iniciadores y debe acompanarse de otra técnica
de analisis que permita la tipificacion del virus como la hibridizacion con sondas

especificas, el analisis de secuencia o analisis de restriccion.*
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PROTOCOLO DE INVESTIGACION

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El virus del papiloma humano es uno de los 5 virus con potencial oncogénico
reconocido en humanos. Su participacion se ha descrito principalmente a nivel de
mucosas.

Existe evidencia en algunos estudios clinicos de presencia del virus del papiloma en
lesiones premalignas y malignas a nivel cutaneo.

El carcinoma epidermoide corresponde al 14% de los canceres de piel, ubicandose
en un 97% de los casos a nivel extragenital en la consulta del Centro Dermatolégico

Dr. Ladislado de la Pascua.
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4. JUSTIFICACION

El carcinoma epidermoide es el segundo cancer en frecuencia en la piel con un
importante potencial de morbimortalidad, sin embargo existen vacios en el
conocimiento de su patogenia.

Se estima que el 17% de los sujetos con enfermedad de Bowen extragenital poseen
aislamiento de VPH, sin embargo no existen estudios donde se evidencie la
frecuencia y genotipos del VPH en pacientes mexicanos con enfermedad de Bowen
extragenital.

El conocimiento de la prevalencia de los diferentes genotipos del virus del papiloma
humano seria util dentro de las consideraciones de la patogenia, asi como de

tratamiento y prevencién de la enfermedad de Bowen.
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

En pacientes del Centro Dermatologico Dr. Ladislao de la Pascua, con diagnostico
de enfermedad de Bowen extragenital

. ¢Cual es la frecuencia de aislamiento del virus del papiloma humano en
biopsias de piel?

. ¢, Cuales son los serotipos mas frecuentes?
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVOS GENERALES

En pacientes del Centro Dermatologico Dr. Ladislao de la Pascua, con diagnostico
de enfermedad de Bowen extragenital.

. Determinar la frecuencia del aislamiento del virus del papiloma humano en
biopsias de piel.

. Describir los serotipos mas frecuentes de virus del papiloma humano.

6.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS
Describir las caracteristicas sociodemograficas y clinicas de los pacientes con

enfermedad de Bowen extragenital.

7. HIPOTESIS
El virus del papiloma humano se encuentra en cerca del 17% de lesiones de

enfermedad de Bowen extragenital.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1. TIEMPO Y LUGAR

El estudio se realiz6 a partir de octubre de 2012 y hasta junio de 2014 en el Centro
Dermatologico “Dr. Ladislao de la Pascua” ubicado en la avenida Dr. Vertiz 464,
colonia Buenos Aires en la Ciudad de México, perteneciente a los Servicios de Salud

del Departamento del Distrito Federal.

8.2. DISENO DE ESTUDIO

Por la maniobra del investigador: Observacional.
Por el numero de mediciones: Transversal.

Por la recoleccion de datos: Prolectivo.

Por el tipo de analisis: Descriptivo.

8.3. POBLACION
Pacientes con enfermedad de Bowen extragenital confirmada por estudio

histologico.

8.3.1. CRITERIOS DE SELECCION

8.3.1.1. CRITERIOS DE INCLUSION
* Sujetos con edad de 18 afios y mas.
e Con diagnostico confirmado de enfermedad de Bowen mediante
histopatologia.

* Inmunocompetentes.
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* Que acepten participar en el estudio.

* Que brinden su consentimiento informado por escrito.

8.3.1.2. CRITERIOS DE EXCLUSION
* Que hayan recibido tratamiento topico.

* Que tengan alguna vacuna contra el virus del papiloma humano.

8.3.1.3. CRITERIOS DE ELIMINACION
* Muestra donde no amplifica el gen constitutivo por PCR.
8.4. TIPO DE MUESTREO

El muestreo sera no probabilistico de casos consecutivos donde se incluiran a todos

los pacientes que acudan al Centro y presenten Enfermedad de Bowen extragenital

en un lapso de 15 meses.

8.5.

