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JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Desde el descubrimiento de la implicacion del Virus del Papiloma Humano
(HPV) en los canceres cervicales se ha iniciado una busqueda de marcadores clinicos
que faciliten el diagnéstico de la infeccién de manera rutinaria en la clinica diaria.
Ademas de estos marcadores, las investigaciones en este campo se han ampliado al
estudio de otras neoplasias de epitelios escamosos, intentando relacionar el HPV
como agente etiopatogénico de los mismos.

El presente trabajo trata de estudiar la presencia y relacion del HPV con las
neoplasias genitales menos estudiadas hasta el momento, como son las de hombre
(en pene) y las de mujeres pero en localizaciones distintas del cérvix, vulva en este
caso. Asi mismo, también se pretende ponderar el posible uso en estos carcinomas de

los marcadores inmunohistoquimicos estudiados en los carcinomas de cérvix.
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1.1. PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

Los Papilomavirus pertenecen a la familia Papillomaviridae, familia de virus
con ADN de simetria icosaédrica, genoma circular y que carecen de envoltura (Blchen-
Osmond, 2006).

Hasta 2005 los papilomavirus eran incluidos en la Familia Papovaviridae, junto a
poliovirus y el virus vacuolante de simios SV40 (incluido finalmente en los poliovirus),
pero el descubrimiento continuo en los dultimos afios de nuevos géneros de
papilomavirus, y las diferencias entre los géneros que componian esta Familia
Papovaviridae, llevd al establecimiento de los papilomavirus como una familia

independiente.

1.1.1. Evolucioén de los conocimientos sobre papilomavirus

La primera referencia de los papilomavirus como agentes patdégenos en
humanos, fue el postulado en 1907 por parte de Ciuffo, de que las verrugas tenian un

origen virico. En 1924 se establecid la etiologia virica del condiloma acuminado.

En 1933 se aisl6 por primera vez un papilomavirus. El aislamiento lo llevé a cabo
Richard Shope en un conejo (Rous et al, 1935). Sin embargo, no fue hasta la década de
1940 cuando se pudieron realizar las primeras observaciones directas de particulas
viricas en tejido, gracias a la microscopia electrénica. Mediante estas observaciones se
demostro la teoria del origen virico de las verrugas. Strauss, en la Universidad de Yale,
en 1949 identifico el virus del papiloma cutaneo. En 1968, Dunn y Ogilvie demostraron

particulas viricas en condilomas genitales.

Hasta finales de la década de los 60 se creia que las verrugas vulgares, las
verrugas planas juveniles y las verrugas genitales eran producidas por el mismo virus del
papiloma, y que las diferencias morfolégicas se debian a la distinta localizacion. En
1969, se descubrié la heterogeneidad de los tipos de HPV al encontrarse diferente

reactividad en suero de pacientes con lesiones verrucosas genitales y cutaneas.

Los primeros estudios con hibridacion, realizados en 1974 sugirieron que los condilomas
acuminados estaban producidos por mas de un tipo de HPV. En 1976 se establecio la

diferencia genética de los papilomas, identificandose cuatro tipos distintos de HPV.

En 1979, se acordd designar como un nuevo tipo de papilomavirus cuando

tuviera menos del 50% de homologia en su secuencia con los demas tipos.
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En 1983 Durst identifico ADN de HPV en canceres cervicales (Krebs, 1989).

En la actualidad se han descrito mas de 200 genotipos de papilomavirus en el
mundo animal, de los cuales mas de 100 (Bernard, 2005) se aislan en el ser humano y al

menos 30 tienen relacion con el area genital (Munger et al, 2004).

1.1.2. Clasificacion y estructura del Papilomavirus humano (HPV)

Los miembros pertenecientes a esta familia presentan capsides no envueltas con
simetria icosaédrica y de un tamano de entre 40 y 55 nandémetros. La densidad de los

viriones en CsCl es de 1,34 g/cms.

Respecto al genoma, éste constituye aproximadamente el 10-13% del peso de la
particula viral y consta de una molécula no segmentada y circular de ADN de doble
cadena. El genoma completo tiene un tamarfio de 5300-8000 nucleétidos y un contenido
en G+C del 40-50%.
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La actual clasificacion de la Familia Papillomaviridae es:
o Familia Papillomaviridae:

e Género Alphapapillomavirus. Los miembros que pertenecen a este género infectan
preferencialmente la mucosa oral o anogenital en humanos y primates. Especie tipo: HPV 32.

e Género Betapapillomavirus. Infectan principalmente la piel en humanos. Especie tipo: HPV 5.
e Género Gammapapillomavirus. Los miembros de este género causan lesiones cutaneas en el
hospedador, que se distinguen histolégicamente por cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos

especie-especificos. Especie tipo: HPV 4.

e Género Deltapapillomavirus. Inducen fibropapilomas en sus hospedadores. Especie tipo:
Papilomavirus del alce europeo.

e Género Epsilonpapillomavirus. Las infecciones causan papilomas cutaneos en el ganado
vacuno. Especie tipo: Papilomavirus bovino 5 (BPV 5).

e (Género Zetapapillomavirus. Las infecciones causan lesiones cutaneas en caballos. Especie
tipo: Papilomavirus equino 1.

e Género Gammapapillomavirus. Causan lesiones cutaneas en aves. Especie tipo:
Papilomavirus del pinzon.

e Género Etapapillomavirus. Causan lesiones cutaneas en aves. Especie tipo: Papilomavirus del
pinzon.

e Género Thetapapillomavirus. Causan lesiones cutaneas en aves. Especie tipo: Papilomavirus
del loro gris de cola roja.

e Género Jlotapapillomavirus. Causan lesiones cutaneas en roedores. Especie tipo:
Papilomavirus de la rata africana.

e Género Kappapapillomavirus. Causan lesiones en piel y mucosas de roedores. Especie tipo:
Papilomavirus del conejo de cola de algodén (CRPV).

e Género Lambdapapillomavirus. Causan lesiones en piel y mucosas en perros y gatos. Especie
tipo: Papilomavirus canino oral.

e Género Mupapillomavirus. Causan lesiones cutaneas distinguibles histoldgicamente por
cuerpos de inclusién intracitoplasmaticos especie-especificos. Especie tipo: HPV 1.

e Género Nupapillomavirus. Causan lesiones cutaneas benignas y malignas en el hospedador.
Especie tipo: HPV 41.

e Género Xipapillomavirus. Provocan la aparicion de papilomas en superficies cutaneas o
mucosas del ganado. Especie tipo: Papilomavirus bovino 3 (BPV 3).

e Género Omikronpapillomavirus. Aislados de verrugas genitales de cetaceos. Especie tipo:
Papilomavirus de la marsopa negra.

e Género Pipapillomavirus. Causan lesiones en mucosas de hamsters. Especie tipo:
Papilomavirus oral del hamster.
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Se clasifican segun el hospedador que infectan (en general cada especie es
parasitada por tipos diferentes de virus) y en funcién de las diferencias del ADN. La
dificultad de cultivar in vitro el virus humano ha hecho necesario recurrir a estudios del
grado de homologia del ADN por técnicas de hibridacion. Para la tipificacion se usa la
homologia de secuencias en las regiones L1, E6 y E7, si la homologia es superior al 10%
se considera que son tipos distintos, si es de entre 2—10% se consideran subtipos y por

debajo de un 2% de homologia se consideran variantes (de Villiers et al, 2004).

Recientemente, gracias a los avances en secuenciacion del genoma se han
redefinido los criterios de clasificacion. Se compara la secuencia de los genes L1, E6 y
E7 de HPV con las de los tipos previamente reconocidos, y si la homologia es menor del
90% se considera un nuevo tipo. Cuando la homologia es superior al 90%, pero no

idéntica, se considera como un nuevo subtipo (Isom et al, 1996).

Los HPV de transmisién genital se clasifican dentro de un supergrupo conocido
como Alfa-papilomavirus o supergrupo A (de Villiers et al, 2004). A este grupo pertenecen
virus como los HPV 6 y 11 que afectan a alrededor del 1% de la poblaciéon sexual activa,
estando generalmente asociados con papilomas benignos. Por contraste, los virus de alto
riesgo del supergrupo A, como los HPV 16 y 18, causan lesiones en la mucosa genital
que pueden progresar a lesiones neoplasicas de alto grado y cancer. Este supergrupo de
papilomavirus también incluye virus cuyo tropismo primario es a nivel cutaneo como los

HPV 2y 10 y son la principal causa de las verrugas comunes.

El segundo grupo importante de papilomavirus esta incluido dentro del
supergrupo B. Los virus del subgrupo B1, como el HPV 5 (también conocidos como Beta-
papilomavirus), causan lesiones inaparentes o latentes en la poblacién general, aunque
pueden llegar a ser un problema en individuos inmunodeprimidos y en individuos con
defectos hereditarios, ya que son los mas susceptibles a la infeccién por este subgrupo.
Algunos pacientes pueden desarrollar a nivel del sitio de infeccién por el HPV y a través
de los virus de este subgrupo un cancer de piel epitelial no melanocitico (NMSC). Por
contraste, los virus del subgrupo B2, como el HPV 4 (también conocidos como Gamma-
papilomavirus) causan verrugas cutaneas en la poblacién general, que pueden parecerse

superficialmente a las causadas por papilomavirus del supergrupo A como el HPV 2.

El grupo restante de papilomavirus estd contenido dentro del supergrupo E
(también conocidos como Mu y Nu-papilomavirus). Sélo se conocen tres miembros a
nivel humano, causan papilomas cutaneos en la poblacion general. EI HPV 1 es el mas

estudiado de este grupo y como el HPV 2, causa verrugas comunes y palmares (Fig. 1).
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Fig. 1: Arbol filogenético que representa los tipos conocidos de papilomavirus y su relacién (Myers et
al, 1997)
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1.1.3. Enfermedades relacionadas con los distintos tipos de HPV

Ademas de existir una correlacién entre los distintos genotipos de papilomavirus y
la especie animal a la que infectan, existe también una correlacién entre los distintos
genotipos de HPV vy las lesiones que producen. Estas lesiones en humanos y los

genotipos relacionados han sido descritos por Smotkin (1989).

Tabla 1: Genotipos de HPV y lesiones producidas en humanos

Genotipo de HPV Lesion producida
1,4 Verrugas plantares y palmares profundas (Fig. 2)
2,7,29,60 Verrugas vulgares (Fig. 3)
3,10,28 Verrugas planas juveniles
5 Lesiones maculares en la epidermodisplasia verruciforme
6,11 Condiloma acuminado y displasia de bajo grado
8,9,12,14,1517,19-25,36 Epidermodisplasia verruciforme
13,32 Hiperplasia epitelial oral focal (Enfermedad de Heck)
16,18,31,33,39,45,52,58 Displasia de alto grado y carcinoma genital invasivo (Fig. 4)
26 Verrugas cutaneas en inmunodeprimidos
27 Verrugas cutaneas en trasplantados renales
30, 40 Carcinoma laringeo
34 Enfermedad de Bowen extragenital
35 Adenocarcinoma cervical
37 Queratoacantoma
38 Melanoma maligno (1 caso)
41 Condiloma y verrugas planas cutaneas
42 Papiloma vulvar
51 Condiloma cervical
53,56,59 CIN
54 Condiloma acuminado
55 Papulosis bowenoide
57 CIN, verrugas cutaneas, papilomas nasales
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Fig.2: Lesiones tipicas de verrugas plantares
producidas por HPV 1

Fig.3: Lesiones de verrugas virales de tipo

comun producidas por HPV 2

Fig.4: Carcinoma de cérvix en el que el HPV

16 juega un papel fundamental
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1.1.4. Organizacion gendmica de los papilomavirus

La organizacién genomica de los diferentes tipos de HPV tiene una estructura
bastante similar. Las secuencias que codifican proteinas (marcos de lectura abierta u
ORF) ocupan posiciones parecidas en la doble cadena de ADN vy tienen longitudes

semejantes.

En el genoma de HPV se distingue una region temprana (ORF E) o "Early". Esta
region contiene los genes E71 a E7, que codifican las proteinas implicadas en los
procesos de replicaciéon y transcripcion del ADN viral; y una region tardia (ORF L) o

"Late", que contiene los genes L1y L2 implicados en la produccion de la capside viral
(Fig. 5).

Esta diferenciacion se basa en la suposicion de que los fendmenos iniciales de la
infeccién incluyen la transformaciéon celular y la replicacion del ADN, a través de
proteinas codificadas por los genes E; por otro lado, las regiones tardias o L codifican las

proteinas de la capside, expresados por lo tanto en las etapas finales de la infeccion.

Mientras que los genes de expresién temprana difieren notablemente en su
secuencia entre los diferentes tipos de HPV, los genes de expresion tardia presentan
notables similitudes entre ellos. Esta peculiaridad convierte a estos genes, y
especialmente a L1, en la diana principal de la deteccion de ADN viral por métodos
"consenso", al contrario de la deteccion "tipo-especifica" que utilizara genes con alta
variabilidad intertipo como E6 y E7 (Chan et al, 1995).

Existe una region en todos los HPV de entre 600 y 900 pares de bases, llamada
region de control larga no codificante URR o long control region (LCR), que separa los
ORF tempranos y tardios, y que contiene las secuencias de control de la transcripcion e

inicio de la replicacion (Turek, 1994).
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REGION DE CONTROL {LCR)

ey,

ET

L1

HPV-16

7004 hp

Fig. 5: Esquema del genoma circular de HPV 16 (Modificado de figura de libre acceso en

web: www.answers.com/topic/hpv-16-genome-organization-png-1)

La mayoria de los estudios sobre los diferentes genes de los papilomavirus se
han realizado en BPV 1 (papilomavirus bovino 1), que puede replicarse y transformarse
in vitro. En BPV 1, las funciones de transformaciéon (capacidad de modificar las
propiedades de crecimiento de las células en cultivo) se localizan en las regiones E6 y
Eb5, la maduracion de la particula virica se asocia a E4, el mantenimiento de gran numero
de copias de ADN virico a E6 y E7, mientras que E2 codifica las proteinas reguladoras
que se unen a la region LCR, modulando el grado de transcripcion virica, estimulandola

(transactivacion) o suprimiéndola (represion) (You et al, 2004).

En cuanto a la regién tardia, la proteina L1 es el componente principal de la
capside (representa el 80% del peso del virién). Tiene un peso molecular de 56.000
daltons (Da), es el antigeno especifico de grupo y se expresa en las lesiones de
coilocitosis. La proteina secundaria de la capside, L2, tiene un peso molecular de
alrededor de 76.000 Da y es mas variable entre los distintos tipos de HPV (Arends et al,
1990).

La transcripcién de las regiones tardias parece influida por reguladores celulares,
que aparecen soOlo en las células de las capas superiores e intermedias del epitelio

escamoso (Crum y Nuovo, 1991).
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1.1.5. Genes y proteinas del HPV

1.1.5.1. E1

La regién mas conservada de todos los HPV es la que codifica la proteina E1.
Esta proteina tiene un peso molecular de 68 KDa y es expresada en bajos niveles en

células HPV- positivas.

E1 participa en la replicacion del plasmido viral y, junto con E2, suele perderse en
los carcinomas genitales, donde HPV aparece integrado en el genoma celular. Esta
pérdida de parte del genoma viral parece ser un factor importante en la progresion

tumoral (Schwarz et al, 1985).

Al estudiar HPV con su genoma integro se comprueba que las mutaciones de los
genes E1 6 E2 incrementan de forma importante la capacidad de inmortalizacién de HPV,
con resultado similar a la ventaja de crecimiento que otorga su disrupcién e integracién
de E6y E7 en el ADN de la célula (Romanczuk y Howley, 1992). En BPV, E1 codifica
factores necesarios para el mantenimiento del genoma virico dentro de las células

transformadas.

Las semejanzas entre la secuencia de aminoacidos de la proteina codificada por
E1 vy el large T antigen de SV40, hicieron suponer que poseia funciones de 3-5' ADN
helicasa/ATPasa, y que participaba en la iniciacion de la replicacién del ADN virico. Esto
se ha confirmado tanto para BPV como para HPV. E1 forma dos dominios, siendo el N-
terminal el responsable de la unién al ADN, y el C-terminal el responsable de la actividad

enzimatica (Hughes y Romanos, 1993; Thorner et al, 1993).

Existe una region en el extremo 5 del ORF E71 (TAAAACGAAAGT) que
corresponde al segmento mas largo con homologia completa entre todos los tipos de
HPV, y que codifica siempre los mismos aminoacidos. Aunque su funcién no es conocida
se piensa que podria codificar los aminoacidos necesarios para la unién con factores

celulares que afectan a las funciones de replicacion virica (Amin et al, 2000).

La proteina E1 también se une a ADN polimerasa a y ayuda a reclutar complejos

de la replicacion celular para la replicacion viral (Conger et al, 1999).
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1.1.5.2. E2

La proteina E2 es requerida para la replicacién viral y la regulacion de la
transcripcion. Su peso molecular es de 50 KDa aproximadamente y funciona como

dimero. El extremo C-terminal es el que se une a E1 (Cheng et al, 2000).

En BPV se conocen al menos tres polipéptidos que regulan de forma diferente la
expresion génica virica (Bouvard et al, 1994). Las proteinas E1 y E2 (en forma de
dimeros) constituyen un complejo que se une al ADN en el sitio de inicio de la sintesis.
En HPV, E2 es también importante para la replicacion virica, hasta el punto que se ha
propuesto el empleo de medidas terapéuticas frente a esta proteina para frenar la
replicacion virica en lesiones condilomatosas y verrugas (Cowsert et al, 1993). El
desarrollo de neoplasias implica a menudo la pérdida de esta region, con la integracion
de E6y E7 en el ADN celular, ya que la proteina codificada por el ORF E2 actua sobre el

promotor de la transcripcion de E6/E7 de forma negativa (Tan et al, 1994).

En la mayoria de los casos una porcion del ADN viral se fragmenta por la regién
E?2 perdiendo ésta su capacidad de actuar sobre la regién reguladora (LCR) y de dar la
orden de que ésta mantenga reprimida la expresiéon de E6 y E7. De este modo, una
pequefia cantidad del virus estara desregulada y producira grandes cantidades de
proteina E6 y E7 (Jeon et al, 1995), las cuales iniciaran el proceso de bloqueo de las

proteinas celulares p53 y proteina de Retiniblastoma (pRb) de modo altamente efectivo.

1.1.5.3. E4

HPV codifica tres proteinas tardias, que se producen Uunicamente en los
queratinocitos maduros con diferenciacion completa, y localizados en las capas mas
superficiales de los epitelios escamosos. Dos de estas proteinas son estructurales (L1 y

L2) y corresponden a componentes de la capside del virus (Doorbar, 2005).