Variables demograficas

DEFINICION DE VARIABLES

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA DE | UNIDAD DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE MEDICION MEDICION
Edad Tiempo transcurrido desde Se pregunta la edad al Cuantitativa Razon Afos
su nacimiento hasta la paciente continua
inclusion en el estudio
Género Caracteristica sexual Se basa en el examen fisico | Cualitativa Nominal Dicotémica:
del paciente Femenino
Masculino
Estado civil Condicién del individuo en la | Se pregunta al paciente su Cualitativa Nominal Dicotémica:
sociedad derivada de sus situacioén legal de pareja Casado
relaciones familiares Soltero
Escolaridad Maximo nivel de estudios Se pregunta al paciente su Cualitativa Nominal Tricotéomica:
maximo nivel de estudios Primaria
Secundaria
Superior
Ocupacioén Principal actividad durante el | Se pregunta al paciente a Cualitativa Nominal Descriptiva
dia que se ha dedicado la
mayor parte de su vida
Lugar de origen Lugar geografico donde Se pregunta al paciente en Cualitativa Nominal Descriptiva
nacio que lugar geografico nacié
Lugar de residencia Lugar geografico donde Se pregunta al paciente en Cualitativa Nominal Descriptiva
reside que lugar geografico reside
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Variables clinicas

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPOS DE ESCALA DE | UNIDAD DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLES MEDICION MEDICION
Fototipo Tipo de piel segun la Se pregunta al paciente Cualitativa Nominal I-VI
clasificacion de reaccion de eritema y
Fitzpatrick bronceado ante la
exposicioén solar
Comorbilidades Patologias Se pregunta al paciente Cualitativa Nominal Descriptiva
diagnosticadas por un sus antecedentes
médico médicos
Verrugas virales Patologias Se pregunta al paciente Cualitativa Nominal Dicotdmica:
diagnosticadas por un sus antecedentes Presentes
médico médicos Ausentes
Otras lesiones Lesiones malignas y Se busca Cualitativa Nominal Descriptiva
malignas o premalignas en piel intencionadamente en el
premalignas en actuales o previas examen fisico y en el
piel expediente la presencia
actual o el antecedente
de lesiones malignas y
premalignas en piel
Tiempo de Tiempo transcurrido Se pregunta al paciente Cuantitativa Razon En meses
evolucion desde el inicio de la cuando apareci6 la lesion | continua
lesion hasta su ingreso al
estudio
Topografia Localizacion de la lesion Se realiza exploracion Cualitativa Nominal Cabeza,
clinica de la lesion a tronco 6
estudio extremidades
Tamafio de lesion | Tamafio de la lesion Se mide la lesién con un Cuantitativa Razén En milimetros
tumorimetro continua
Morfologia Descripcion clinica de la Se describe la lesién a Cualitativa Nominal Descripcion
lesion estudio
Dermatoscopia Descripcion Se describen los Cualitativa Nominal Descripcion
dermatoscopica de la hallazgos
lesién dermatoscépicos
Variables principales
VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPOS DE ESCALA DE | UNIDAD DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLES MEDICION MEDICION
Presencia de VPH | Reporte presencia o Se registra el reporte de Cualitativa Nominal Dicotémica:
en biopsia de piel | ausencia de VPH enla PCR para VPH realizado Positiva
muestra de tejido en el Instituto Politécnico Negativa
Nacional
Serotipo de VPH Reporte de la Se registra el reporte de Cuantitativa nominal Serotipo
secuenciacion del secuenciacion del no continua

producto de PCR

purificado y su traduccion
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8.6. DESCRIPCION DEL PROTOCOLO

En la clinica de Dermato-Oncologia del Centro Dermatoldgico “Dr. Ladislao de la
Pascua”, se captaron todos los pacientes con diagndstico de Enfermedad de Bowen
extragenital con confirmacion histopatologica y se solicitdé su autorizacidn verbal y
por escrito para participar en el estudio.

A los sujetos se les realizé un cuestionario y se envié una muestra del tejido de
biopsia tomado previamente y que hace parte del estudio que se realiza en todos los
pacientes de la clinica con cancer de piel.

La muestra de tejido fue trasladada en un buffer al laboratorio de citopatologia
ambiental de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico
Nacional, donde se realiz6 la extraccion del ADN para PCR mediante una lisis con
proteinasa K durante 2h a 55°C, y luego se emplea la técnica de fenol — cloroformo —
isoamilico. Posteriormente la determinacion del virus del papiloma se realiza por
PCR utilizando los oligonucleotidos universales MY09: de secuencia 5 CGTCCMA
RRGGAWACTGATC 3’y MY11: de secuencia 5 GCMCAGGGWCATAAYAATGG 3;
donde: M=Ao0C; R=A0oG; W=AoT,; Y=CoT, que amplifican una regién del
gen L1 del VPH. El procedimiento general de la PCR consiste en la extraccion del
DNA como se describié antes. La mezcla de reaccion es de 25 mL de reaccion que
contenga 2,5 mM de MgCl2, 10 mM de Tris HCI, 50 mM de KCI, 2 mM de dNTP, 1
mM de d-UTP-digoxigenina (DIG), 25 pmol de cada cebador y 1 U de enzima
TagDNA Polimerasa. La amplificacion se lleva a cabo durante 40 ciclos de 95°C/30s,
55°C/30s y 72°C/30s. El producto amplificado se separa en un gel de agarosa al 1%
y se tifie con bromuro de etidio para la foto documentacion del resultado. Se utilizan
los oligos PC04/GH20 para la amplificacién del gen humano de la beta globina como

control interno de integridad de DNA y ausencia de inhibidores de la PCR. La
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amplificacion se lleva a cabo durante 40 ciclos de 95°C/30s, 62.3°C/30s y 72°C/30s.
Como control de integridad del ADN se uso b-globina, previo a su amplificacion. En
la electroforesis de acidos nucleicos se utilizé control negativo y control positivo, este
ultimo con células Hela.

A los productos que resultan positivos se les realiza secuenciacién en el Laboratorio
de Genética en el Instituto de Oftalmologia “Fundacién de Asistencia Privada Conde
de Valenciana IAP”. El gel de agarosa con ADN se le realiza el proceso de
purificacion usando el Kit de Quiagen. El purificado se introduce al secuenciador
donde los nucleotidos tienen fluorocromos y cada base un color. La secuencia
obtenida se interpreta en una base de datos para determinar a que serotipo

corresponde.
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8.7. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un analisis descriptivo de los datos utilizando frecuencias simples y
porcentajes para variables categdricas.

Las variables numéricas fueron expresadas como promedio con minimo o0 maximo, o
bien mediante mediana y rango intercuartilar.

Se construyeron graficos de la distribucion de las variables.

8.8. ASPECTOS ETICOS

El presente protocolo siguié la normatividad nacional vigente en materia de
investigacion en salud.

Fue aprobado por el Comité en el Centro Dermatoldgico “Dr. Ladislao de la Pascua”
con el numero 78/4/15.

De acuerdo al articulo 17 de la Ley General de Salud de México, se clasifica como
investigacion sin riesgo.

Todos los participantes brindaron su consentimiento verbal y por escrito.

No se realizd ninguna intervencion adicional a la atencidon clinica habitual de los
sujetos dado que la muestra para la determinacion de PCR y secuenciacion fue
tomada de la biopsia incisional que es requerida por protocolo en todos los pacientes

para su diagnostico y plan terapéutico.
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8.9. RECURSOS

- Investigador responsable: Dra. Nilda Eliana Maria Gomez Bernal

= Actividad: Revision bibliografica, elaboracién del protocolo, aplicacion de
cuestionarios, obtencién y transporte de las muestras.

- Investigadores adjuntos: Dra. Eva Ramon Gallegos

= Actividad: Revision de protocolo y técnica de procesamiento de muestras.

- Tutor: Dr. Daniel Alcala Pérez

= Actividad: Revision y autorizacion del protocolo de investigacion, supervision de la
intervencion.

- Asesor metodologico: Dra. Maria Luisa Peralta Pedrero, Dra. Martha Alejandra
Morales Sanchez

= Actividad: Valoracion de la validez del protocolo, asesoria en la obtencién y
captura de los datos, orientacion en la obtencion de resultados e interpretacion de

los mismos.
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9. RESULTADOS

En un periodo de 14 meses, que comprende de abril de 2013 a mayo de 2014, en el
Centro Dermatoldgico “Dr. Ladislao de la Pascua” se realizaron 39 intervenciones
quirargicas (incluye biopsias incisionales y excisionales) con resultado
histopatolégico de enfermedad de Bowen. 16 de estas se incluyeron en el estudio,
13 muestras no se incluyeron debido a que pertenecian al grupo de pacientes ya
incluido, 2 debido a que eran producto de una reintervencion donde predominaba el
tejido fibroso, un paciente fue excluido debido a que habia recibido imiquimod tépico,
un paciente debido a que su lesion se trataba de un carcinoma epidermoide
desarrollado a partir de enfermedad de Bowen y una muestra por tratarse de un
tumor de colision de carcinoma basocelular superficial junto a enfermedad de
Bowen. En dos casos el diagndstico de sospecha clinica fue carcinoma epidermoide

invasor.