La tercera, denominada E1-E4, deriva principalmente del ORF E4, que representa
una region con elevada divergencia entre los diferentes tipos de HPV. Esta proteina tiene
una secuencia corta, que abarca los nucleétidos 3399-3648 del genoma viral. E1-E4 no
es un componente de la particula virica, ni parece necesaria para la transformacion
celular. Sin embargo, en ciertas lesiones se acumula en grandes cantidades en el

citoplasma celular, alcanzado hasta el 30% del total de las proteinas de la célula, y
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produce un colapso de la red de filamentos intermedios de queratina, que constituyen el

citoesqueleto celular (Doorbar et al, 1991).

Aunque la funcién de la proteina E4 no es conocida, se ha comprobado que actua

como una proteina transportadora de zinc (Roberts et al, 1994).

1.1.5.4. E5

E5 no parece participar de forma importante en la carcinogénesis mediada por
HPV. En estudios con lineas de cultivo, E5, tanto de HPV 6 como de HPV 16, resultan
mitdgenos para los queratinocitos, actuando de forma sinérgica con el factor de
crecimiento epidérmico (EGF). Los queratinocitos que expresan E5 muestran un
incremento del numero de receptores para EGF de dos a cinco veces mayor que en

células normales (Straight et al, 1993).

La proteina viral E5 podria cooperar con E7 en el estimulo de la proliferacion
celular. Las células que poseen E5 muestran incremento de la expresion de los genes c-
fos y c-jun. Complejos de c-fos y c-jun constituyen el factor de transcripcién AP-1 que

estimula la actividad del promotor de E6/E7 (Bouvard et al, 1994).

1.1.5.5. E6

La proteina E6 de HPV, tanto de los genotipos de alto riesgo como de los de bajo
riesgo, tiene aproximadamente 150 aminoacidos de tamafio y contiene dos dominios de
union a zinc con el motivo Cys-X-X-Cys. Las proteinas E6 de los HPV de alto riesgo se
encuentran distribuidas tanto en el nucleo como en el citoplasma celular, y se han
descrito uniones con hasta 12 proteinas diferentes (zur Hausen, 2002), entre las que
estan p53, paxilina, p300/CBP, p73, la proteina de unién de calcio EG-BP y el factor de
regulacion del interferén IRF-3; aunque la relevancia fisiolégica de la interaccion con cada

una de estas proteinas no esta claramente identificada.

E6 de los HPV de alto riesgo (HR-HPV) se une a la proteina supresora tumoral
p53 como parte de un complejo trimérico junto con la ligasa de ubiquitina celular EGAP.
La formacion de este complejo provoca la ubiquitinizacion de p53 y su degradacion en
proteasomas, llevando a una reduccién de la vida media de p53 de varias horas a menos

de 20 minutos en queratinocitos (Hubbert et al, 1992).
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Simultaneamente, la unién de E6 a EGAP también supone la ubiquitinizacion de
EGAP, lo que posibilita que E6 pueda regular los niveles de los sustratos celulares
naturales de EGAP mediante su degradacion. Algunas de estas proteinas afectadas
serian las de la familia Src de tirosina kinasas, que interactian con una amplia variedad

de vias de sefializacion celular (Frame et al, 2002).

E6 puede también regular la actividad de p53 indirectamente a través de su
asociacion con p300/CBP, un coactivador de p53. Al aumentar la tasa de eliminacién de
p53, todas estas acciones conducen a que se produzcan duplicaciones cromosémicas y
anormalidades centroméricas, debido a la capacidad de regulacion de p53 de los puntos

de control entre las fases celulares G1/S y G2/M (Kastan et al, 1993).

La transcripcion de la proteina celular p21 depende de p53, por lo que también
disminuira la cantidad de ésta, cuya funcién es la de inhibicion de las kinasas
dependientes de ciclinas (cdks). Se inhibe por lo tanto el freno que normalmente ejerce
p21 sobre el ciclo celular. Por otro lado, la degradacién de p53 mediada por E6 impide
la activacion de genes que inducen la apoptosis, como Bax. Bax dejara libre a Bcl2
que llevara a cabo su funcion de bloquear la apoptosis 0 muerte celular programada

(Tommasino et al, 2003).

Otra de las funciones principales de la proteina E6 de HR-HPV, que resulta
importante para la inmortalizacién de la célula, es la activacion de la subunidad catalitica
de la telomerasa, hTERT (Klingelhutz et al, 1996). Esta activacion parece estar mediada
por la accidon combinada de E6 con Myc y Sp-1, lo que conduce a un aumento de la
actividad transcripcional del promotor hTERT (Oh et al, 2001).

A pesar de todo esto, el papel primordial de E6 en el ciclo viral productivo no
parece ser el de inducir la transformacion o la inmortalizacion, sino que parece mas
encaminado a la facilitacion de algunos aspectos de la replicacion viral (Minger et al,
2002).

1.1.5.6. E7

La proteina E7 de los HPV tiene aproximadamente 100 aminoacidos de longitud y
se encuentra mayoritariamente en el nucleo celular. La principal accién de esta proteina
es su habilidad para asociarse a las proteinas de la familia de pRb (Dyson et al, 1989).

Esta unién se realiza mediante una de las tres regiones conservadas que estan
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presentes en E7 de todos los HR-HPV: CR1 en el extremo N Terminal; CR2, que
contiene un motivo L-X-C-X-E que es el que se une a pRb; y CR3, que contiene dos

motivos zinc finger-like.

La proteina E7 del HPV 16 se une a la forma no fosforilada de pRB. Esta forma
no fosforilada de pRb forma complejos con el factor de transcripcion E2F/DP1, que se
unen a los promotores de los genes involucrados en el paso a la fase S del ciclo celular o
a apoptosis, reprimiendo su transcripcion. En el paso de G1 a S, los complejos ciclina-
kinasa fosforilan a pRb, provocando la liberacion de pRb de los complejos de E2F y la
transcripcion de los genes involucrados en la sintesis de ADN. La unién de E7 secuestra
pRb de los complejos E2F/DP1, llevando a una activacion constitutiva de estos genes
(Cobrinik et al, 1992). Adicionalmente, la uniéon de E7 provoca la degradacién de pRb

mediante la ruta ubiquitina-proteasoma.

Ademas de su accién sobre pRb, las proteinas E7 virales se asocian con las
ciclinas A y E, asi como con los inhibidores de kinasas dependientes de ciclinas p21 y
p27, aumentando su actividad en la regulacion del ciclo celular. Sobre éstas, p21 y p27,

ejercen su accién bloqueando su actividad inhibidora (Zerfass et al, 1995).

Un tercer grupo de proteinas a las que se une E7 son las Histonas Deacetilasas
(HDCAs) (Brehm, 1999).

Una de las propiedades menos estudiadas de E7 de HR-HPV es su habilidad
para inducir la inestabilidad genémica. En algunos canceres HPV positivos se encuentran
aneuploidias, lo que sugiere que estos cambios en el numero de cromosomas son

importantes para la progresion del cancer (Pett et al, 2004).

La funcion viral de la proteina E7, asi como la de E6, parece ser, al menos en
parte, controlar el medio celular de un modo favorable para la replicacion del genoma
viral, la activacion de vias transcripcionales y la induccion de sintesis de ADN, ademas

de promover el crecimiento/desarrollo celular (Minger et al, 2002).

1.1.5.7. L1
L1 en HPV 16 se extiende desde el nucledtido 6153 al 6794 y codifica la proteina

mayor de la capside virica. Esta proteina por si sola es capaz de ensamblarse formado

estructuras capsidicas vacias con alto potencial inmunogénico (Kirnbauer et al, 1992). Al

15



Introduccién

ser una region altamente conservada entre todos los diferentes tipos de HPV, sirve como
molde para el disefo de los primers de consenso que permiten la deteccion de HPV con
PCR (Kornegay et al, 2003). En carcinomas de cérvix su utilidad es menor que los
primers frente a los ORF E6'y E7, que son los que se conservan e integran en el genoma
celular. Asi, un estudio, comparando la eficacia de la deteccion de HPV en carcinomas
cervicales con PCR, y empleando primers frente a L1y E6 (especificos de tipo) encontré
tasas del 25% y del 54%, respectivamente (Park et al, 2001).

1.1.5.8. L2

L2 codifica la proteina menor de la capside de HPV. Para llevarse a cabo la
encapsidacion del virus son necesarias interacciones ADN-proteina y proteina-proteina.
L2 es capaz de unirse al propio ADN de HPV (a diferencia de L1), concretamente por su
porcidon N-terminal. Su funcion seria la de completar el ensamblaje de la capside
introduciendo el ADN virico dentro de las particulas formadas por la fusion de los dos

componentes estructurales de la capside, las proteinas L1y L2 (Zhou et al, 1994).

1.1.6. Ciclo celular y replicacion virica

El desarrollo de las neoplasias, como el carcinoma escamoso (CE) de pene,
supone un crecimiento progresivo e incontrolado de un grupo celular, que las distingue del
resto de células normales. Esta proliferacion se debe a que el ciclo celular desregula su
maquinaria y sus fases se ven alteradas. Estas células se independizan de los controles
celulares de manera que tendran mas facilidad para la proliferacion, seleccionando este

grupo celular y desarrollandose la neoplasia.

El ciclo celular es el fendmeno fisioldgico por el cual una célula se divide en
dos, permitiendo la viabilidad de los tejidos. Pero su funcién no es unicamente originar
nuevas ceélulas, sino asegurar que el proceso se realice de forma debida y con la
regulacion adecuada. En el ciclo celular se suceden una serie de fases que se
desarrollan de forma consecutiva y no se puede entrar en la siguiente sin completar la
anterior. Las fases mas importantes son la fase S (sintesis) en la que se replica el
material genético y la fase M (mitosis) en el que se produce la divisién celular. Entre
las fases S y M hay dos intervalos, las fases G1 y G2. Las células normalmente se

encuentran en quiescencia o fase GO (Fig. 6).
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La celula entra en
periodo de latencia

Go

Fig. 6: Esquema del ciclo celular (Lomantto et al, 2002)

El conjunto de procesos que ocurren durante el ciclo celular siguen un orden y
supervision estrictos. Sefales provenientes del medio y algunos controladores dentro
de la célula se encargan de dirigir el progreso de ésta a través de las distintas fases
del ciclo celular (Nashmyt, 1996). Existen dos tipos de controles: los checkpoints que
controlan la finalizacion de las diferentes fases, cascadas de fosforilaciones de
proteinas que hacen avanzar el ciclo a la siguiente fase. El segundo control lo
constituyen las quinasas dependientes de ciclinas (reciben este nombre porque sélo
son activas al unirse a su ciclina especifica) y las propias ciclinas, que segun la fase
del ciclo en que actuen regulan la transcripcion o la actividad mitética. A su vez, sobre

las ciclinas actuan los diferentes factores de crecimiento (Nishitani et al, 2002).

Por ultimo existen una serie de proteinas que actian como inhibidores de las
cdk, que se agrupan en dos familias: CIP/KIP (p21, p27, p57) e INK4 (p15, p16, p18,

p19) y que actian como genes supresores (Harper, 1997).

Otras proteinas muy importantes tanto en el ciclo celular como en el desarrollo
del CE son las proteinas producto de los genes supresores p53 y Rb. La proteina p53
tiene diferentes acciones, la principal es unirse al ADN dafado permitiendo su
reparacion y regulando la expresion de diferentes genes, entre ellos p27 que tiene

capacidad para detener el ciclo en fase S. En caso de que no sea posible la reparacion
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del ADN danado, p53 puede inducir la apoptosis mediante la estimulacion de genes
como Bax. No obstante p53 tiene otras acciones al tener una importante capacidad
reguladora transcripcional de otros genes implicados en el ciclo celular (Tommasino et
al, 2003).

La proteina Rb tiene un papel crucial al controlar el paso de G1 a M. Ejerce
este control a través de su unién al factor de transcripcion E2F, en su forma
hipofosforilada actia como supresor del mismo. Al fosforilarse libera el factor de
transcripcion permitiendo la progresion de la célula en el ciclo. La pRb volvera a estar

hipofosforilada al finalizar la fase M. (Alcaraz et al, 2002).

Para que se desarrolle la infeccion, las particulas viricas tienen que ponerse en
contacto con células epiteliales susceptibles de ser infectadas por el virus y que son
aquéllas que poseen capacidad proliferativa, y posteriormente, dependen de la
diferenciacion del epitelio para completar su ciclo celular (Longworth MS, 2004;
Doorbar, 2005).

El virus penetra a través de heridas en el epitelio y se adhiere a la superficie de
las células basales (queratinocitos) por mecanismos aun poco conocidos, sufriendo un
fendmeno de endocitosis con posterior destruccion de la capside y transporte al
nucleo. El receptor para la entrada del virus no se conoce actualmente; sin embargo el
sulfato de heparina media el ataque inicial de los viriones a las células de la capa
basal (Joyce, 1999), que estan continuamente dividiéndose y proporcionan un
reservorio de células para las capas suprabasales. Tras la entrada del virus en la célula

pueden desarrollarse dos tipos de infeccion (Gross, 1997):

- Una infeccion latente, en la cual se mantiene el virus sin produccion de
particulas infecciosas. ElI ADN virico permanece libre en el nucleo celular (en forma de
episoma) y su replicaciéon ocurre junto con la de la célula huésped. Este tipo de infeccion,
al no producir particular viricas completas, no desarrolla el efecto citopatico caracteristico
de HPV. El epitelio conserva su morfologia normal, y para su deteccidon son necesarios

métodos moleculares.

- El otro tipo de infeccion es la llamada infeccion productiva, donde la replicacion
virica ocurre independientemente de la de la célula infectada, generando grandes

cantidades de ADN virico infectivo.

La replicacion virica ocurre en las células de las capas intermedias y superficiales

del epitelio, y factores transcripcionales especificos de diferenciacion, producidos por la
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célula, promueven la sintesis de proteinas viricas de la capside. Esto produce el efecto
citopatico caracteristico, detectable en citologia o histologia. La infeccién por el HPV de
estas células permite la activacion de la expresion de una cascada de genes viricos
que resulta en la produccion de aproximadamente 20 a 100 copias de ADN viral
extracromosdémico por célula. Las primeras proteinas virales expresadas son E1y E2,
que son necesarias para la replicacion viral que tendra lugar junto con la division
celular de las células de la capa basal, asi el genoma virico sera dividido dentro de las

células hijas (Doorbar, 2005).

Posteriormente, algunas de estas células abandonan la capa basal y migran
hacia el estrato granuloso, donde tendra lugar la diferenciacién y expresion de las
proteinas viricas E6 y E7. La funcion de las proteinas E4 y E5 en el ciclo celular no se
conoce totalmente pero se ha propuesto que pueden estar involucradas en la
regulacion de las funciones de la fase tardia. Las proteinas L1 y L2 forman la capside
icosaédrica, dando lugar a viriones completos en las capas mas superficiales del

epitelio (Fig. 7).
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FIG. 7: Ciclo vital virico y produccién de proteinas virales asociada a la maduracion del epitelio
escamoso (Modificado de Doorbar, 2005)
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1.1.7. Genes supresores tumorales relacionados con HPV

1.1.7.1. Proteina p53

La proteina p53 es una fosfoproteina nuclear compuesta de 393 aminoacidos y
con un peso molecular de 53 KDa, codificada por el gen del mismo nombre, que se
encuentra en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13). En su estructura se diferencian
cinco dominios de actividad diferentes, entre los que se encuentra uno de unién al ADN y

un dominio de transactivacion (Fig. 8).

La variedad wild-type de la proteina esta presente en la mayoria de las células
normales pero tiene una vida media corta, de unos pocos minutos. La proteina, en
condiciones normales, es ubiquitinada y destruida por Mdm2, por lo que generalmente es

indetectable por medios inmunohistoquimicos.

La mutacion somatica del gen p53 es un hecho bastante frecuente en el desarrollo
de neoplasias humanas vy, al ser la proteina mutada mas estable que la natural, ésta se
acumula en niveles detectables en la célula. Por ejemplo, la acumulacién de p53 se ha
observado en el 76% de 212 lesiones malignas en humanos, incluyendo carcinomas de
mama, colon y estdémago, melanomas, carcinomas embrionarios testiculares, carcinoma
transicional de vejiga, carcinoma uterino y sarcomas de tejidos blandos (Bartek et al,
1991).
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Fig. 8: Estructura de la proteina p53, representacion mostrando los 5 dominios de que
se compone (Imagen propiedad del Profesor Thierry Soussi, extraida de la web
http://p53.free.fr/p53 info/p53 Protein.html)

1.1.7.2. Proteina p16
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La progresion del ciclo celular eucariético esta controlada a través de complejos
mecanismos que coordinan la expresion y modificacidon post-traduccional (p.e.
fosforilaciones) de proteinas reguladoras del ciclo celular. De entre estas proteinas, el
inhibidor de kinasas dependientes de ciclina p16™“® juega un papel crucial en el control
de la transicion de la fase G1 a S del ciclo mediado por la proteina de retinoblastoma
(pRB), (Rocco et al, 2001) (Fig. 9).

El gen p16™“* es un gen supresor tumoral que se encuentra funcionalmente
inactivo en numerosos tumores, bien por mutacién del propio gen o por hipermetilacion del
promotor. En estos casos, una fuerte sobreexpresion nuclear y citoplasmatica de la
proteina p16™** se puede detectar en algunos tipos de tumores, incluyendo el cancer

cervical (Xiong et al, 1996).
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Fig. 9: Esquema representando la interaccion p16-pRB (Modificado de Lodish et al, 2000)
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Fig. 10: Rutas de control del ciclo celular e interacciones con las proteinas virales E6 y E7
(Modificado de Cho et al, 2002)

1.1.8. Integracién de HPV en el genoma celular

En el ciclo viral normal el genoma del HPV se encuentra en un estado circular
(episomal) y en un numero aproximado de entre 20-100 copias por célula del estrato basal
del epitelio escamoso. La expresién en este estado de los oncogenes E6 y E7 esta
altamente regulada por la expresion de la proteina viral codificada por el gen E2 de HPV
(Laimins, 1998).

En un determinado porcentaje de las infecciones el genoma viral se integra en el
genoma de la célula hospedadora, esta integracién provoca la pérdida del ORF E2 y con
ello la de la expresién de dicha proteina reguladora. Esto lleva a la expresion desregulada
de E6 y E7 que puede conducir a la situacién de desregulacion del ciclo celular (You et al,
2004).

También, dado que la expresion de hTERT es inhibida por E2 y activada por EB6, la
integracion de los HPV de alto riesgo es una via de activacion de la telomerasa y, a través

de acciones combinadas de E7, de inmortalizacion de las células epiteliales infectadas
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(Klingelhutz et al, 1996; Veldman et al, 2001). Por todo ello las infecciones persistentes
con HPV de alto riesgo se consideran un factor necesario pero no suficiente para la

patogénesis de carcinomas.