De las 16 muestras del grupo de estudio, se eliminaron 2 debido a que su muestra
no fue apropiada para el analisis virologico, con lo cual el numero de analisis se

redujo a 14 pacientes (87.5%).
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9.1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

Género

El porcentaje de pacientes de género femenino fue igual que el de género masculino

(50%).

Edad

El promedio de edad fue de 76 + 11.6 afios (minimo 53 afios, maximo 89 afnos). El

71.5% de los sujetos presentaron una edad de mas de 70 afos. Ver Grafica 2
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Grafica 2. Distribucion de la edad en los pacientes.

Estado civil

9 pacientes (64.3%) eran casados y 5 (35.7%) eran solteros.
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Escolaridad

9 pacientes (64.3%) tenian escolaridad primaria, 2 (14.3%) secundaria y 3 (21.4%)

tenian nivel superior.

Ocupacion

La ocupacion de los pacientes se clasificé de acuerdo a si su actividad se realizaba
en su mayoria en el medio ambiente exterior o en interiores. En el 21.4% la

ocupacion era en exteriores y en el 78.6% en interiores.

Lugar de Origen y Residencia

Todos los pacientes fueron mexicanos de nacimiento. 57.1% originarios de provincia
y 42.9% del Distrito Federal. En cuanto a la ciudad de residencia, el 92.9%

pertenecian al Distrito Federal y el 7.1% procedian de otras ciudades.
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CARACTERISTICAS CLINICAS

Fototipo

Los pacientes de la muestra fueron de fototipos Il a IV de Fitzpatrick, con predominio

del fototipo Ill. Ver Grafica 3.

1
v 21.4%

1]
50.0%

Gréfica 3. Distribucion de fototipos en los sujetos.

Comorbilidades

El 78.6% de los pacientes presentaban al menos una comorbilidad. Dentro de estas
se destacan la hipertension arterial sistémica en el 21.4%, la diabetes mellitus 2 que
se presentd en 14.3%, y el antecedente de neoplasias internas: carcinoma
cervicouterino en 1 paciente y carcinoma pulmonar en 1 paciente. Ningun paciente

habia recibido radioterapia.
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Presencia de verrugas virales

En ningun paciente se documentd la presencia de verrugas virales luego del

interrogatorio dirigido y la busqueda en la exploracion fisica intencionada.

Otras lesiones malignhas o premalignas

10 pacientes (71.4%) presentaron al menos otra lesion cancerosa o precancerosa en
piel. Predomin6é la queratosis actinica, seguida de carcinoma basocelular y

enfermedad de Bowen multiple. Ver Grafica 4.
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Grafica 4. Distribucion de lesiones malignas y premalignas en los pacientes.
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Tiempo de evoluciéon

El tiempo de evolucion tuvo un promedio de 3 afios (percentiles 25 y 75: 1.6, 4.5

anos; minimo 0.5 afios, maximo 8 anos).

Topografia

La localizacidon mas frecuente fue en las extremidades inferiores con un 35.7% de
los casos, y en las extremidades superiores con mismo porcentaje. En el dorso del
tronco se encontraban el 21.4%, y en la cara un solo caso correspondiente al 7.1%.

Ver Grafica 5.

Grafica 5. Distribucion topogréfica de la enfermedad de Bowen en los 14 sujetos,

representada con puntos azules.
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Tamano de la lesion

El diametro mayor iba de 9 a 40 mm de longitud, con un rango intercuartilar de 17.5
a 32.5 mm. Con base en la longitud del diametro mayor y perpendicular a este,
nuevamente el diametro mayor, se calculé el area de superficie de la lesidn cuyo

rango fue de 63 a 900 mm?, con un rango intercuartilar de 175 a 650 mm?.

Morfologia

Las lesiones elementales que componian las neoformaciones fueron eritema y
escama en diferentes grados en todos los pacientes (100%), pigmentacion marrén
claro clinicamente evidente en 4 pacientes (28.6%), areas queratésicas en 3

pacientes (21.4%). Ver Grafica 6.

100.0% 100.0%
100.0%

90.0%
80.0%
70.0%
60.0%
50.0%
40.0%
30.0%
20.0%
10.0%
0.0% n

28.6%

. =

Eritema Escama Pigmentacién marrén Areas queratésicas

Porcentaje de pacientes (%)

Grafica 6. Caracteristicas morfolégicas de las lesiones.
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Dermatoscopia

Los hallazgos dermatoscopicos mas relevantes fueron: Eritema (100%), escama
(100%), vasos glomerulares en 10 (71.4%), vasos puntiformes en 4 (28.6%), vasos
en disposicion lineal en 1 (7.1%), pigmento marron en 7 (50.0%), pigmento gris en 1

(7.1%). Ver Gréfica 7.
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Grafica 7. Caracteristicas dermatoscépicas de las lesiones
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CARACTERISTICAS PRINCIPALES

Virus del Papiloma Humano

La muestra numero 8 resulto positiva con la técnica de PCR para VPH. Ver foto 1.

1 Muestra Control  Control
positiva negativo positivo

Foto 1: Gel de electroforesis. El rango de pares de bases es de 100 a 1000, la banda
de la muestra se marca cerca de los 450 pb

Un paciente, que corresponde al 7.1% de los casos, presentd positividad para VPH.

Ver Grafica 8.

PCR

positivo

L 7.1%

y
PCR
negativo
92.9%

Grafica 8. Resultado de PCR para VPH
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Serotipos

No se obtuvo resultado de secuenciacion del purificado de ADN de la muestra
positiva por un problema técnico debido a un cuantificado bajo de ADN, por lo

anterior no fue posible la identificacidn del serotipo en la muestra positiva.
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DISCUSION

En el presente estudio se captaron los pacientes con enfermedad de Bowen
extragenital en el Centro Dermatolégico “Dr. Ladislao de la Pascua”, donde
corresponde al 23% de los casos de carcinoma epidermoide. Tomando los 14 casos
que entraron al analisis, encontramos la misma proporcion de hombres y mujeres,
con predominio en la octava y novena década de la vida, mientras algunas series en
caucasicos encuentran mayor prevalencia en la séptima década. La presentacion
clinica es similar a la reportada como una neoplasia plana eritematosa de
crecimiento lento con localizacién principalmente en extremidades. Encontramos una
elevada proporcion de pacientes con pigmento marron muy superior a lo reportado
previamente en un estudio en poblacion australiana. La mayoria de los pacientes
presentaron al menos otro carcinoma o precarcinoma en piel, lo cual concuerda con
la literatura y se considera es debido a los factores de riesgo compartidos;
principalmente la exposicion a la radiacion ultravioleta. Clinicamente simula varios
diagnosticos diferenciales dentro de los que se destacan: queratosis actinica y
carcinoma basocelular superficial. La dermatoscopia es una técnica complementaria

para el diagndstico.

Este es el primer estudio que busca la prevalencia del Virus del Papiloma Humano
en Enfermedad de Bowen extragenital en pacientes mexicanos. En el mismo se
evitaron factores de confusion como son la presentacion genital, periunueal y el

antecedente de inmunosupresion.

Nuestra muestra fue relativamente pequefa, aunque representativa de nuestra

poblacién. Encontramos una prevalencia del 7.1% de virus del papiloma humano en
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el tejido de Enfermedad de Bowen extragenital. Las limitaciones técnicas impidieron
la identificacion del serotipo asociado. Estudios previos realizados en otros paises
reportan tasas mas altas que van del 12 al 66%, con una alta frecuencia de serotipos

MUuCOSO0S que en ocasiones se consideran secundarios a infeccion genital.
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CONCLUSION

En este estudio se encontré una prevalencia del virus del papiloma humano
detectada por PCR, del 7.1% en Enfermedad de Bowen extragenital en pacientes
del Centro Dermatolégico “Dr. Ladislao de la Pascua”, lo cual corresponde a una

cifra inferior al promedio de lo reportado en otros estudios.
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ANEXOS

CUADRO DE DATOS BIBLIOGRAFICOS

AUTORES REFERENCIA LOCALIDAD | CARACTERISTICAS CASOS METODO PORCENTAJE
ASOCIADO A
VPH
1 Shimizu A, Tamura | Br J Dermatol. Maebashi, Bowen ungueal, 68 PCR 12%
A, Abe M, Amano H, 2012; 167: Japon genital y extragenital
Motegi S, NakataniY, | 1161-1164
Et al
2 Mitsuishi T, Hum Pathol. Tokyo, Bowen genital y 62 PCR 65%
Kawana S, Kato T, 2003; 9: 886-92 | Japon extragenital, RFLP
Kawashima M. postransplante renal
y no postransplante
3 Derancourt C, Ann Dermatol Cedex, Bowen extragenital 28 Hibridizacion | 28%
Mougin C, Chopard Venereol. Francia in situ
Lallier M, Coumes- 2001; 128: 715-
Marquet S, Drobacheff | 8
C, Laurent R.
4 Zheng S, Adachi Br J Dermatol. Nagoya, Bowen extragenital 41 PCR 12%
A, Shimizu M, Shibata | 2005 Jun; 6: Japon
S|, Yasue S, 1243-7
Sakakibara A
5 Lampert A, Ann Dermatol Francia Bowen extragenital 12 PCR- 25%
Pauwels C, Duboucher | Venereol.
C, Morel G, Poveda 2000; 1:40-5
JD, Périé G
6 Mitsuishi T, Sata T, | Cancer. 1997; Tokyo, Bowen en manos 12 PCR 66%
Matsukura T, Iwasaki 10:1911-7 Japon RFLP
T, Kawashima M. Hibidrizacion
7 Kvlividze O, Georgian Med Georgia, Bowen no 10 inmunohisto 60%
Gogiashvili L, News. 2006; Thilisi especificado quimica
Burkadze G 136: 108-12
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION CLINICA