La frecuencia con la que se detectan estas integraciones de genoma viral es alta,
siendo de casi el 100% en casos HPV 18 positivos (Cullen et al, 1991; Pirami et al, 1997;
Corden et al, 1999) y de mas del 80% en casos HPV 16 positivos (Cullen et al, 1991;
Pirami et al, 1997; Melsheimer et al, 2004).

El mecanismo por el cual se integra el genoma de HPV en el de la célula
hospedadora no esta del todo claro, ya que, al contrario que los retrovirus, no poseen
informacion genética que codifique integrasa alguna y estas integraciones tampoco

implican regiones homologas de los genomas viral y celular.
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Fig. 11: Esquema de la integracion de HPV en el ADN del hospedador
(Modificado de zur Hausen, 2002)

Los sitios de integracion hallados se encuentran distribuidos por todo el genoma
hospedador, sin ninguna region predominante para ello, ni secuencia celular especifica,
incluso en la misma region gendmica de distintos tumores se encuentra la insercion en
diferentes secuencias de nucleétidos. A pesar de ello los estudios muestran una
“predileccion” de la integraciéon en los denominados common fragile sites (CFSs). Estos

CFSs ofrecen una relativa accesibilidad al ADN del HPV, con la consecuente ventaja
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selectiva en el crecimiento determinada por el nivel de transcripcion de los onocogenes

virales (Wentzensen et al, 2004).

Algunos estudios sugieren una mutagenésis por insercion que jugaria papel en
algunos carcinomas cervicales. En estos casos la insercibn mas frecuente,
particularmente en carcinomas cervicales, es en la region del gen Myc en la banda
cromosomal 8g24. También se ha observado una integracién recurrente, aunque a una
frecuencia baja, en los loci Tert y Fancc, en las bandas cromosomales 5p15 y 9922,
respectivamente (Wentzensen et al, 2002; Ferber et al, 2003). Un estudio mas reciente
apunta que la integracion de HPV 18 en 8g24 en lineas celulares de carcinomas
cervicales esta asociada con el aumento de los niveles de expresion de ARNm de Myc y
proteinas asociadas, en comparacion con células que contienen integraciones en otros
loci (Peter et al, 2006).

1.2. METODOS DE ESTUDIO DE LAS INFECCIONES POR HPV

Desde principios de siglo se conocen las caracteristicas microscoépicas del
condiloma acuminado. La presencia del papilomavirus en tales lesiones se confirmé por
microscopia electrénica, deteccion del antigeno virico, y finalmente por deteccion del
acido nucleico viral. Aun hoy, la microscopia del frotis citoldgico, o del corte histolégico es

el método mas frecuente de diagnéstico de la infeccién.

1.2.1. Citologia

El cambio citopatico caracteristico de la infeccion por HPV es la coilocitosis. Los
coilocitos se encuentran en las capas superficiales e intermedias de la lesién y poseen un
halo claro perinuclear. Los bordes de la célula estan bien delimitados y acentuados por
un material eosindfilo de condensacion citoplasmica. El nucleo tiene un aspecto irregular,
arrugado, siendo frecuente la binucleacion, multinucleacién, hipercromasia y picnosis (Fu
et al, 1989).

Los distintos tipos de HPV no pueden identificarse a partir del aspecto
microscopico de las lesiones que producen. No obstante, se ha sugerido que las mitosis
atipicas indicarian la presencia de HPV 16, distinguiéndose por ello dos tipos de

condilomas planos, unos con leve atipia citolégica y otros con marcada atipia y mitosis
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anomalas. Habria pues, coilocitos caracterizados por células agrandadas, con vacuolas
perinucleares, nucleo unico o multiple y cromatina de distribucién homogénea y otros
coilocitos atipicos asociados con displasia, con mayor densidad e irregularidad de la
cromatina, en relacién con su aneuploidia, entre los cuales se encontraria HPV 16
(Jacquemeir et al, 1990) (Fig. 12).

Fig. 12: Coilocitos de citoplasma claro en células epiteliales de frotis vaginal

Mediante técnicas de biologia molecular se detecta el virus hasta en el 26% de
mujeres con frotis citolégicos y cortes histolégicos normales (Beyer-Finkler et al, 1990).
Estas técnicas detectan el virus aun cuando esté presente en cantidades tan pequenas

que no llega a producir efecto citopatico.
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1.2.2. Inmunohistoquimica

El método inmunohistoquimico se basa en la utilizacion de anticuerpos dirigidos
frente a los antigenos de la capside de HPV, concretamente frente a la proteina mayor de
la capside, codificada por el gen L1. Por la técnica de peroxidasa-antiperoxidasa se

visualiza la reaccién en las células infectadas.

Esto se realiza con una incubacion secuencial de la muestra estudiada, con
anticuerpos frente a HPV obtenida de conejo, por ejemplo. Estos anticuerpos se fijaran al
tejido en el caso de existir HPV. A continuacién se afiaden anticuerpos obtenidos en un
animal diferente frente a los anticuerpos primarios de conejo en cantidad sobrante para
que queden libres algunos de los dos sitios de union de cada anticuerpo. En un tercer
paso se afade un complejo peroxidasa-antiperoxidasa obtenido igualmente de conejo.
Los sitios libres del anticuerpo secundario se fijaran a su vez a la antiperoxidasa de
conejo. Por ultimo para visualizar la reaccion se afiade un sustrato para el enzima y un
cromogeno del tipo de la diaminobencidina, que tehira los lugares donde se produzca la

reaccion enzima-sustrato.

La sensibilidad de estos métodos se ha mejorado con la introduccion de métodos
que usan el complejo avidina-biotina. Se emplean anticuerpos secundarios marcados con
biotina que reaccionaran con un complejo avidina-peroxidasa, gracias a la extraordinaria
afinidad de la avidina por la biotina., completandose el proceso con la adicion del sustrato

y el cromogeno.

Sélo en las células escamosas mas maduras de las ultimas capas de los epitelios
se completa el ciclo vital del virus, con las sintesis de nuevas capsides y es alli donde se
detecta la positividad a la reaccion de inmunoperoxidasa. Si bien, se ha encontrado
positividad ocasional en células de areas sanas de tejido, lo que se interpreta como que
algunos antigenos de la capside pueden ser sintetizados en células sin signos de efecto

citopatico.

La sensibilidad de este método es baja, incluso en lesiones de condilomas
demostrables histologicamente, sélo hay un 50% de positividades. Es necesaria la
presencia de aproximadamente 200 copias viricas por célula para su visualizacion
mediante esta técnica (Kurman et al, 1992). Ademas, la expresion antigénica se centra
en los nucleos de los coilocitos y el porcentaje de células con el antigeno L1 disminuye al

aumentar la gravedad de la lesidn desde la displasia leve a la displasia severa, no
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encontrandose practicamente nunca en los carcinomas in situ o invasivos (Bartholoma,
1989).

Los antisueros reaccionan frente al antigeno especifico de grupo, y por lo tanto no
permiten la deteccion del tipo concreto de HPV. El empleo de anticuerpos monoclonales
frente a epitopos de la capside incrementa la sensibilidad hasta cerca del 80% en
lesiones condilomatosas o coilociticas, pero los resultados son negativos en carcinoma

invasivos y carcinomas in situ (lwasaki et al, 1992).

1.2.3. Microscopia electronica

Se detectan particulas viricas semejantes a papilomavirus en condilomas vy
displasias de cérvix. Usando criterios clinicos, citolégicos e histolégicos de infeccidén por
HPV la sensibilidad de la microscopia electrénica para detectarlos varia del 10 al 50%.
Los viriones se encuentran unicamente en células coilociticas y disqueratésicas. La
morfologia de todos los de HPV es idéntica, por lo que esta técnica no permite identificar
el tipo de HPV observado. Ademas, para identificar los HPV, la microscopia electronica
se limita a aquellas lesiones que contienen algunas células bien diferenciadas (Roman y
Fife, 1989).

1.2.4. Hibridacion

Las técnicas de hibridacién permiten identificar el ADN de HPV. Se basan en la
formacion de una doble cadena de acido nucleico a partir una sonda de replicacion de
HPV y del ADN virico que se encuentra en la célula infectada. Ello es posible en funcion
de dos puntos esenciales: (1) dos cadenas de ADN se unen entre si gracias a la
complementariedad de sus nucleétidos; y (2) la estabilidad de los hibridos depende de la
composicion de bases (las uniones citosina-guanina son mas estables que las adenina-
timina), la longitud del hibrido, la temperatura, la concentracién salina y del grado de
compatibilidad de las dos cadenas (el porcentaje de bases incompatibles de dos cadenas

que permite la estabilidad del hibrido esta en torno al 13%).
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El ADN sonda es sintetizado in vifro y en él los nucledtidos normales se
reemplazan por nucledtidos radiactivos o con marca quimica, lo que permite su

identificacion tras la hibridacidn con la muestra celular a estudiar.

Una forma de marcado es la conocida como nick-translation, en el que una
desoxirribonucleasa genera hendiduras al azar en la cadena de ADN. A continuacion una
ADN polimerasa de E. coli sustituye las bases afectadas por nucleétidos marcados
radiactivamente o con biotina, que se han afadido previamente a la reaccion. El
resultado es un conjunto de fragmentos de ADN marcados susceptibles de ser hibridados

con el ADN virico de las lesiones en estudio.

En la actualidad existen diversas técnicas de hibridacion de acidos nucleicos
utilizadas en el estudio de los HPV. Algunas de ellas pueden efectuarse directamente
sobre muestras tisulares, como la hibridacién in situ y la hibridacién in situ con filtro, y
otras requieren una extraccion previa del ADN, como el Southern blot, la hibridaciéon

inversa (reverse blot) o la hibridacién en mancha (dot blot).

1.2.4.1. Southern-blot

La muestra a estudiar se somete a un tratamiento con enzimas de restricciéon para
la extraccion del ADN. Los fragmentos obtenidos se separan por electroforesis en gel de
agarosa. Como las enzimas de restriccion actian sobre secuencias concretas conocidas,

los fragmentos obtenidos reflejan la presencia de tales secuencias.

A continuacion los fragmentos de ADN son desnaturalizados y transferidos a un
soporte sdlido, filtros de nitrocelulosa o nylon. Alli se hibridan con sondas conocidas de
HPV. Si se usan sondas marcadas con isotopos radiactivos se realiza una
autorradiografia, mientras que a las sondas biotiniladas se afiade el complejo avidina-
peroxidasa y el cromdgeno para visualizar la reaccion. Esta técnica requiere cantidades

relativamente grandes de ADN (10 ug) para conseguir una adecuada sensibilidad.
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1.2.4.2. Hibridacién inversa (reverse blot hybridization)

En esta técnica en lugar de disponer los fragmentos de ADN celular en el filtro de
nitrocelulosa (como en el Southern blot), lo que se hace es colocar en el soporte sondas
conocidas de diferentes HPV, y es el ADN celular el que se marca. EI ADN problema se

hibridara con la sonda correspondiente al tipo de HPV que posea.

1.2.4.3. Dot blot

En la hibridacién en mancha (dot blot) no se realiza digestion del ADN celular ni
electroforesis en gel. El ADN se desnaturaliza y se pasa directamente a un filtro de
nitrocelulosa con un dispositivo de hendidura. La membrana contiene diferentes
concentraciones de ADN de HPV. La presencia en la muestra de HPV dara una senal de
hibridacion. Se puede realizar una cuantificaciéon comparando las sefales con controles
de concentraciones conocidas de ADN virico. Los dos kits comerciales mas extendidos
Viratest y Virapap alcanzan una sensibilidad similar a la del Southern blot, aunque se
limitan a siete tipos de HPV (Schiffman, 1992).

1.2.4.3.1 Comparacion PCR / Hibridacion por Dot blot. La tasa de deteccion de HPV
en lesiones de bajo grado es muy variable. Entre las razones de ello esta el diferente
grado de sensibilidad de unas técnicas frente a otras. En un estudio sobre muestras de
citologias cervicales (234 casos) que comparaba la deteccion de HPV con PCR y con
hibridacion por Dot Blot se encontraron tasas globales del 70% y del 24%
respectivamente. Esta marcada diferencia en la tasa de deteccién de HPV hace que el
método empleado tenga una importancia fundamental, especialmente en lesiones de

bajo grado de malignidad (Duggan et al, 1994).
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1.2.4.4. Hibridacion in situ estandar

Esta técnica permite visualizar la localizacion topografica de las secuencias de

HPV estudiadas dentro de cortes tisulares.

Las sondas de hibridacion se marcan radiactivamente o con biotina. Se
desnaturaliza el ADN celular, normalmente mediante calor, y se afiade la sonda. Tras
lavar para retirar la sonda no hibridada, se revela la reaccion segun el procedimiento de

marcado.

La hibridacion in situ permite realizar estudios sobre tejidos incluidos en parafina
(Fig. 13). Este método ademas, discrimina cuando se encuentran dos tipos diferentes de
HPV en una misma muestra, si el ADN virico se sitla dentro de las mismas células o en

diferentes.

La correlacion de las lesiones histopatolégicas y la presencia del virus permite asi
mismo comparar resultados con procedimientos inmunohistoquimicos, encontrandose
una sensibilidad hasta tres veces superior con la hibridacion in situ (Alonso et al, 1994).
La sensibilidad de la técnica se situa en torno a las 10 copias de genoma virico

detectadas por célula.

Fig. 13: Deteccion
de particulas virales
mediante
hibridacién in situ.
Los depositos de
diaminobencidina
(marron) sefialan la
presencia de
genoma viral
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1.2.4.5. Hibridacion in situ por fluorescencia

Con esta variante, usando procedimientos de fluorescencia y oligonucleétidos
marcados con digoxigenina, se consigue un incremento de sensibilidad que permite
detectar HPV en células que contienen entre 1 y 5 copias de genoma virico
(Siadat-Pajouh et al, 1994).

1.2.4.6. Hibridacioén in situ con filtro

Las muestras a estudiar se aplican directamente a un filtro que es tratado para
romper las células y desnaturalizar el ADN. Después se realiza la hibridacion y se
visualiza la reaccion. Esta técnica también evita los procedimientos de extracciéon del
ADN.

En un estudio con un elevado nimero de casos utilizando esta técnica se detectd
hasta un 62% de HPV 16/18 en una muestra de pacientes con carcinoma invasivo de

cérvix frente a un 32% de positividades en el grupo control (Reeves et al, 1989).

Sin embargo, muchas de las técnicas que hemos descrito estan dejando paso a
la deteccion de secuencias génicas por medio de amplificacion del ADN. La reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) puede ser usada para detectar secuencias de ADN
presentes en cantidades extraordinariamente pequefias que escapan a la sensibilidad de

cualquier otro método.
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1.2.5. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

1.2.5.1. Fundamentos del método

La reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) es una

técnica de amplificacion selectiva de una secuencia especifica de acidos nucleicos.

La amplificacion se realiza a partir de dos oligonucledtidos iniciadores (primers)
complementarios con los extremos 3'y 5' de la region diana. Tras la desnaturalizacién del
ADN, éste se pone en contacto con los iniciadores, que se uniran con sus secuencias
complementarias. En presencia de una polimerasa de ADN cada cadena de genoma con
que hayan hibridado los primers comenzara a replicarse. Esta enzima necesita un area
de ADN de doble cadena para iniciar la sintesis. Los iniciadores, hibridados en las
cadenas opuestas, quedan orientados para que la polimerasa actue en la regién entre

ambos, permitiendo duplicar el segmento diana de ADN.

Como los productos de la extension son también complementarios y capaces de
unirse a los primers, la repeticion del proceso en ciclos sucesivos dobla en cada uno de
ellos la cantidad de ADN sintetizado en el ciclo previo, con la acumulacién exponencial
del segmento diana (Saiki et al, 1988). El medio donde se realiza la reaccion necesita la

presencia de nucledtidos como sustrato para la sintesis de nuevos fragmentos.

Inicialmente la PCR se desarroll6 utilizando el fragmento de Klenow de la ADN-
polimerasa | de E. coli, pero esta enzima se inactivaba en cada ciclo, siendo necesario
reponerla. El aislamiento de la ADN-polimerasa de la bacteria termdfila Thermus
aquaticus (Taq polimerasa), que es activa a altas temperaturas, ha permitido la
automatizacion y el aumento de la especificidad del sistema (Garcia et al, 1991). Ofras
ADN polimerasas termoestables han sido aisladas a partir de Thermus flavis,

Thermococcus litoralis y Thermus thermophilus.

La longitud de los productos amplificados puede ser mucho mayor con
polimerasas termoestables debido a la reduccion de la estructura secundaria de los
segmentos diana con las temperaturas mas elevadas usadas durante la extensién de los
iniciadores. La longitud limite de amplificacion con el fragmento de Klenow era de unos
400 pares de bases, mientras que con la Taq polimerasa se han sintetizado fragmentos
de hasta 10 kb (10.000 pares de bases) (Erlich et al, 1992).
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Los ciclos de amplificacion constan de tres fases que son reguladas a través de
variaciones de temperatura. En primer lugar se desnaturaliza el ADN, es decir, se
separan las dos cadenas de nucledtidos, elevando la temperatura hasta unos 95°C. La
segunda fase consiste en el acoplamiento de los iniciadores con sus secuencias
complementarias. Para ello se reduce la temperatura hasta temperaturas cercanas a los
50°C. La tercera fase es la de sintesis del fragmento de ADN desde los oligonucledtidos
iniciadores. En ella se eleva la temperatura hasta unos 70°C para proporcionar a la Taq

polimerasa las condiciones de extension mas idoneas.

El numero de copias del fragmento de ADN deseado crece exponencialmente
como 2" con los ciclos sucesivos. Para frenar la sintesis solo es necesario enfriar las
reacciones tras el ultimo ciclo. La PCR es tan sensible que permite amplificar una unica
copia de ADN. Asi, se pueden identificar genes no repetidos entre largas secuencias

genomicas.

El gen de la R-globina humana fue la primera secuencia que se amplificé con la
PCR (Saiki et al, 1988) y la utilizacion en la deteccion de secuencias concretas de ADN

sigue siendo su principal aplicacion.

Sin embargo, las primeras experiencias con PCR se realizaron en 1969 (Kjell
Kleppe en el Khorana's Laboratory), con una amplificacion de dos ciclos de una
secuencia de 30 nucledtidos, con iniciadores de 9 y 10 nucledtidos. Por entonces, la
sintesis de iniciadores resultaba extremadamente laboriosa y cara, y era necesario
utilizar intacta la molécula de ADN polimerasa | (el fragmento de Klenow fue descubierto
en 1971) a un pH lejos del 6ptimo, para evitar la degradacion del producto, lo que hacia
necesario largos periodos de incubacion y grandes cantidades de enzima. Todo ello

retraso la automatizacion y la progresion en gran escala de la amplificacion de ADN.

La moderna tecnologia de PCR fue desarrollada inicialmente por Mullis en 1983.
En 1985, Mullis describié la técnica en una reunion de la American Society of Human
Genetics, y ese mismo afo aparecio la primera publicacién (Saiki) utilizando la PCR
(Smyth, 1992).

Aunque con unas condiciones estandar se logra una adecuada amplificacién de
diferentes muestras, para secuencias muy variables, la optimizacion de la PCR debe

adaptarse a cada procedimiento analitico.
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Los elementos necesarios para preparar una amplificacion con la PCR son:

I.- Desoxinucledtidos trifosfatos (desoxiadenina trifosfato -dATP-, desoxicitosina

trifosfato -dCTP-, desoxiguanina trifosfato -dGTP- y desoxitimidina trifosfato -dTTP-).

Se anaden a partir de una mezcla de los cuatro con una concentracion

equivalente de cada uno.

Il.- Primers: los oligonucleotidos que se hibridaran con los extremos de la region
genomica a amplificar y serviran como iniciadores para la extensiéon por parte de la Taq

polimerasa.

lll.- Tampén de la enzima Taq polimerasa, que contiene KCI, Tris HCI, MgCl,,

gelatina al 0,1%, y agua bidestilada.
IV.- Enzima Taq polimerasa.
V.- Agua bidestilada.

Estos 5 componentes constituyen la mezcla de ampilificacion. Junto a ella se

coloca la muestra problema.

Los requerimientos de la enzima Taq polimerasa deben adaptarse para evitar que
un exceso de la misma nos produzca un fondo de amplificados inespecificos, o bien, que

su escasa cantidad amplifique insuficiente cantidad del producto deseado.

Las concentraciones de desoxinucleétidos deben guardar también un equilibrio
entre la especificidad y la sensibilidad. Las concentraciones demasiado elevadas
favorecen la extension con nucledtidos mal incorporados. La concentracion de Mg**
afecta a multiples factores: la uniébn de los iniciadores con sus secuencias
complementarias, la temperatura de disociacién de la cadena original y el producto

amplificado, la especificidad del producto, y la actividad de la enzima.

La temperatura y el tiempo requeridos para la hibridacion de los primers con los
extremos de las secuencias a amplificar dependen de la proporciéon de bases, longitud y
concentracion de los iniciadores. El rango de temperaturas que proporcionan mejores
resultados oscila entre 55 y 72°C. Esta unidon con condiciones adecuadas requiere
apenas unos segundos. El aumento de la temperatura de union favorece la adecuada

discriminacion frente a la union en lugares incorrectos y reduce la union de nucleétidos
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equivocados. Las bajas temperaturas de extension junto con altas concentraciones de

dNTPs favorecen la incorporacion equivocada de nucleétidos.

Para una maxima especificidad la Taqg polimerasa puede anadirse después del
primer paso de desnaturalizacion en el primer ciclo. La Taq polimerasa tiene una tasa de
incorporacion errénea de nucledtidos de 10®° por ciclo, aunque carece de actividad
exonucleasa 3'-5', es decir de reparaciéon de nucledtidos mal fijados. La ADN polimerasa
termoestable aislada del Thermococcus litoralis si tiene actividad exonucleasa 3'-5', con
una tasa probablemente mas baja de incorporacién erronea de nucleétidos. Sin embargo,
ello podria causar también degradacion de moléculas de ADN de cadena unica como los
primers o los productos de amplificacion antes de su acoplamiento con el iniciador (Erlich
et al, 1992).

El tiempo de extensién depende de la longitud y la concentracion del segmento
diana. Suele realizarse a 72°C, que se ha encontrado como la temperatura mas
adecuada en diferentes modelos experimentales. A esta temperatura la tasa de
incorporacion de nucleétidos oscila entre 35 y 100 por segundo, dependiendo del tampdn
de la polimerasa, el pH, la concentracion salina y la naturaleza del ADN diana. Asi, un
tiempo de extension de un minuto resulta suficiente para productos de mas de 2000
bases. Tiempos mayores ayudan en los primeros ciclos si la concentracion del sustrato
es muy baja, y en los ultimos ciclos cuando la concentracion del producto excede la del

enzima.
* Desnaturalizacion

La causa mas comun de fallo de una PCR es la desnaturalizacion incompleta del
segmento diana o del producto amplificado. Suele realizarse a 95°C durante 30
segundos, o bien a 97°C durante 15 segundos. En segmentos ricos en pares G+C son

utiles temperaturas mas elevadas.

Aunque la desnaturalizacion se realiza en unos pocos segundos una vez
alcanzada la temperatura adecuada, el problema puede existir en el retraso en

alcanzarse esa temperatura dentro del tubo de reaccion.

La desnaturalizacion incompleta permite que las dos cadenas de ADN vuelvan a

unirse sin dejar lugar para el acoplamiento de los primers.
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Sin embargo, la vida media de actividad de la Taq polimerasa se reduce al
aumentar la temperatura, siendo mayor de 2 h. a 92,5°C; de 40 min a 95°C; y de 5 min a
97,5°C.

* Numero de ciclos

El nimero de ciclos 6ptimo depende de la concentracién inicial de ADN diana. El
exceso de ciclos incrementa la cantidad y complejidad de los productos inespecificos.
Para un numero de moléculas diana de 3 x 10°, 25-30 ciclos resultan suficientes; para

103, 35-40 ciclos; y para 50 moléculas diana, 40-45 ciclos.
* Primers

Las concentraciones excesivas de primers favorecen los productos inespecificos
y la formacion de dimeros que compiten con el producto deseado por los dNTPs y la
enzima, resultando una menor cantidad de éste. Los iniciadores ideales deben tener
entre 18 y 28 nucledtidos con una proporcion de G+C del 50 al 60%. Deben evitarse las
secuencias palindrémicas dentro de los iniciadores y la complementariedad de los

extremos 3' de los iniciadores por posible formacién de dimeros de primer.
* Efecto meseta

Consiste en la atenuacion de la tasa exponencial de incremento del producto
amplificado que ocurre en los ultimos ciclos de la reaccidén. Puede deberse a distintos
factores, consumo de dNTPs o primers, competicién de los reactivos con productos
inespecificos, dimeros de primers, desnaturalizacion incompleta, etc (Innis y Gelfald,
1990).

* Uso de la PCR con tejido fijado en formol e incluido en parafina

La posibilidad de estudiar con técnicas de biologia molecular tejidos conservados
permite efectuar estudios retrospectivos de amplias series de pacientes, asi como

analizar los cambios genéticos y agentes infecciosos relacionados con las enfermedades.

La forma mas habitual de conservar muestras de tejidos humanos es la fijacion en
formol y la inclusion en parafina. Los estudios acerca del estado de conservacion y
cantidad de ADN extraible a partir de este tipo de muestras indican que se obtiene
menos ADN de tejidos que han permanecido largo tiempo en fijador, que de aquéllos en
los que ha existido un retraso en la fijacion. Un tejido mantenido 7 dias a temperatura

ambiente y fijjado posteriormente permitia extraer casi la misma cantidad de ADN que
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otro fijado inmediatamente durante 24 h, aunque a partir de tejido en fresco se obtiene
hasta 40 veces mas ADN y de mayor calidad (menos fragmentado) (Jackson et al, 1990).

La fijacion prolongada en formol reduce sustancialmente el ADN extraible.

La inclusion en parafina no parece alterar de manera importante el ADN y han
sido aplicados procedimientos de PCR sobre tejidos de mas de 40 afos de antigledad
(Shibata et al, 1988). Con muestras en parafina de 10 ym de grosor (conteniendo
aproximadamente unas 2000 células), tras una amplificacion de 40 ciclos, pueden
detectarse una media de 0,1-0,2 genomas viricos por célula. La deteccién de HPV por
hibridacion in situ necesita al menos entre 50 y 200 copias de genoma virico por célula
(Shibata et al, 1988).

En cuanto a los resultados obtenidos con amplificaciones sobre muestras tratadas
con distintos fijadores, los estudios comparativos demuestran que el que presenta
mejores resultados es la acetona. La fijacion formdlica proporciona resultados solo
levemente inferiores; y la fijacion con Carnoy, Zenker o Bouin produce una mayor

alteracion del ADN, con lo que la amplificacion es mas dificultosa (Greer et al, 1991).

La extraordinaria sensibilidad de la PCR tiene como contrapartida el riesgo de
contaminaciéon. La sorprendentemente alta incidencia, en diversos estudios, de virus
oncogénicos como HPV 16, en muestras cervicales de mujeres sanas, contrasta con una
prevalencia de solo el 3% detectada con PCR realizada con primers adaptados para
evitar contaminacién. Ello obliga a reconsiderar esos resultados y plantearse si son
debidos a contaminacion o pueden explicarse por factores geograficos en la distribucién
de los HPV (Beyer-Finkler et al, 1990).

Una reaccién de PCR genera hasta 10" moléculas de ADN amplificado en un
volumen de 0,1 ml. Por tanto, simplemente la reutilizacion de una pipeta puede transferir,

en un volumen de 0,1 pl, 10° copias de la secuencia de ADN (Kwok et al, 1989).
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1.2.5.2. Deteccién de amplificados

Los productos de amplificacion de la PCR pueden detectarse mediante
electroforesis en gel de agarosa. EI ADN (cargado negativamente) se desplaza en el
campo eléctrico hacia el polo positivo de un campo eléctrico. La distancia de migraciéon
del ADN amplificado depende de su tamafo, los amplificados de poco tamafio se
desplazaran mas lejos en el gel. Fragmentos de ADN similares migraran a la misma
distancia, por ello, para determinar la posicion exacta del ADN amplificado se pueden

usar marcadores (fragmentos de ADN con numero conocido de pares de bases).

Se afnade bromuro de etidio, dentro del propio gel de agarosa, para hacer visible
el ADN, y el desplazamiento de los fragmentos de ADN se visualiza bajo luz ultravioleta.
El bromuro de etidio es una molécula fluorescente que se une especificamente al ADN.
El producto obtenido de la PCR contiene también cantidades variables de los primers que
no han reaccionado y que, dado su pequefo tamafo, se desplazan mas en el gel dando
pequefias bandas de positividad en el extremo del mismo. El ADN original que ha servido
de molde para la reaccion suele estar en tan pequefia cantidad que rara vez aparece

como una banda fluorescente (Stork, 1990).

Las secuencias de ADN amplificadas mediante PCR pueden encontrarse en
bajas concentraciones y ser dificiles de visualizar con la electroforesis en gel de agarosa.
Existen métodos mas sensibles para su visualizacion a través de su hibridacién con

sondas complementarias a los productos amplificados.

1.2.5.3. PCR y Papilomavirus

La técnica de PCR posee unas caracteristicas ideales para la deteccion,
diagnostico y estudio de los papilomavirus. Su extraordinaria sensibilidad permite
detectar hasta una copia de genoma virico por millon de células, siendo utilizable en
material conservado en parafina. Tiene particular interés en el diagndstico de infecciones

latentes u ocultas.

Los primeros estudios que aplicaron esta tecnologia para muestras fijadas en
formol e incluidas en parafina se llevaron a cabo en 1988 (Shibata et al, 1988). Desde

entonces ha sido extensamente utilizada, con multiples trabajos que confirman la
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estrecha relacién de papilomavirus con las lesiones premalignas y malignas en el cérvix

uterino y en carcinoma de pene.

Esta asociacion se detecta en casi el 100% de los carcinomas cervicales, siendo
HPV 16 el tipo mas frecuentemente hallado en carcinomas invasivos y lesiones

intraepiteliales de alto grado con un rango que varia segun los diferentes trabajos.

1.2.6. Otras pruebas

No existen pruebas seroldgicas validas para la deteccion de HPV (Armstrong,
1988). A diferencia de los papilomavirus bovino y del conejo de cola de algoddn, no ha
sido posible transmitir HPV a un huésped no humano ni infectar y transformar células en
cultivo. Por tanto el desarrollo de la investigacién sobre HPV se hizo posible desde la

aplicacion de técnicas de ingenieria genética.

Hace unos afos de desarrollé una prueba cutanea para deteccion de infecciones
activas y latentes por HPV. A partir de proteinas codificadas por los ORF E4 y L1 de HPV
tipo 16, purificadas e inyectadas subcutaneamente, se obtienen en elevado niumero de
pacientes en que se demuestra por otros métodos la infecciéon por HPV, unas papulas
rojizas de 2-6 mm que se corresponden histolégicamente con reacciones de tipo Arthus,

sin producirse reaccion en los controles negativos (Hoplf et al, 1991).

El desarrollo de anticuerpos frente a proteinas de HPV, principalmente E6 y E7
permite estudios serologicos. Con técnicas de enzimainmunoensayo (ELISA), y Western-
blot frente a un péptido (E7-2) incluyendo los aminoacidos 11 al 30 de E7 de HPV 16 se
han encontrado tasas de positividad del 35% en suero de mujeres con carcinoma
cervical, frente al 5,7% del grupo control, en un estudio con 140 casos (Suchankova et al,
1991).

Otro estudio donde se analizaba la presencia de diversos anticuerpos frente a
HPV 16, encontré tasas del 63% frente a E4 6 E7 en mujeres con cancer cervical y del
10% en mujeres sanas. Las tasas de anticuerpos frente a proteinas tardias de HPV 16
(L1 y L2) fueron del 54% en el grupo de pacientes con cancer cervical y del 44% en el

grupo de mujeres sanas (Kochel et al, 1991).
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1.3. Neoplasias de pene

1.3.1. Epidemiologia del cancer de pene

El carcinoma de pene es un cancer poco frecuente en Europa y América del
Norte, con una incidencia entre el 0,1-0,9/100.000 habitantes (Ferreux et al, 2003). En
regiones de Sudamérica, Africa y Asia la prevalencia se incrementa hasta representar un
10-20% de los tumores malignos del varon (Malek et al, 1993). En Espaia la tasa de
prevalencia del cancer de pene se situa en el 0,7% de los tumores malignos del varén. La

maxima incidencia ocurre habitualmente en la sexta década de vida (Soto et al, 2003).

Los estudios epidemiologicos de esta infeccion estan dificultados por lo
problematico de cultivar el virus humano y por la ausencia de pruebas seroldgicas fiables.
Papilomavirus bovino (BPV) y de conejo (CRPV, cottontail rabbit) si han podido ser
cultivados. Si bien la etiologia del cancer de pene no esta todavia claramente
establecida, existen una serie de datos epidemiolégicos que nos muestran unos grupos
de riesgo: los varones no circundados o circundados de forma tardia, aunque alguna
publicacion reciente lo supeditaria a la presencia de fimosis (Hung-Fu Tseng et al, 2001),

varones con historia de condilomas genitales, promiscuidad sexual y habito tabaquico.

La transmision sexual de las verrugas genitales no fue plenamente aceptada
hasta 1960 cuando estudios independientes demostraron que los comparieros sexuales
de personas con verrugas genitales las desarrollaban tras un periodo de incubacién
promedio de tres meses (variando entre tres semanas y ocho meses). Es necesario el
traumatismo epitelial para inducir infeccién por papilomavirus en animales. Igualmente,
los lugares mas frecuentes para el desarrollo de verrugas genitales en humanos son las
zonas sujetas a abrasion durante el coito: la parte posterior del introito en las mujeres y el

prepucio en los varones (Kurman et al, 1992).

Se ha observado que hasta dos tercios de los individuos que tienen relaciones
sexuales con una pareja infectada por HPV llegan a desarrollar una infeccién. Sin
embargo, la mayoria de las infecciones son subclinicas y las lesiones pueden ser
curadas por el sistema inmune en menos de un afio. Algunas de estas lesiones no son
eliminadas por el sistema inmune y pueden persistir por largos periodos de tiempo,

incluso décadas (Castellsagué et al, 2002).
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Al valorar el factor masculino como riesgo de cancer de cuello uterino hay
también que tener en cuenta el tipo de HPV presente en las lesiones peneanas. En los
condilomas acuminados suelen hallarse los tipos 6 y 11 de HPV, los cuales tienen un
bajo potencial carcinogénico, encontrandose en menos del 2% de los carcinomas
invasivos de cérvix. Sin embargo, en lesiones del tipo de la papulosis bowenoide se
detecta con frecuencia HPV 16, el cual si tiene importante riesgo carcinogénico. Serian
pues éstos los casos con un incremento de riesgo de neoplasias de cuello uterino

atribuibles a un factor masculino (Hauser et al, 1985).

En los hombres, junto al tipo viral, otros factores han de ser tomados en
consideracion en cuanto a la patogenia del cancer de pene, como son el estado
inmunitario del paciente, los estados de desnutricidon, la ausencia de habitos
higiénicos, la presencia de otras enfermedades de transmision sexual, la exposicion a
agentes carcindgenos quimicos y fisicos, determinadas alteraciones genéticas, la
fimosis, la no circuncision, el inicio precoz de relaciones sexuales, el numero de
parejas sexuales y el consumo de tabaco (Hung-Fu Tseng et al, 2001; Castellsagué et
al, 2002). Al igual que en el caso de las mujeres, los papilomavirus de alto riesgo son
factor necesario pero no suficiente para inducir la carcinogénesis. Los cambios
cromosomicos provocados a raiz de la inestabilidad génica que provoca la infeccion
por HPV (aneuploidia, mutaciones) dan lugar a alteraciones en genes importantes, no
tan sélo en la proliferacion celular, sino también en los genes que controlarian la
transcripcion viral y las funciones de las oncoproteinas (Alcaraz, 2002). La prevalencia
de HPV de alto riesgo en maridos de mujeres con carcinoma cervical es 5 veces mas

alta que en maridos de mujeres sin cancer de cérvix (Dillner et al, 2000).

La presencia de ADN del HPV en el carcinoma de pene varia mucho segun los
distintos trabajos que se han descrito en la literatura, y se situa entre el 15-71%
dependiendo del tipo de tumor y la sensibilidad del método utilizado para la deteccion
del virus. El genotipo mas frecuente de HPV en el cancer de pene es el HPV 16 (Rubin
et al, 2001), aunque en algunas regiones de Sudamérica el mas frecuente es el 18
(Villa and Lopes, 1986; Picconi et al, 2000).

La historia natural de las infecciones genitales por HPV no sigue un curso definido.
No todas las personas con verrugas genitales o infeccion subclinica presentan displasia o
cancer genital. Sin tratamiento, las verrugas genitales pueden persistir sin cambios,
crecer o involucionar espontaneamente. En un estudio sobre la evolucién de pacientes
con coilocitosis en el epitelio cervical, se encontraron sobre 35 casos con diagnéstico

colposcopico, citoldgico e histolégico de infeccidn por HPV, excluyéndose las displasias,
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y con seguimiento cada cuatro meses durante un afo, que el 18% presentaron regresion
espontanea de los signos de infeccion. El 24% mostrd coilocitosis persistente, y el 48%
desarrollé una displasia que en todos los casos excepto uno, fue moderada o severa.
Entre los tres grupos con diferente evolucion de la infeccion no hubo diferencias

significativas de edad o conducta sexual (Evans-Jones et al, 1985).