Lugar y Fecha MEXICO DF

Por medio de |a presente acepto participar en el protocolo de investigacion titulado:
DETERMINACION Y TIPIFICACION DEL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO POR PCR EN TEJIDO EN CARCINOMA
ESPINOCELULAR EXTRAGENITAL EN PACIENTES DEL CENTRO DERMATOLOGICO DR. LADISLAO DE LA PASCUA

Registrado ante el Comité Local de Investigacion

El objetivo del estudio es:

DETERMINAR LA PREVALENCIA DE VIRUS DE PAPILOMA HUMANDO Y SU TIFIFICACION EN CARCINOMA
ESPINOCCELULAR EXTRAGENITAL

Se me ha explicado que mi participacién consistird en:

ASISTIR A UNA CONSULTA, REVISION DE MI EXPEDIENTE, REVISION DE MI DE PIEL ¥ USO DE UNA SECCION DE MI
BIOPSIA DE PIEL PARA ESTUDIO POR BIOLOGIA MOLECULAR

Declarc que se me ha informade ampliamente sobre los posibles riesgos, Inconvenientes, molestias y beneficios derivados
de mi participacidn en el estudio, que son los siguientes:

NO ME SOMETO A NINGUN RIESGO QUE NO SEA INHERENTE A MI PADECIMIENTO
BENEFICIOS: INFORMACION DE MI PADECIMIENTO Y ORIENTACION DE TRATAMIENTO Y PRONOSTICO

El Investigador Responsable se ha comprometido a darme informacidn oportuna sobre cualguier procedimiento alternativo
adecuado que pudiera ser ventzjoso para mi tratamiento, asl como a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le
plantee acerca de los procedimentos que se llevardn & cabo, los nesgos, beneficios o cualguier otro asunto relaconado con &
investigacidn o con mi tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retrarme del estudio en cualguier momento en gue lo considere conveniente, sin que ello
afecte 2 atencion médica que recibo en el Centro.

El Investigador Responsable me ha dado segundades de que no se me identificard en las presentaciones o publicaciones gue
denven de este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad serén manejados en forma confidencial. También se
ha comprometido & proporcionamme |a informacidn actualizada gue se obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera cambiar
de parecer respecto a mi permanencia en &l mismo.

Nombre y firma del paciente

Nombre, firma y matricula del Investigader Responsable.

Nomeras telefdnices a los cuales puede comunicarse en caso de emergencia, dudas o preguntas relacionadas con ol estudio:

58186351, InvesSgadar: (044) 5533072126

Testigos

Este documento no debe contener tachaduras o enmendaduras.
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CUESTIONARIO PROTOCOLO DE INVESTIGACION

DETERMINACION Y TIPIFICACION DEL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO POR PCR EN TEJIDO EN CARCINOMA
ESPINOCELULAR EXTRAGENITAL EN PACIENTES DEL CENTRO DERMATOLOGICO DR. LADISLAQ DE LA PASCUA

FECHA

Nombre Tel
Numero de expediente

Edad Género |

Ocupacion

Ciudad de origen/ residencia

Fototipg (1/V1)
Comorbilidades

N ooy s W

& Antecedente de verrugas virales (fecha de inicio y remision, localizacion)

9. Tiempo de evolucion de la dermatosis (fecha de inicio, meses de evolucidn)

10. Topografia de la dermatosis

11. Morfologia de la dermatosis (con tamarnio en mm)

12. Dermatoscopia

13. Numero y reporte de biopsia_| / )

14. Reporte de PCR

15. Reporte de secuenciacion
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