Las verrugas genitales son la enfermedad de transmisién sexual virica mas
frecuentemente diagnosticada en la actualidad. Por otro lado, se tienen pocos datos

sobre la prevalencia de las infecciones subclinicas por HPV (Stone, 1989).

1.3.2. Lesiones preneoplasicas de pene

Existen diversas entidades clinico-patolégicas que se consideran como
posibles precursoras del carcinoma de pene. Algunos tumores benignos relacionados
con HPV pueden en ocasiones condicionar la progresion hacia lesiones malignas.
Otras lesiones son consideradas como carcinomas intraepiteliales no invasivos, que

pueden evolucionar a infiltrantes (Mills, 2004).

1.3.2.1. Tumores benignos: Condiloma acuminado

El condiloma acuminado es un tumor benigno causado por el HPV. Esta
relacionado con las verrugas vulgares y puede aparecer en cualquier superficie
mucocutanea humeda de los genitales externos en ambos sexos, generalmente entre

los 20 y 40 afios.

En cuanto al pene, estas lesiones aparecen sobre todo alrededor del surco
coronal y en la superficie interna del prepucio. Estan formados por una o mas
excrecencias papilares rojas, sésiles o pediculadas de tamafo variable entre uno o
varios milimetros de diametro. Histoldgicamente, se aprecia un tejido conjuntivo
cubierto por un epitelio acantdsico e hiperplasico que a veces muestra hiperqueratosis
superficial considerable. La maduraciéon ordenada normal de las células epiteliales
aparece conservada. En estas lesiones existe una evidente vacuolizacion de las
células del estrato espinoso (coilocitosis), caracteristica de la infeccion por el HPV. La
membrana basal esta indemne, y no hay signos de invasién del estroma subyacente.

Los condilomas acuminados tienden a recidivar, pero no suelen evolucionar hacia
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canceres infiltrantes. Sin embargo, en ocasiones algunos condilomas, especialmente

los llamados condilomas gigantes, pueden evolucionar a la malignidad.

Entre las distintas clases antigénicas y genéticas del HPV que se conocen, el
tipo 6 y, en menor medida, el tipo 11 mantienen una asociacién indudable con los

condilomas acuminados.

1.3.2.2. Carcinoma in situ o neoplasia intraepitelial

El término histologico de carcinoma in situ se utiliza para describir las lesiones
epiteliales que presentan cambios de malignidad circunscritos al epitelio, sin signo
alguno de infiltracion local ni de metastasis a distancia. Se les considera como
lesiones precancerosas, dada su capacidad de evolucionar hacia un cancer infiltrante.
En los genitales externos del varén se han descrito tres lesiones que ofrecen signos
histolégicos de carcinoma in situ: la enfermedad de Bowen, la eritroplasia de Queyrat

y la papulosis bowenoide.

Se discute si se trata de entidades clinicas distintas o si son variedades de un
solo proceso subyacente. Todas estas lesiones tienen una clara asociacion con la
infeccion por el HPV. Los datos recopilados por gran numero de estudios revelan que
en un 80% aproximadamente de los casos, se encuentra HPV, sobre todo el de tipo
16.

1.3.2.2.1. Enfermedad de Bowen. Aparece en la region genital en ambos sexos,
generalmente en personas de mas de 35 afos. En los varones suele afectar a la piel

del pene y el escroto.

Macroscopicamente, aparece como una placa unica, opaca y engrosada, de
color blanco-grisaceo, que superficialmente aparece ulcerada y costrosa.
Histolégicamente la epidermis muestra proliferacién y numerosas mitosis, algunas de
ellas atipicas. Hay evidente displasia celular, ndcleos grandes e hipercromaticos y
ausencia de maduracion ordenada. No obstante, el limite dermo-epidérmico esta muy
bien delimitado por una membrana basal indemne. Con el paso de los afos, la

enfermedad de Bowen puede llegar a formar un tumor inflitrante (Mills, 2004).
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1.3.2.2.2. Eritroplasia de Queyrat. Aparece generalmente en el borde del glande,
prepucio y meato uretral de pacientes de edad avanzada, en forma de placas Unicas o
multiples, rojas, brillantes y, a veces, de aspecto aterciopelado. Histolégicamente, es
indistinguible de la enfermedad de Bowen; al igual que ella, es capaz de convertirse en

un carcinoma infiltrante (Kaye et al, 1990).

Wieland estudio la presencia de ADN viral (para diferentes tipos de HPV de alto
riesgo) en una serie de 8 casos de eritroplasia de Queyrat, asi como en una serie de
controles, tanto de neoplasias ginecolégicas, lesiones inflamatorias de pene y algunos
casos de enfermedad de Bowen (Wieland et al, 2000). En 7 de 8 casos de eritroplasia
de Queyrat se encontrd la presencia de HPV 16, asi como en otras lesiones
neoplasicas ginecolégicas y en la enfermedad de Bowen, pero no en la patologia
inflamatoria, por lo que la presencia o ausencia de este tipo de HPV podria ayudar en

el diagnostico de estas lesiones preneoplasicas.

1.3.2.2.3. Papulosis bowenoide. Aparece en los adultos que llevan una vida sexual
activa. Clinicamente se distingue de la enfermedad de Bowen porque los pacientes
afectados son mas jovenes y porque las lesiones papulosas y pigmentadas son
numerosas en lugar de solitarias. En algunos casos son lesiones verrucosas que se

confunden facilmente con los condilomas acuminados.

Histolégicamente, la papulosis bowenoide es indistinguible de la enfermedad
de Bowen, pero a diferencia de las otras dos formas de carcinoma in situ, la papulosis

bowenoide practicamente nunca se convierte en un carcinoma infiltrante (Mills, 2004).

1.3.3. Carcinoma epidermoide

El carcinoma de pene es un tumor relativamente infrecuente en nuestro medio
constituyendo menos del 1% de las muertes por cancer en el varén. EIl carcinoma
epidermoide del pene suele asentarse inicialmente en el glande o en la superficie del
prepucio, cerca del surco coronal. Desde el punto de vista macroscopico, hay dos
tipos: papilar y plano. Las lesiones papilares se parecen a los condilomas acuminados
y pueden producir una masa fungosa con aspecto de coliflor. Las variedades planas se
presentan como areas de engrosamiento epitelial de color gris y producen grietas en la

mucosa. Al crecer forman una papula ulcerada.
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El carcinoma epidermoide del pene con caracter infiltrante es una lesién de
crecimiento lento y produce metastasis locales que, con frecuencia, llevan ya un ano o
mas de evolucion cuando el paciente acude al médico. Estas lesiones son indoloras
hasta que se ulceran y se infectan secundariamente, ademas sangran con frecuencia.
Las primeras fases de la metastasis afectan caracteristicamente a los ganglios
inguinales e iliacos, pero la diseminacion extensa es muy infrecuente hasta que la

lesidén estda muy avanzada.

El pronédstico depende del estadio del tumor. Las personas con lesiones
circunscritas y sin invasion ganglionar tienen una supervivencia del 66% a los 5 afnos,
mientras que las metastasis ganglionares implican una supervivencia del 27% a los 5
afos (Lukaszuk et al, 2007).

1.3.3.1. Histologia del cancer de pene

El carcinoma epidermoide de pene se clasifica siguiendo a Cubilla (2001) en
diversos subtipos (entre paréntesis los porcentajes de prevalencia de cada uno de
ellos): comun o tipico (59%), papilar (15%), basaloide (10%), condilomatoso maligno
(“warty”) (10%), verrucoso (3%) y sarcomatoide (3%). La presencia de ADN
perteneciente al HPV ha podido ser encontrada en las muestras de carcinoma de pene
en una frecuencia variable. Los carcinomas de pene de tipo basaloide y los
condilomatosos (warty) muestran una fuerte asociacién con el HPV vy la relacion

etiolodgica con la infeccion por HPV es muy probable (Alcaraz et al, 2002).

Sin embargo, la gran mayoria de los carcinomas de pene diagnosticados en
Europa y Estados Unidos son de tipo histolégico no basaloide, y es todavia una
materia en debate cuantos de estos tumores estan en relacion con el HPV (Ferreux et
al, 2003).

Desde el punto de vista anatomopatolégico, la mayoria de los tumores
malignos que aparecen en la region genital externa del varén se corresponden con
carcinomas epidermoides de pene. Mucho mas raramente se han descrito casos de
melanoma (Begun et al, 1984; Das Gupta et al, 1965; Stilwell et al, 1988) localizados
fundamentalmente en glande, que presentan una alta tasa de metastasis ganglionares

linfaticas en el momento del diagndstico y un mal pronostico. También se han descrito
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carcinomas basocelulares (Goldminz et al, 1989), y de forma muy excepcional
leiomiosarcomas (Smart, 1984), angiosarcomas (Williams et al, 1979), sarcomas de
Kaposi (Lowe et al, 1989), rabdomiosarcomas embrionarios (Ramos et al, 1966),
fibrohistiocitomas malignos (Fletcher et al, 1984) y linfomas primarios (Gonzalez-
Campora et al, 1981). A pesar de la gran vascularizacion que presenta el pene, las

metastasis desde otros 6rganos se han descrito raramente (Bosch et al, 1984).

Los carcinomas epidermoides de pene son similares a los que aparecen en
otros érganos, pero especialmente a los que aparecen en vulva, cavidad oral o region
anal. Existe un espectro morfolégico en el que predominan los carcinomas
epidermoides queratinizantes, no verrucosos, y sin caracteristicas especiales. Sin
embargo, aproximadamente un 30% de los casos presentan caracteristicas
diferenciales. Dividiremos los distintos subtipos de carcinomas epidermoides segun la
clasificacion mas comunmente usada y anteriormente comentada, que es la propuesta
por Cubilla (Cubilla et al, 2001).

1.3.3.1.1. Carcinoma epidermoide de tipo comun. Es la variante mas frecuente y
representa aproximadamente el 70% de los casos. La edad media de aparicion son los
58 afos. Clinicamente puede aparecer como una masa irregularmente granular, como

una placa que puede ulcerarse, 0 como una lesién exofitica y ulcerada.

Histolégicamente la lesién suele corresponder a un carcinoma epidermoide
moderadamente diferenciado con fendmenos de queratinizaciéon. El estroma suele
contener un infiltrado inflamatorio predominantemente linfoplasmocitario, aunque en
ocasiones pueden aparecer numerosos eosinofilos. Se puede encontrar reaccion
granulomatosa a queratina. Hasta en dos tercios de los casos se pueden encontrar

lesiones intraepiteliales de bajo o alto grado de malignidad (Mills, 2004).

1.3.3.1.2. Carcinoma basaloide.Este tipo histolégico puede considerarse como de
“alto grado”, por su alto grado de agresividad y por su alta capacidad de infiltracion.
Mas de la mitad de los pacientes muestran metastasis a ganglios inguinales en el
momento del diagndstico. Representa aproximadamente del 5 al 10% de los casos de
carcinoma epidermoide de pene y muestra una edad media de aparicion de 52 anos.

Se localiza fundamentalmente en glande y se supone que se origina a partir del
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epitelio de transicion del meato urinario. Esta variante suele asociarse a presencia de
HPV (Cubilla, 1998).

Macroscépicamente suele aparecer como una masa plana, irregular y ulcerada.
La caracteristica microscopica principal es la presencia de nidos sélidos muy
agrupados, que suelen presentar necrosis central de tipo comedocarcinoma. En
ocasiones se encuentra una abrupta queratinizacion en el centro de los nidos y una
empalizada periférica. Estos nidos pueden presentar hendiduras periféricas por
artefacto de retraccién. Las células son pequenas, basaloides, con nucleo inconspicuo
y frecuentes figuras de mitosis y apoptosis. Frecuentemente se encuentran lesiones
asociadas de hiperplasia de células basales y de carcinoma in situ basaloide. Otro
hallazgo frecuente es la presencia de infiltracion vascular hematica y linfatica, y la
infiltracién perineural. El estroma puede presentar inflamacién crénica e hialinizacion.
La tasa de mortalidad es del 59% (Cubilla, 1998).

1.3.3.1.3. Carcinomas verruciformes. En este apartado se engloban los tumores de
pene exofiticos que tienen un aspecto macroscopico verrucoso. Microscopicamente
presentan caracteristicas papilares heterogéneas, por lo que se subdividen en dos
grandes grupos: el carcinoma condilomatoso (warty) y el carcinoma no condilomatoso
que se compone a su vez de dos variantes muy similares que son el carcinoma

verrucoso Y el carcinoma papilar (Fig. 14).

Carcinoma condilomatoso: Son tumores de lento crecimiento y de grado bajo
o intermedio de malignidad. Presentan cierta similitud con las lesiones condilomatosas,
puesto que muestran marcados cambios coilociticos (Cubilla, 2000). Son idénticos a
los carcinomas condilomatosos de vulva (Kurman, 1992). Macroscopicamente el tumor

muestra crecimiento exo y endofitico, con una media de 5 cm de diametro.

La superficie muestra un aspecto en empedrado. Microscépicamente el tumor
muestra un patron arborescente, con papilas redondeadas o picudas con hiper y
paraqueratosis, y con eje fibrovascular prominente. Se observan extensos cambios
coilociticos, que no se limitan a la superficie, sino que pueden abarcar todo el tumor.
Se pueden encontrar abscesos intraepiteliales. El limite entre el estroma y el tumor

esta frecuentemente desdibujado por un infiltrado inflamatorio linfohistiocitico.
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El carcinoma condilomatoso se debe diferenciar de los condilomas gigantes,
pues éstos no muestran pleomorfismo nuclear y los cambios coilociticos aparecen

limitados a la superficie.

Carcinoma condilomatoso  Carcinoma papilar Carcinoma verrucoso

Fig. 14: Esquema de los tipos histolégicos de carcinomas verruciformes de pene
(Stemberg, 2004)

Carcinoma verrucoso: Son tumores de lento crecimiento, muy bien
diferenciados, con un crecimiento papilar exofitico y un limite caracteristico entre el
tumor y el estroma que forman estructuras redondeadas (McKee, 1983).
Macroscépicamente aparecen como tumores blanco grisaceos que miden entre 1y 3
cms. de diametro. La edad media de aparicion es a los 57 anos. El analisis
microscépico muestra papilomatosis, acantosis e hiperqueratosis. Los ejes
fibrovasculares de las papilas aparecen poco vascularizados. Se encuentra mas
frecuentemente ortoqueratosis con granulos de queratohialina que paraqueratosis. El
tumor muestra escasa atipia y figuras de mitosis, y no muestra cambios coilociticos. La
base del tumor es amplia, con margen lobulada y bulbosa. En los carcinomas
Verrucosos puros no aparecen metastasis, pero si se pueden observar recurrencias

del tumor si se extirpa de forma incompleta.
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Carcinoma papilar: Son tumores exofiticos, de lento crecimiento, que no
presentan alteraciones coilociticas, y que muestran un margen irregular. El diagndstico
se hace por exclusién de los otros tipos histolégicos. Generalmente aparece en

glande. Las metastasis ganglionares son raras.

Macroscépicamente aparecen como lesiones grisaceas exofiticas destructivas,
y microscopicamente son neoplasmas papilares bien diferenciados. La hiperqueratosis
y la acantosis son prominentes. Las papilas muestran morfologia variables con o sin

eje fibrovascular.

Se pueden observar algunos cambios coilociticos, pero poco prominentes. Los
nidos de infiltracion por carcinoma papilar se deben distinguir de los de la hiperplasia
pseudoepiteliomatosa. En el carcinoma papilar los nidos muestran atipia,

queratinizacion y desmoplasia del estroma.

1.3.3.1.4. Carcinoma sarcomatoide. Son tumores raros, grandes y muy agresivos
que se caracterizan por un predominio de células fusiformes, que ocasionalmente se
entremezclan con células gigantes, y que pueden contener o no focos de carcinoma
epidermoide de tipo comun. La edad media de diagndstico es de 60 afos y la
localizacién tipica es el glande. Estos tumores recidivan con frecuencia.

Macroscépicamente aparecen como una masa fungoide de 5a 7 cm.

Generalmente infiltran en profundidad el cuerpo esponjoso y el cavernoso y
pueden presentar nédulos satélites separados de la masa principal. Histolégicamente
se componen de células fusiformes, pleomorficas, con aisladas células gigantes.
Puede aparecer metaplasia condroide u ésea y son frecuentes las areas de necrosis y

las figuras de mitosis (Poblet et al, 2008).

1.3.3.1.5. Carcinoma adenoescamoso. Se trata de una variante excepcional que
parece originarse a partir de glandulas ectépicas de region perimeatal (Cubilla, 1996).
El estudio histolégico de estas lesiones muestra un componente bifasico, escamoso y
glandular, aunque predomina el primero. Las glandulas producen mucina y se marcan

con antigeno carcinoembrionario (CEA) (Mills, 2004).

Esta variante se debe diferenciar de los carcinomas epidermoides

pseudoglandulares, que muestran formacién de luces por fenédmenos de acantolisis.

49



Introduccién

1.3.4. HPV y cancer de pene

En un 50% aproximadamente de los pacientes, se puede detectar el ADN del
HPV en las células cancerosas. La asociaciéon del cancer de pene con el HPV ha sido
bien documentada. Casi siempre el responsable es el HPV tipo 16, pero al igual que
en otros malignos, también esta implicado el HPV 18. En un estudio de 53 casos en
Brasil, se encontré que en el 49% existia HPV 16 y en el 9% HPV 18 (McCance et al,
1986). La enfermedad de Bowen es la lesién supuestamente precursora del carcinoma
epidermoide del pene y es la que tiene una asociacion mas estrecha con el HPV, pues
se detecta en el 80% de las lesiones (Malek et al, 1993). Otro estudio evidenci6 la
presencia de ADN de HPV en el 42% de los casos de carcinoma epidermoide (Rubin
et al, 2001).

Algunos de los casos de carcinoma epidermoide con asociacion de HPV tienen
lugar en pacientes con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) (Poblet et al,
1999).

1.4. Neoplasias de vulva

1.4.1. Epidemiologia del cancer de vulva

El carcinoma de vulva se considera por su frecuencia un tumor raro, con una

incidencia mundial anual de alrededor de 1-3 / 100.000 mujeres.

Las tres cuartas partes de estos tumores aparecen en labios (generalmente
labios mayores) y el resto en clitoris u horquilla vulvar (Finge, 1985). La edad de
aparicion es muy variable, aunque clasicamente se decia que la mayor frecuencia de
aparicion era en torno a la séptima u octava década de la vida (Gosling, 1961).
Actualmente se han observado dos picos de incidencia en edades tempranas y
tardias. Algunas condiciones se han descrito asociadas mas frecuentemente a
carcinoma vulvar, como el liquen escleroatrofico (Ansink, 1993), la inmunosupresion
(Choo, 1982) o la infeccién por HPV (Bloss, 1991). El papilomavirus humano se ha
encontrado en aproximadamente el 50% de los casos (Ansink, 1993). El genotipo

predominante es el HPV 16 (Buscema et al, 1988).

Al igual que ocurre con el carcinoma de pene, se han encontrado lesiones

displasicas o preneoplasicas, que pueden evolucionar a carcinoma epidermoide. Estas
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lesiones se denominan VIN (vulvar intraepithelial neoplasia) y se han dividido en
grados | a lll. Dentro de las lesiones carcinomatosas el tumor mas frecuente es el
carcinoma epidermoide, que representa aproximadamente el 90% de los tumores de

vulva.

En las mujeres los factores de riesgo mas conocidos incluyen: consumo de
tabaco, multiparidad, tratamiento prolongado con anticonceptivos orales, precocidad en
las relaciones sexuales, edad temprana del primer embarazo, presencia de otras
enfermedades de transmision sexual, multiples companeros sexuales, y contacto con
varones de alto riesgo. Todo ello sugiere que ciertos agentes carcinogénicos son
transmitidos por contacto sexual, y entre ellos el papilomavirus humano parece tener
especial importancia, aunque esta asociaciéon HPV / tumores de vulva no es tan clara

como en el caso de los carcinomas de cérvix o pene.

1.4.2. Lesiones preneoplasicas de vulva

1.4.2.1. Condiloma acuminado

Se trata de una lesion hiperplasica benigna causada por HPV, generalmente
del tipo 6 (McLachlin et al, 1994). Aparece como masas sobreelevadas de variable
tamano. Histologicamente se aprecia hiperplasia epitelial verruciforme, son
hiperqueratosis y con un estroma subyacente que muestra vasos dilatados. Pueden
observarse coilocitosis en los estratos mas superficiales. No hay signos de invasion
del estroma subyacente. Pueden encontrarse condilomas planos, que muestran
caracteristicas similares, pero sin hiperplasia verrucosa. Al igual que las lesiones de
condiloma aluminado de pene, los condilomas acuminados de vulva so6lo evolucionan

a la malignidad de forma muy excepcional, y en casos de condilomas gigantes.

1.4.2.2. Lesiones escamosas intraepiteliales y carcinoma in situ

Existe un espectro de lesiones de vulva que se consideran precursoras del
carcinoma y que reciben su denominacion mediante una terminologia muy amplia
basandose en sus caracteristicas clinicas o patologicas. Sin embargo, actualmente
existe un consenso para denominar a estas lesiones como neoplasias vulvares
intraepiteliales (vulvar intraepitehlial neoplasias, VIN). Este término se aplica a

aquellas lesiones consistentes en atipia limitada al epitelio vulvar, sin componente
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infiltrante. Las lesiones de tipo VIN se han clasificado en tres grados: VIN I, VIN Il y
VIN Ill, dependiendo del grado de atipia citolégica que presenten, y especialmente del

espesor del epitelio que aparezca ocupado por las células displasicas (Mills, 2004).

El tipo mas frecuente es el VIN lll, que constituye aproximadamente el 70% de
los casos (Herdo, 1996). Microscopicamente se observa de la polaridad de las células,
con células atipicas, de nucleos pleomorficos y con frecuentes figuras de mitosis. Se

pueden observar células gigantes multinucleadas (células bowenoides).

1.4.3. Histologia del cancer de vulva

Podemos dividir los carcinomas epidermoides vulvares de forma similar a como
hemos clasificado los carcinomas de pene, en cinco subtipos: carcinoma epidermoide
de tipo comun, carcinoma epidermoide condilomatoso, carcinoma epidermoide
basaloide, carcinoma epidermoide verrucoso y carcinoma epidermoide sarcomatoide.
En un estudio de 100 carcinomas epidermoides de vulva se observd que 7% eran de
tipo condilomatoso, 28% basaloide, 65% queratinizantes de tipo comun y el 5%
restante de tipos poco frecuentes como el carcinoma sarcomatoide y el verrucoso
(Kurman et al, 1993).

1.4.3.1. Carcinoma epidermoide de tipo comun

Muestra nidos infiltrantes de carcinoma epidermoide con signos de
queratinizacién. Se encuentra hiperplasia epidérmica adyacente a los focos tumorales

en el 83% de los casos (Kurman et al, 1993).

1.4.3.2. Carcinoma basaloide

Se caracteriza por la formacion de nidos de células con hipercromasia nuclear,
escaso citoplasma y aspecto inmaduro de las células. No se suelen encontrar signos
de diferenciacion escamosa, pero en ocasiones puede observarse queratinizacion
abrupta en forma de perlas corneas. Al igual que el tipo condilomatoso muestra

frecuentemente focos de VIN en epitelio adyacente al tumor (Kurman et al, 1993).
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1.4.3.3. Carcinoma verrucoso

Se trata de un tumor muy bien diferenciado que fue descrito por primera vez en
vulva por Kraus (1966). Este tumor puede aparecer a cualquier edad, aunque es mas
frecuente en la sexta o séptima década de la vida. Macroscopicamente se trata de una
lesion exofitica y en forma de coliflor, que puede aparecer ulcerada hasta en un tercio
de los casos. Microscopicamente se encuentra una marcada
hiperqueratosis,paraqueratosis y acantosis. Se encuentran procesos papilares con
ejes fibrovasculares poco prominentes. Las crestas papilares son de aspecto bulboso
con margenes bien definidos que crecen de forma expansiva empujando el tejido
subyacente. Se pueden encontrar microquistes de queratina. El pleomorfismo nuclear
es minimo y localizado en las zonas basales, al igual que las escasas figuras de
mitosis presentes. El carcinoma verrucoso se ha correlacionado con la infeccion por
papilomavirus. Frecuentemente se ha encontrado ADN de HPV (generalmente del tipo
11 6 16) (Rando et al, 1986).

1.4.3.4. Carcinoma sarcomatoide

Se conoce también como carcinoma de células fusiformes. Se trata de una
variante agresiva de carcinoma epidermoide de vulva (Copas et al, 1982). Suele
aparecer como una lesion de tipo polipoide con ulceracién y hemorragia. Las células
tumorales son fusocelulares de aspecto sarcomatoide, anaplasicas y con frecuentes

figuras de mitosis.

1.4.3.5. Carcinoma condilomatoso
Tienen un aspecto verrucoso, con hiperplasia papilar de la superficie. Se

encuentran nidos infiltrantes, irregulares, en la base del tumor, asi como signos de

queratinizacion con perlas corneas y pleomorfismo nuclear.
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1.4.4. HPV y cancer de vulva

Los estudios sobre asociacion de HPV vy lesiones de vulva se encuentran
supeditados a la subdivision que en estos mismos trabajos se ha hecho de las lesiones
vulvares: las lesiones neoplasicas vulvares asociadas a HPV se consideran derivadas de
lesiones tipo VIN y tienen una alta tasa de incidencia de los genotipos 16 y 18 del virus
(Bloss et al, 1991); por otro lado , las lesiones no asociadas a HPV son principalmente de
tipo epidermoide comun y se desarrollan en pacientes de mayor edad y con

antecedentes de lesiones inflamatorias o autoinmunes (Toki et al, 1991).

En estos trabajos las tasas de asociacion de HPV a las lesiones varian segun el
estudio pero en las lesiones tipo VIN se han encontrado valores de asociacion del orden
del 90-100% (Herding et al, 1996;Van Beurden et al, 1998); en el caso de las lesiones
neoplasicas los datos de incidencia referenciados con diferenes segun la técnica utilizada
para la deteccién del genoma viral, pero van desde el 97% en carcinomas de vulva de
tipo warty (de Koning et al, 2008) hasta un 24% (Osakabe et al, 2007).
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Objetivos

Detectar la presencia de HPV en cancer de regién genital externa, tanto
masculina como femenina, mediante técnicas de Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa (PCR).

Analizar la sensibilidad y especificidad de los dos sets de primers de consenso
mas utilizados en la deteccion de HPV en carcinomas de cérvix (My 09/11 y

Gp5+/6+) en carcinomas de regidn genital externa.

Identificar los diferentes genotipos de HPV relacionados con el cancer de

regidon genital externa.

Establecer la frecuencia relativa de infeccion por HPV entre los tumores de

region genital externa masculina y femenina.

Estudiar la frecuencia de los diferentes tipos histolégicos de tumores de regiéon

genital externa y su relacion con la deteccién de HPV.

Correlacionar la expresion de los genes supresores tumorales p16 y p53, con
la presencia o no de HPV, con los genotipos de HPV detectados y con el tipo

histoldgico de los tumores.

Establecer si existe correlacion entre los resultados obtenidos en tumores de

region genital externa femenina y masculina.
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Material y Métodos

3.1 SELECCION DE LOS CASOS DE ESTUDIO

3.1.1. Pacientes

Se seleccionaron de forma retrospectiva todos los casos de lesiones de pene y
vulva diagnosticados como malignos o sospechosos de malignidad en el Servicio de
Anatomia Patologica del Hospital General Universitario de Albacete entre los afios
1993-2003. La seleccion de los casos se hizo analizando los informes emitidos durante
este periodo. De esta forma se obtuvieron 100 casos de pacientes con carcinoma de
pene y 79 de carcinoma de vulva. Se recogieron los datos de filiacién, edad y
diagnéstico. Posteriormente se elabord una tabla en formato Excel con el fin de
agrupar los casos que correspondian a un mismo paciente y de poder analizar los

datos.

3.1.2. Muestras

Se extrajeron todas las preparaciones histolégicas de todos los casos de los
archivos del servicio de Anatomia Patoldgica. Se pudieron obtener preparaciones
histolégicas de todos los casos. Se revisaron las preparaciones histolégicas tefiidas
con técnica de hematoxilina-eosina y se seleccionaron las mas representativas de las
lesiones. Se obtuvieron los bloques histolégicos de parafina de todas estas

preparaciones.

3.2. CLASIFICACION HISTOLOGICA DE LAS LESIONES

Una vez seleccionados los casos, se revisaron todas las preparaciones
histolégicas que se habian extraido de los archivos de Anatomia Patoldgica del
Hospital General Universitario de Albacete. Entonces se subclasificaron segun los
criterios histologicos estandar de las dos clasificaciones que hemos considerado
idéneas para nuestro estudio, y que son las que actualmente se estiman como de
mayor valor diagnostico. Estas clasificaciones son las de Cubilla para carcinomas de
pene (Cubilla et al, 2001), y la de Kurman para carcinomas de vulva (Kurman et al,
1993) (Tabla 2).
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Tabla 2. Clasificacion histologica de los carcinomas peneanos y vulvares

CLASIFICACION HISTOLOGICA DE LOS CARCINOMA DE PENE
(Cubilla et al, 2001)

Carcinoma epidermoide de tipo comun
Carcinoma verruciforme

Carcinoma condilomatoso

Carcinoma papilar

Carcinoma verrucoso

Carcinoma sarcomatoide

Carcinoma basaloide

CLASIFICACION HISTOLOGICA DE LOS CARCINOMAS DE VULVA
(Kurman et al, 1993)

Carcinomas infiltrantes
Carcinoma epidermoide de tipo comun
Carcinoma condilomatoso
Carcinoma basaloide
Carcinoma verrucoso
Carcinoma sarcomatoide

Carcinomas in situ

3.3. TECNICAS HISTOQUIMICAS

Las técnicas clasicas de tincion histolégica son de uso comun en todo trabajo
del ambito de la Histologia y de la Anatomia Patolégica para la observacion inicial o
preliminar de muestras. Para su diagnéstico inicial las muestras seleccionadas se

tineron rutinariamente con Hematoxilina-Eosina.
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Tincion de Hematoxilina-Eosina

Esta técnica de tincion se basa en el contraste entre la naturaleza basica de
uno de los colorantes, la Hematoxilina de Hansen, y la naturaleza acida del otro, la

Eosina.

Para obtener la Eosina preparamos una dilucién al 0,5% afadiendo a 100 ml
de agua destilada, 0,5 gr de Eosina amarillenta (Merck). Para hacer un litro de
Hematoxilina de Hansen se disuelven 5 gr de hematoxilina en 50 ml de agua destilada
caliente. Por otro lado, se disuelven 100 gr de Alumbre Potasico en 1000 ml de agua
destilada caliente. Al dia siguiente se mezclan las dos soluciones y se le anade 0,885
gr de Permanganato Potasico. La mezcla se lleva a ebullicion y se mantiene hirviendo
1 minuto. Se deja enfriar antes de filtrar.

Para la realizacion de la técnica seguimos los siguientes pasos:

1. Desparafinar los cortes por inmersion en Xilol, tres pocillos con 10 minutos
en cada uno.

2. Rehidratar en tres pocillos: el primero de alcohol absoluto, el segundo de
alcohol 96° y el tercero de alcohol 70° (5 minutos en cada pocillo).

3. Enjuagar en agua destilada (dos pocillos, 5 minutos cada uno).
4. Introducir en Hematoxilina durante 5 minutos.

5. Lavar con agua corriente, hasta que el agua salga transparente.
6. Introducir en Eosina 2 minutos.

7. Lavar en un pocillo de agua corriente.

8. Deshidratar en tres pocillos de alcohol, en orden inverso a la hidratacion
inicial: alcohol 70°, alcohol 96° y alcohol absoluto.

9. Aclarar en Xilol, (3x5 minutos) y montar en DPX (BDH Laboratories).
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3.4. TECNICAS MOLECULARES

Para el analisis del ADN viral recurrimos a la realizacion de técnicas de

Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR).

3.4.1. Técnicas de PCR

Dada la gran sensibilidad de esta técnica para detectar el ADN viral, aun
presente en numero de copias muy bajo, ésta ha sido la base de nuestro trabajo, en lo

que se refiere a la deteccion de HPV.

3.4.1.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN a partir de las biopsias incluidas en parafina se llevo a
cabo partiendo de cuatro secciones de 5 um del mismo bloque del tejido empleado
para el diagnéstico histolégico, teniendo la precaucion de utilizar cuchillas nuevas con
cada bloque y de limpiar el microtomo y todas las superficies con las que pudieran
entrar en contacto las muestras con alcohol de 70°, para impedir la contaminacién de

ADN entre muestras.

La extraccion de ADN se realizé6 usando un kit comercial para extraccion de
acidos nucleicos QlAamp ADN Mini Kit (Ref 51306, Qiagen).

Inicialmente las muestras se desparafinaron realizando dos extracciones con
xilol y otras dos extracciones con alcohol absoluto (96-100%). El tejido, una vez
desparafinado, fue sometido a una lisis con proteinasa K (20 ul), incubandose durante
toda una noche a 56°C y sometiendo la muestra a agitacién periddica para una mayor
disgregacion del tejido procesado. Una vez completada la digestion, la proteinasa K se
inactivé afadiendo 200ul de buffer AL y calentando la muestra a 70°C durante 10

minutos.

A continuacion se aplicé la mezcla a una columna QlAamp Spin con un tubo
de 2 ml, centrifugandose a 8000 rpm durante 1 min. A continuacién se cambio el tubo
que contenia el precipitado por otro limpio. Se anadieron sucesivamente 500 ul de
buffer AW1 y 500 ul de buffer AW2, centrifugandose a 8000 y 14000 rpm
respectivamente y cambidandose en ambos casos el tubo que contenia el filtrado por

otro nuevo. El ultimo paso consistié en afiadir 200 pl de buffer AE o agua destilada e
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incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto, finalmente centrifugandose a 8000

rpm durante 1 minuto.

El filtrado se conservaba a -20°C y se utilizaba para valorar la concentracién y
pureza del material genético extraido mediante medida en Nanodrop y posterior

analisis por medio de PCR.

Aquellas muestras con una concentracion de ADN menor de 15 ngr/ul, medida
mediante Nanodrop, se consideraban insuficientes para el estudio de amplificacion

génica y se procedia a una nueva extraccion de las mismas.

3.4.1.2. Amplificacion mediante PCR

Describimos a continuacién los diferentes pasos y componentes que forman
parte de esta técnica, segun los protocolos de trabajo utilizados para la realizacion del

estudio.

3.4.1.2.1. Primers. Como ya se ha comentado en la introduccion de la técnica, para la
amplificacidon de regiones génicas mediante PCR es necesario el disefio e inclusion en
el protocolo de sets de primers o iniciadores de la reaccion que seran fragmentos (de

ADN en este caso) complementarios a los extremos de la secuencia a amplificar.

En este caso se eligieron dos sets de primers de consenso referidos en la
bibliografia previa, los sets My09/11 y Gp5+/6+ (Karlsen et al, 1996). Ambos sets de

primers amplifican una region del gen L1 viral, pero con amplitudes distintas (Tabla 3).

El set de primers My09/11 amplifican una regién de L1 de 450 pares de bases
(pb) de amplitud, mientras que el set de primers Gp5+/6+ amplifica una region de L1
de 150 pb, teniendo la particularidad de que esta region es interna a la amplificada por
My09/11.

Gp5+/6+ es un set de primers de consenso, es decir, su secuencia es aquélla
lo mas similar posible a todos los genotipos de HPV que se pretenden detectar. Por
otro lado, los primers My09/11 son primers degenerados, la mezcla de primers que se
incluye en las reacciones comprende variaciones de los mismos, con cambios de

nucledtidos puntuales para aumentar su sensibilidad.
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Tabla 3: Primers especificos para HPV que se han utilizado y secuencias.

LONGITUD DEL
AMPLIFICADO
PRIMER SECUENCIA (pb)
My09 5- CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC -3(*) 450
My11 5- GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG-3'(*) 450
Gp5+ 5-TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC-3 150
Gp6+ 5- GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3 150

(*) Las variaciones en la secuencia de los primers My 09/11 son: M=A,C; R=A,G; W=A,T;
Y=C, T

Como control de la calidad y de la integridad del ADN extraido, de manera
previa a los protocolos de amplificacién del genoma viral, se realizd a cada muestra la
amplificacion de un gen humano constitutivo, el de la  globina humana. Para ello se
utilizé un set de primers especificos para una regién de dicho gen, el set Hg063/064
(Saiki et al, 1988) (Tabla 4).

Tabla 4: Primers especificos para hemoglobina que se han utilizado y secuencias

LOMGITUD DEL
AMPLIFICADO
PRIMER SECUENCIA (pb)
Hg063 5’- ACT CCC AGG AGC AGG GAG GG -3’ 249
Hg064 5-TGG TCT CCT TAA ACC TGT CT -3~ 249

3.4.1.2.2. Descripcioén de la técnica. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en
un volumen final de 50 pl por muestra, que incluian, ademas del ADN extraido, los
primers correspondientes, la enzima Taq polimerasa y Cl,Mg como sal requerida por el

enzima.

El ADN se afadia en cantidad suficiente para alcanzar los 200 ngrs en cada

reaccion, dependiendo de su concentracién inicial.

En el caso de los primers, y segun indicaciones del proveedor, se afiadia un

volumen determinado de una dilucion 1:10 de cada uno en su forma inicial. En el caso
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del set My09/11 se afiadian 2,5 yl de cada primer (2,5ul de My09 y 2,5 ul de My11) y
en el caso del set de primers Gp5+/6+ se afiadian volumenes distintos de cada uno de
ellos (3 yl de Gp5+y 2,7 pl de Gp6+).

Para la adicién de la polimerasa y las sales requeridas por ésta se optd por el
uso de un kit comercial o mix, que incluia ambos componentes en las proporciones
adecuadas para la reaccion (Amplitag Gold PCR Master Mix, Ref: 4318739, Applied
Biosystems, U.S.). En este caso se anadieron 25 ul de la mezcla comercial por
reaccion, obteniendo asi 2,5 unidades de polimerasa por cada mililitro de volumen final

de reaccion.

El volumen final, hasta alcanzar 50 pl, era completado con H,O destilada, en el

caso de que no se alcanzara dicho volumen con la mezcla de todos los componentes.

Como cada set de primers requeria una temperatura de anillamiento distinta, se
desarrollaron dos protocolos de PCR diferentes, uno para cada tipo de amplificacién
(Tabla 5).

Tabla 5: Condiciones de amplificacion por PCR de genoma viral

CONDICIONES DE AMPLFICACION DE HPV
TEMPERATURA TIEMPO N° CICLOS
DESNAT. INICIAL 94°C 5 min 1
DESNATURALIZACION 94°C 30 seg 40
HIBRIDACION My/Gp 55.9°C/53°C 1 min 40
EXTENSION 72°C 1 min 40
EXTENSION FINAL 72°C 10 min 1

Las condiciones de amplificacién del gen control (B-globina humana) eran
distintas a las del virus, necesitando temperaturas e incluso numero de ciclos distintos

para su desarrollo (Tabla 6)
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Tabla 6: Condiciones de amplificacion por PCR de (8 globina humana

CONDICIONES DE AMPLFICACION B GLOBINA
TEMPERATURA TIEMPO N° CICLOS
DESNAT. INICIAL 94°C 7 min 1
DESNATURALIZACION 94°C 1 min 45
HIBRIDACION Hg 60°C 1 min 45
EXTENSION 72°C 2 min 45
EXTENSION FINAL 72°C 10 min 1

3.4.1.3. Visualizacion de los resultados

La visualizacion de los resultados de la amplificacion de HPV se realizd

mediante el revelado con bromuro de etidio, en gel de agarosa. Para ello se preparo
una dilucién de agarosa 2% en tampdon TAE (TAE Buffer 50x, Ref: 8548, Pronadisa),

afadiéndose 5 pl de bromuro de etidio por cada 100 ml de dilucion. Tras calentar la

mezcla para una correcta homogeneizacién, se dejaba enfriar en molde para la

elaboracion del gel. Quince (15) yl del amplificado de cada muestra eran cargados en

el gel junto a 2 ul de tampdn de carga, y sometidos a electroforesis a 90-100 voltios a

temperatura ambiente, para provocar la migracion del genoma amplificado.

En un carril de los geles se afiadian 3 pl de marcador de peso molecular

(GeneRuler 100 bp ADN ladder, SM0243, Fermentas), a la vez que las muestras, para

usarlo como patrén del tamano de los amplificados obtenidos.

-
200 bp -

100 bp

SR SRR RGN T AR

1 12 13

15

B e e W 1500

Fig. 15:- Gel de agarosa que muestra las bandas de ADN después de amplificacion
mediante PCR usando el set de primers Gp5+/6+. Se incluye un marcador de peso
molecular en la columna 1, observandose la banda de amplificacién de los casos
positivos en el rango de los 150 pb. Los carriles 3- 13 presentan muestras
estudiadas, el carril 2 corresponde al control de H.O y los carriles 14 y 15
corresponden a los controles Hacat y Hela respectivamente
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500 bp
400 bp

450 bp

Fig. 16:- Gel de agarosa que muestra las bandas de ADN después de amplificacion
mediante PCR, y usando el set de primers My09/11. En este caso, la banda de
amplificacién de los casos positivos aparece en el rango de las 450 pb. Los carriles
3- 13 presentan muestras estudiadas, el carril 2 corresponde al control de H>O y los
carriles 14 'y 15 corresponden a los controles Hacat y Hela respectivamente

3.4.1.4. Controles

En todos los experimentos de amplificacion se incluyé un control positivo,
consistente en ADN extraido de la linea celular establecida transformada por HPV, la
linea HelLa. De esta linea celular debemos obtener siempre un resultado positivo en la
amplificacion de HPV, puesto que se encuentra infectada y transformada por el
genotipo HPV 18.

Como control de la especificidad de la técnica se usé una linea celular de

queratinocitos humanos inmortalizados no transformados por HPV, la linea HaCat.

Contrariamente a Hela, de esta linea debemos obtener resultados negativos en

la amplificacién al ser una linea inmortalizada pero sin infeccion por HPV.

Se incluyé también un control negativo con agua, que contenia todos los
componentes de la reaccion excepto el ADN (sustituido éste por un volumen
equivalente de H,O destilada), para descartar la existencia de contaminaciones en el

proceso.

Sobre estos controles, tanto positivos como negativos se realizd6 el mismo

protocolo de amplificacion que sobre las muestras, simultaneamente a éstas.
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3.4.2. Identificacion de genotipos

Las muestras que resultaron positivas en el analisis por PCR se secuenciaron
utilizando el método desarrollado por Sanger (1977). Las reacciones se realizaron con
el Kit Big Dye Terminator v3.1 cycle sequencing y las secuencias se determinaron en
un secuenciador ABI Prism 3130 Genetic Analyzer. Los resultados de la secuenciacion
fueron analizados con el sistema informatico Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST), con el fin de determinar los genotipos del HPV presentes en nuestros casos
de carcinoma de pene y vulva (Altschul et al, 1997).
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Fig. 17: Representacién grafica mediante software Sequence Scanner v1.0 (Applied
Biosystems) de la secuencia obtenida mediante amplificacion por PCR
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A i Description Max score Total score | Query coverage | . E value Max ident | Links
EF202151.1 Human papillomavirus type 18 isolate Ov02676, complete aenor 838 638 6e-180
Human papillomavirus type 18 isolate OvL7955, complete aenor 638 638 6e-180
Human papillomavirus type 18 isolate Qv15957, complete aenor 638 636 6e-180
Human papillomavirus type 18 isolate OvLSS86, complete aenor 638 636 6e-180
Human papillomavirus type 18 isolate OvL6306, complete aenor 538 638 6e-180
Human papillomavirus type 18 isolate QvL7052, complete qenor 538 638 Ge-180
Human papillamavirus troe 18 isclats QvLe302, complete qenor 838 636 6e-180
Human papillomavirus type 18 isolsts Bsb-48 maior capsid prots 838 636 6e-180
Human papillomavirus - 18 clone L2574 L1 protein aene, partial ¢ 538 636 6e-180
Human papillomavirus - 18 clone L1793 L1 protsin aene, nartisl 838 638 6e-180
Human papillomavirus - 18 clone L1060 L1 protein aene, nartial ¢ 538 638 6e-180
Human papillomavirus - 18 clane L2207 L1 pratsin aene, nartial ¢ 538 638 6e-180
Human papillomavirus - 18 clone L0526 L1 pratein asne, nartial ¢ 838 636 6e-180
Human papillomavirus - 18 clone L1703 L1 pratein asne, nartial ¢ 838 636 6e-180
Human papillomavirus - 18 clone LOO11 L1 pratein asne, nartial ¢ 838 638 6e-180
Human papillomavirus type 18 variant, partial sequence 638 638 6e-180
Human papillomavirus type 18 comolete sequence 638 636 6e-180
usss Human papillomavirus type 18, isolate 15002, maior capsid prote 838 636 6e-180
EFz02148.1 Human papillomavirus type 18 isolate Qv21751, complete aenor 832 632 3e-178
Human papillomavirus type 18 isolate Qv03132, complete aenor B3z 63z 3e-178
Human papillomavirus type 18, isolate 15664, major capsid prote 832 632 3e-178
Human papillomavirus type 18 E6, £7, €1, £2, B4, £5, L1 & L2 as 627 627 1e-176
Human papillomavirus type 18, isolsts 15326, maior capsid prote 827 627 1e-176
Human papillomavirus isolate PT115-05 L1 protein aene, partial ¢ 817 617 7e-174
Human papillsmavirus isolate PT206-04 L1 pratein aene, nartial ¢ 817 617 Te-174
Human papillomavirus type 18 isolate Gv21444, complete aenorr &08 606 de-171
Human papillomavirus type 18 isolate Ovi719%, complete aenor pre) 608 ae-171
Human papillomavirus - 18 clone L2215 L1 pratein asne, nartial ¢ s08 608 ae-171
Human papillomavirus - 18 clone L1695 L1 pratein asne, nartial ¢ s08 608 ae-171
Human papillomavirus type 18, isolate 15172, maior capsid prote pre) 608 ae-171
Human papillomavirus type 18, isolate 15768, maior capsid prote pre) 608 ae-171
Human papillomavirus type 18, isolate 15168, maior capsid prote pre) 608 ae-171
EE: A Human papillomavirus type 18 isolate Ov04924, complete aenor S04 604 6e-170
EFz02154.1 Human papillomavirus type 18 isolate Ov03614, complete aenor s03 603 2e-189
AveeaLedd Human papillomavirus - 18 clone L1SS7 L1 protein qene, partial ¢ 503 603 2e-169
DO111013.1  Human papillomavirus isolate PT308-04 L1 protein aene, partial ¢ 597 597 1e-167
DO059005.1  Humman papillomavirus - 16 isolats MRU4 nonfunctional L1 arotsin 580 580 1e-162
DO058013.1  Human papillomavirus - 16 maiar capsid protein (L1) aene, parti 579 579 3e-162
DO0S8830.1  Human panillomavirus type 16 isolste MRUZ nonfunctional maior 573 575 2e-160
EF202168.1 Human papillomavirus type 97 isolate W15189, complete aenome 3239 e 6e-90 ]

Fig. 18: La busqueda informéatica con el sistema BLAST nos presenta el listado de
coincidencias con nuestra secuencia y las referencias a consultar
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3.5. TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS

El estudio inmunohistoquimico llevado a cabo en este trabajo fue enfocado a la
deteccién de los productos de los dos genes a estudiar, las proteinas celulares p53 y
p16.

Para ello, de las muestras fijadas en formol e incluidas en parafina, se cortaron
secciones de 4 um de grosor y se colocaron en portaobjetos tratados con poli-L-lisina.
Las muestras fueron desparafinadas y rehidratadas mediante inmersiones
secuenciales en xilol y alcoholes de concentraciones decrecientes (100%, 96%, 80% y

75%) hasta introducirlas en agua destilada.

De manera previa al protocolo de marcaje inmunohistoquimico, las muestras
fueron sometidas a un proceso de recuperacion antigénica por calor. Una jarra Couplin
con soluciéon de desenmascaramiento (Target Retrieval Solution Ref. S2031, DAKO)
fue precalentada a 95-99°C, y entonces se introdujeron los cortes histoldgicos,
incubandose durante 40 minutos en esta solucion. Tras esto se dejaron enfriar las

muestras (inmersas aun en el tampén) a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Este pretratamiento de recuperacion antigénica supone un aumento de la
intensidad de marcaje de numerosos anticuerpos primarios. Su principal objetivo es
permeabilizar el tejido, para que el anticuerpo pueda acceder mejor al epitopo y
eliminar las posibles interacciones de grupos reactivos del tejido con los productos de

fijacion, eliminando enlaces o puentes que impidan el acceso del anticuerpo.

El proceso de marcaje inmunohistoquimico, propiamente dicho, se realizé de

manera automatizada en inmunotefidor Dako Autostainer (S3400, Dako).
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3.5.1. Deteccion inmunohistoquimica de proteina p53

Para la identificacion de la proteina p53 en los tejidos fijados en formol e

incluidos en parafina se utilizé un anticuerpo especifico anti-p53, clon DO-7.

1. Bloqueo de la peroxidasa enddgena del tejido: 5 minutos de incubacién con
H.0..

2. Lavado de las muestras con PBS.

3. Incubacioén de la muestra con el anticuerpo primario correspondiente durante

30 mintuos: 100 pl de anticuerpo/muestra.
4. Lavado de las muestras con PBS.

5. Aplicacion del reactivo secundario (Link-HRP) durante 15 minutos: 100 pl

reactivo/muestra.
6. Lavado de las muestras con PBS.

7. Aplicacion del reactivo terciario (SA-HRP) durante 15 minutos: 100 pl

reactivo/muestra.
8. Lavado con PBS.

9. Incubacion con Diaminobencidina (DAB) durante 10 minutos: 100 pl

reactivo/muestra.
10. Lavado con PBS.

11. Contrastado con hematoxilina durante 5 minutos: 150 pl /muestra.
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3.5.2. Deteccion inmunohistoquimica de proteina p16

En el caso concreto de p16, las técnicas de detecciéon inmunohistoquimica se
realizaron con el kit comercial CINtec p16™“ Histology Kit (K5336, Dako), que implica

el uso de un anticuerpo especifico anti-p16, clon E6H4.

1. Bloqueo de la peroxidasa endoégena del tejido: 5 minutos de incubacién con

Peroxidase Blocking Reagent.
2. Lavado de las muestras con PBS.

3. Incubacion de las muestras con el anticuerpo primario correspondiente

durante 30 minutos: 100 ul de anticuerpo/muestra.
4. Lavado de la muestras con PBS.

5. Aplicacion del reactivo de visualizacion durante 30 minutos: 100 pli

reactivo/muestra.

6. Lavado con PBS.

7. Incubacion con DAB durante 10 minutos: 100 pl reactivo/muestra.
8. Lavado con PBS.

9. Contrastado con hematoxilina durante 3 minutos: 150 yl/muestra.
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3.6. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Para el tramiento de los datos a nivel estadistico se consideraron los datos
obtenidos como variables cualitativas dicotdbmicas, considerando en todos los casos la
ausencia/presencia, es decir, se considero la la infeccion como presencia/ausencia de

HPV, asi como la expresion de los marcadores inmunohistoquimicos.

El test realizado fue, inicialmente el de X? para interpretacién de tablas de
contingencia 2x2, relacionando la presencia/ausencia con la expresién/no expresion
de cada uno de los marcadores, con una P=0,05 para el estadistico de Fisher. En el
caso de que este test diera resultados no significativos se realizd la comprobacion de
la no asociacion mediante los test de correlaciones bivariadas de Pearson y Rho de

Spearman, con P=0,05
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Resultados

4.1. MUESTRAS

Inicialmente se realizé una busqueda de casos en la base de datos del Servicio
de Anatomia Patolégica del Hospital General de Albacete, y se seleccionaron 179
casos de lesiones malignas, premalignas, o sospechosas de malignidad, de la region
genital externa; 100 casos fueron de varén y 79 de mujer.. El andlisis posterior de
estas muestras demostro que los casos validos para nuestro estudio eran 72 de region
genital externa masculina y 44 de region genital externa femenina. Los casos que se
descartaron se debieron a falta de material suficiente para los estudios que se iban a
realizar. Ademas, se realizé un analisis clinico-patoldgico inicial de estas muestras, y
tras éste, se descartaron 6 casos mas de lesiones de pene y 2 de lesiones de vulva
por tratarse de lesiones displasicas, pero que no reunian todos los requisitos para
considerarse inequivocamente como carcinomas. Asi pues, los casos seleccionados
finalmente se corresponden a 65 muestras de carcinoma de pene y 42 de carcinoma
de vulva. Todas las muestras seleccionadas mostraban material suficiente y
susceptible de la realizacién de las técnicas histoquimicas, inmunohistoquimicas y de
PCR necesarias para la realizacion de la presente tesis doctoral. Ademas,
disponiamos de los datos de filiacion necesarios que se correspondian con estas

muestras.
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4.1.1. Estudio histolégico

Los casos de carcinoma fueron subclasificados utilizando la clasificacion ya

descrita en el apartado de material y métodos del presente trabajo.

4.1.1.1. Tipos histolégicos de carcinomas de pene

Los casos analizados mostraban la distribucién en tipos histologicos que

aparece en la Tabla 7 y en la Figura 19.

Tabla 7: Tipos histolégicos de carcinoma de pene en la serie

NUMERO DE PORCENTAJE
SUBTIPO HISTOLOGICO MUESTRAS PREVALENCIA
C. EPIDERMOIDE C. 28 43%
C. BASALOIDE 1 1,60%
C. SARCOMATOIDE 1 1,60%
C. CONDILOMATOSO 24 37%
C. PAPILAR 6 9,20%
C. VERRUCOSO 2 3%
C. in situ 3 4,60%

o C. EPIDERMOIDE C. m C. BASALOIDE 0 C. SARCOMATOIDE 0 C. CONDILOMATOSO
m C. PAPILAR o C. VERRUCOSO B C. insitu

Fig. 19: Distribucion de los tipos histolégicos en carcinoma de pene
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Carcinoma in situ: De los 65 casos de carcinoma de pene 3 mostraban signos
de carcinoma intraepitelial, con marcados signos de displasia intraepitelial severa, pero

sin infiltracion del estroma (Fig. 20).

\:l\ g

Fig. 20: Caso de carcinoma in situ. El epitelio muestra intensa atipia citolégica y
desorganizacién celular, sin que se aprecien signos de infiltracion del estroma
subyacente (HE x100)
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Carcinoma de tipo comun: 28 de los 65 casos mostraban, ademas de intensa
atipia citoldgica, nidos infiltrando claramente el estroma (Figs. 21 y 22) con las

caracteristicas de carcinoma epidermoide de tipo comun, con mayor o0 menor grado de
diferenciacion y queratinizacion.

Fig. 21: Caso tipico de carcinoma de pene de tipo comin,
en el que se aprecia un epitelio con hiper y paraqueratosis y
desorganizacion epitelial, con infiltracién del estroma (HE
x40)

Fig. 22: Microfotografia a mayor aumento de la lesion
anterior en la que se observa intensa atipia celular (HE
x400)
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Carcinomas verruciformes: Un total de 32 muestras fueron clasificadas
dentro de este grupo heterogéneo que tienen en comun el crecimiento exofitico con
formacion de papilas excrecentes. A su vez, siguiendo la clasificacion de Cubilla
(Cubilla et al, 2001) estos casos fueron subclasificados en los siguientes tres subtipos

histoldgicos:

a) Carcinoma condilomatoso: 24 de los 65 casos presentaban caracteristicas de
carcinoma condilomatoso. Estos casos se caracterizan por la presencia de
papilomatosis, con paraqueratosis (Figs. 23-25). Se observa atipia citolégica, y de
forma caracteristica aparecen numerosas células con atipia de tipo coilocitico, que
muestran citoplasmas claros y células binucleadas. De forma caracteristica, en estos
casos aparecian acumulos de células inflamatorias de tipo neutrofilico, formando

abscesos, en el interior de los nidos infiltrantes.

Figura 23: Carcinoma condilomatoso. Figura 24: Mayor aumento de otra zona de

Hiperplasia  verrucosa  epitelial  con la misma muestra que en la figura anterior,

paraqueratosis y atipia citolégica (HE x100) que muestra la habitual atipia coilocitica
con células binucleadas y citoplasma claro
(HE x400.
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Fig. 25: Zona infiltrante de carcinoma condilomatoso. Se observan
nidos y cordones infiltrantes de células epiteliales malignas, con
abscesos neutrofilicos (HE x100).

b) Carcinoma verrucoso: Dos de los carcinomas de pene analizados presentaban las
caracteristicas de carcinoma verrucoso, con escasa atipia citoldgica e infiltracion en
frente unico, formando lengletas epiteliales rodeadas por inflamacion linfocitica (Fig.
26)

Fig. 26: Carcinoma verrucoso con frente de infiltracion expansivo y
escasa atipia citolégica (HE x400)
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¢) Carcinoma papilar: Seis de los casos seleccionados para el estudio mostraban
caracteristicas de carcinoma papilar (Fig. 27). Esta entidad presenta caracteristicas
que se pueden considerar intermedias entre el carcinoma condilomatoso y el
carcinoma verrucoso. Muestra un caracter infiltrante, pero sélo de forma muy focal

puede encontrarse atipia coilocitica.

Fig. 27: Carcinoma papilar, con marcada hiperqueratosis y papilomatosis. Se
observan en profundidad nidos infiltrantes (N) (HE x250)
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Carcinoma sarcomatoide: Uno de los carcinomas presentaba caracteristicas
de carcinoma sarcomatoide. Este caso mostraba el doble componente epitelial-
mesenquimal caracteristico de estas lesiones (Figs. 28-30).

Fig. 28: Carcinoma sarcomatoide. Existe Fig. 29: Se observan nidos de carcinoma
ce P . entre el componente sarcomatoide (flechas)
un componente bifasico fusocelular y

epitelial (HE x100) (HE x200).

Fig. 30: El componente sarcomatoide es tipicamente fusocelular,
formando haces entrelazados, con atipia citologica (HE x200.
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La naturaleza mesenquimal y epitelial de los tumores pudo ser demostrada
mediante técnicas de inmunohistoquimica, con vimentina (Fig. 31) y keratina (Fig. 32)

respectivamente.

Figura 32: Tincion inmunohistoquimica
con citoqueratina AE1-AE3. El carcinoma
sarcomatoide muestra positividad en
células aisladas (x200)

Fig. 31: Tincién inmunohistoquimica con
vimentina.El carcinoma sarcomatoide
muestra positividad difusa (x200)

Carcinoma basaloide: Uno de los casos analizados se correspondia con un
carcinoma basaloide, en el que las células tumorales mostraban un aspecto basaloide,

con células en la periferia que adoptaban una disposicion en empalizada (Fig. 33).

Fig 33: Se muestran los nidos infiltrantes del tinico carcinoma
basaloide de pene de la serie (HE x 100)
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4.1.1.2. Tipos histolégicos de carcinomas de vulva

La Tabla 8 y la Figura 34 muestran los resultados de los tipos histolégicos

obtenidos tras el analisis de

los casos de carcinoma de vulva.

Tabla 8: Tipos histolégicos de carcinoma de vulva encontrados en la serie

NUMERO DE PORCENTAJE
SUBTIPO HISTOLOGICO MUESTRAS PREVALENCIA
C. EPIDERMOIDE C. 23 54,80%
C. BASALOIDE 3 7,10%
C. CONDILOMATOSO 3 7,10%
C. in situ 12 28,60%
C. BASOCELULAR 1 2,40%

SUBTIPOS HISTOLOGICOS

o C. insitu

o C. EPIDERMOIDE C. m C. BASALOIDE O C. CONDILOMATOSO

m C. BASOCELULAR

Fig. 34: Distribucién de los tipos histolégicos en carcinoma de vulva
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Carcinoma in situ: 12 de los 42 casos de carcinoma de vulva mostraban

intensa atipia epitelial sin que se observara infiltracion del estroma (Fig. 35).

Fig. 35: Caso de carcinoma in situ. El epitelio muestra una intensa atipia citolégica y
desorganizacion celular, con frecuentes figuras de mitosis. No se aprecia infiltracion del estroma
subyacente (HE x200)
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Carcinoma de tipo comun: De los 42 casos analizados 23 mostraban nidos

de infiltracion neta del estroma, con intensa atipia citolégica (Figs. 36 y 37).

Fig. 36: Caso de carcinoma de vulva de tipo comun que muestra
diferenciacién escamosa, con nidos de queratinizacién (HE x100)

Fig. 37: Carcinoma de vulva de tipo comun. Nidos infiltrantes con atipia
citolégica (HE x200)
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Carcinoma condilomatoso: De los 42 casos analizados de tumores de vulva
3 presentaban caracteristicas de carcinoma condilomatoso. Estos casos se
caracterizaban por la presencia de papilomatosis, con paraqueratosis y atipia

citolégica de tipo coilocitico que muestran citoplasmas claros y células binucleadas
(Fig. 38).

Fig. 38: Carcinoma condilomatoso de vulva con atipia citolégica de tipo coilocitico
(HE x200)
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Carcinoma basaloide: Soélo 3 de los casos de la serie de carcinomas de

region genital externa femenina presentaban caracteristicas de carcinoma basaloide.

-

o5
! U’p ‘33' ‘.':.

Fig. 39: Carcinoma de vulva de tipo basaloide. Células
basdfilas atipicas con escaso citoplasma (HE x200)

Carcinoma basocelular: A diferencia de los carcinomas basaloides, el caso de
carcinoma basocelular descrito en la serie presentaba nidos con clara empalizada
periférica, compuestos por células basaloides con fendmenos de apoptosis y

numerosas figuras de mitosis.

Fig. 40: Carcinoma basocelular de vulva. Los nidos tumorales
muestran empalizada periférica y retraccion del estroma (HE
x200)
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4.1.2. Resultados de los estudios de PCR

4.1.2.1. Deteccién de HPV en casos de carcinoma de pene

El numero de casos de carcinoma de pene positivos para HPV o casos en los

que la deteccién de papilomavirus fue posible, resultaria de la suma de los casos

positivos con los primers Gp5+/6+, con los primers My09/11, o con ambos juegos de

primers. Estos resultados se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9: Porcentajes de positividad con la técnica de PCR en carcinomas de pene

CON UNO O AMBOS PRIMERS

49/65 (75,4%)

CON My09/11

43/65 (70,7%)

CON Gp5+/6+

25/65 (38,4%)

4.1.2.2. Deteccién de HPV en casos de carcinoma de vulva

También los carcinomas de vulva mostraban un numero distinto de casos

positivos con los dos juegos de primers que se analizaron. En este caso los resultados

se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10: Porcentajes de positividad con la técnica de PCR en carcinomas de vulva

CON UNO O AMBOS PRIMERS

11/42 (26,2%)

CON My09/11

7/42 (16,7%)

CON Gp5+/6+

7/42 (16,7%)
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4.1.2.3. Analisis de la sensibilidad de la técnica

Para el analisis de la sensibilidad de la técnica de PCR consideramos como
casos positivos o gold estandar todos los casos que resultaron positivos con

cualquiera de los dos sets de primers empleados, o con los dos.

Este numero total de muestras positivas es de 60 contabilizando las muestra
de pene y de vulva, valor que usaremos como referencia para el calculo del porcentaje

de sensibilidad de los diferentes sets de de primers.

Mediante la amplificacién con los primers My09/11 obtuvimos un total de 50
muestras positivas (43 de pene y 7 de vulva), lo cual representa un porcentaje de

positividad del 83,3 % del total de sensibilidad de la técnica.

Con el set de primers Gp5+/6+ obtuvimos 32 muestras positivas (25 de pene y

7 de vulva), siendo un 53,3 % del total de la sensibilidad de la técnica.

4.1.2.4. Genotipado de las muestras

Todos los casos donde se detectd la presencia de papilomavirus fueron
genotipados mediante secuenciacion, siguiendo la técnica que se describié en el
apartado Material y Métodos. Los genotipos detectados en carcinomas de pene
aparecen en la Tabla 11 y los de carcinoma de vulva en la Tabla 12. Los casos en los
que no se pudo determinar el genotipo son probablemente casos infectados por varios

genotipos, en los que la secuenciacion puede aparecer distorsionada.

Tabla 11: Genotipos detectados en carcinomas de pene y porcentaje sobre el total que
representa cada uno de ellos

CASOS PORCENTAJE
HPV+ 49/65 75,40%
HPV 16 42/49 85,70%
HPV 18 4/49 8,30%
HPV 11 1/49 2,00%
NO CONCLUYENTES 2/49 4,00%
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GENOTIPOS PRESENTES

Fig. 41: Genotipo de los 49 casos positivos de carcinoma de pene

Tabla 12: Genotipos detectados en carcinomas de vulva y porcentaje sobre el total que
representa cada uno de ellos

CASOS PORCENTAJE

HPV+ 11/42 26,2%
HPV 16 2/11 18,2%
HPV 18 5/11 45,5%
HPV 33 3/11 27,3%
HPV 35 111 9%
12 HPV+
10

8

6 HPV18

4

HPV33
HPV16
2 -
0 - .
GENOTIPOS PRESENTES

Fig. 42: Genotipo de los 11 casos positivos de carcinoma de vulva
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4.1.3. Resultados de los estudios inmunohistoquimicos

Los patrones de tincion inmunohistoquimica resultaron similares en los grupos
de tumores de region genital externa masculina y femenina, aunque presentaban
distinta frecuencia. Los resultados, en cuanto a los casos positivos y las diferencias de
intensidad de tincion inmunohistoquimica, los presentamos en los siguientes

apartados.

4.1.3.1. Analisis inmunohistoquimico de p53 en carcinomas de regién genital

externa

La expresiéon inmunohistoquimica de p53 se pudo detectar en el nucleo de los
casos positivos. De acuerdo a los parametros de interpretacion que establecimos (ver
Material y Métodos) encontramos que 35 casos de carcinoma de vulva y 58 de
carcinoma de pene fueron p53 positivos (Figs. 43-45), siendo el resto de casos

negativos.

Fig. 43: Caso moderadamente positivo de carcinoma de pene. Se observa tincién de
nucleos de la capa media, respetando las zonas periféricas (x40)
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Fig. 44: Caso moderadamente positivo de carcinoma de pene (x400)

Fig. 45: Caso intensamente positivo de carcinoma de pene (x400)
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4.1.3.2. Analisis inmunohistoquimico de p16 en carcinomas de regiéon genital

externa

La deteccion de la proteina producto del gen supresor tumoral p16 en los
carcinomas de pene y vulva analizados demostré tincién tanto en nudcleo como en
citoplasma. El analisis inmunohistoquimico con p16 demostré que 41 muestras de
carcinoma de pene y 14 muestras de carcinoma de vulva resultaron ser p16 positivas
(Figs. 46-48).
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Fig. 46: Carcinoma epidermoide de pene moderadamente positivo para p16 (x200)
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Fig. 47: Carcinoma epidermoide de pene intensamente positivo para
p16 (x100)

Fig. 48: Carcinoma epidermoide de pene intensamente positivo para
p16. Se observa tincién tanto en el ntcleo como en el citoplasma
(x400)
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4.1.3.3. Correlacion de la deteccion de HPV con la expresion de p53 y p16 en

carcinomas de pene

De las 16 muestras de pene negativas para presencia de HPV, 14 fueron p53+,

y de las 49 muestras positivas para HPV 44 fueron p53+. El marcaje de p16 resulté

positivo en 32 muestras HPV+ y en 9 muestras HPV- (Tabla 13 y Figura 49).

Tabla 13: Numero de muestras positivas para cada marcador estudiado y porcentajes de

expresion sobre el total de carcinomas de pene

CASOS HPV+ CASOS HPV-
49 (75,4%) 16 (24,6%)

p16+ 32 (65%) 9 (56,3%)

p53+ 44 (88%) 14 (87,5%)

CASOSHPV+ CASOS HPV-

Fig. 49: Representacion grafica de los porcentajes de positividad de marcadores

inmunohistoquimicos en carcinomas de pene

@ TOTAL
H p16+
O p53+
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4.1.3.4. Correlacion de Ila deteccion de HPV con la expresion de p53 y p16 en
carcinomas de vulva

De las 11 muestras de carcinoma de vulva positivas para HPV, 6 demostraron
ser positivas para p53, y de las 31 muestras negativas para HPV, 29 fueron p53+. De
las 11 muestras HPV+ en vulva, 6 fueron p16 positivas, mientras 8 de las 31 muestras
HPV- fueron p16 positivas (Tabla 14 y en la Figura 50)

Tabla 14: Numero de muestras positivas para cada marcador estudiado y porcentajes de
expresion sobre el total de carcinomas de vulva

CASOS HPV+ CASOS HPV-
11 (26,2%) 31 (73,8%)
p16+ 6 (54,5%) 8 (25,8%)
p53+ 6 (54,5%) 29 (93,5%)

@ TOTAL
H p16+
O p53+

CASOS HPV+  CASOS HPV-

Fig. 50: Representacion gréfica de los porcentajes de positividad de marcadores
inmunohistoquimicos en carcinomas de vulva
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4.2. PACIENTES
4.2.1. Numero de pacientes seleccionados

Una vez analizados los datos de filiacion de las 65 muestras seleccionadas de
carcinoma de pene para el estudio, pudimos comprobar que se correspondian a 49
pacientes. Un paciente aportaba 5 muestras, diez pacientes presentaban 2 muestras
tomadas en distintos momentos evolutivos, y dos pacientes aportaban 2 muestras
cada uno al estudio. De las 42 muestras seleccionadas de carcinoma de vulva, 4
correspondian a una misma paciente y otras 2 pacientes aportaban 2 muestras cada
una. Por lo tanto, el numero de pacientes con carcinoma de vulva incluidas en el

presente trabajo es de 37 y el nimero de pacientes con carcinoma de pene es de 49.

4.2.2. Edad de los pacientes

En el caso de los pacientes con carcinomas de pene la media de edad era de
71,57 afos y en el caso de las pacientes con carcinomas de vulva la edad media era
de 72,67 afios. En el total de pacientes estudiados en el estudio el 83% era mayor de

60 afos.

Una particularidad a resaltar en nuestra serie es que no hemos encontrado los
dos picos de maxima incidencia que se describen para el carcinoma de vulva en
algunos articulos. Segun los autores que describen estas dos edades de promedio de
mayor incidencia de carcinoma de vulva, estos datos se podrian explicar por la
presencia o no de papilomavirus y su posible factor etiopatogénico en el carcinoma de
vulva, siendo el papilomavirus responsable etiopatogénico en el grupo poblacional de
menor edad. Por el contrario, los resultados que aportan otros autores concuerdan con
nuestros datos en la edad promedio en la aparicion de las lesiones y en la ausencia de

dos picos de mayor incidencia.
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Fig. 51: Distribucién de la poblacion estudiada por edades y sexo

4.2.3. Estudio histolégico

4.2.3.1. Tipos histolégicos de carcinomas de pene por pacientes

La distribucion y clasificacion histologica de los casos por pacientes mostraba,

como dato mas significativo (Tabla 15 y Figura 52) la no aparicion del subtipo de

carcinoma in situ, algo esperable ya que eran casos de lesiones de bajo grado, previos

a la aparicién de lesiones malignas en los pacientes.

Tabla 15: Tipos histolégicos de carcinoma de pene encontrados en el estudio por pacientes

i NUMERO DE PORCENTAJE
SUBTIPO HISTOLOGIGO MUESTRAS PREVALENCIA
C. EPIDERMOIDE C. 24/49 49%
C. BASALOIDE 1/49 2%
C. SARCOMATOIDE 1/49 2%
C. CONDILOMATOSO 18/49 37%
C. PAPILAR 4/49 8%
C. VERRUCOSO 1/49 2%
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SUBTIPOS HISTOLOGICOS

o C. EPIDERMOIDE C. m C. BASALOIDE
O C. CONDILOMATOSO m C. PAPILAR

O C. SARCOMATOIDE
o C. VERRUCOSO

Fig. 52: Distribucion de los tipos histolégicos en carcinoma de pene por pacientes

4.2.3.2. Tipos histolégicos de carcinomas de vulva por pacientes

El analisis de los casos de carcinoma de vulva por pacientes muestra una

distribucion segun tipos histoldégicos similar a la distribucién por muestras. En este

caso si encontramos el subtipo correspondiente a carcinomas in situ que no

encontrabamos en la distribucién de pacientes masculinos (Tabla 16 y Figura 53).

Tabla 16: Tipos histolégicos de carcinomas de vulva encontrados en el estudio por pacientes

i NUMERO DE PORCENTAJE
SUBTIPO HSITOLOGICO MUESTRAS PREVALENCIA
C. INFILTRANTES 26/37 70,3%
C. EPIDERMOIDE 20/26 77%
C. BASALOIDE 2/26 7,7%
C. CONDILOMATOSO 3/26 11,5%
C. BASOCELULAR 1/26 3,8%
C. in situ 11/37 29,7%
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SUBTIPOS HISTOLOGICOS

O C. EPIDERMOIDE C. m C. BASALOIDE O C. CONDILOMATOSO
0O C. BASOCELULAR mC. insitu

Fig. 53: Distribucion de los tipos histolégicos en carcinoma de vulva

Esta distribucién de los tipos histologicos de muestras de vulva en carcinomas
infiltrantes y lesiones preneoplasicas o in situ, se debe a que los trabajos anteriores
realizados sobre este tipo de casos se han centrado casi exclusivamente en uno u otro
tipo de lesiones. Por lo tanto, para poder realizar un analisis comparativo de los datos
elegimos esta presentacion de los datos, que sera a través de la cual se analicen los

datos por pacientes

4.2.4. Resultados de los estudios de PCR

4.2.4.1. Deteccion de HPV en casos de carcinoma de pene

El niumero total de pacientes en los que se detecto la presencia de HPV fue de
38, siendo mayor el numero de pacientes en los que se llevé a cabo la deteccion con

My09/11 (30) que los detectados con Gp5+/6+ (20), como se muestra en la Tabla 17.
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Tabla 17: Porcentaje de positividades con la técnica de PCR en pacientes con
carcinoma de pene

CON UNO O AMBOS PRIMERS 38/49 (77,55%)
CON My09/11 30/49 (61,20%)
CON Gp05+/6+ 20/49 (40,80%)

4.2.4.2 Deteccion de HPV en casos de carcinoma de vulva

En la Tabla 18 se muestran los resultados de deteccion de HPV en los
carcinomas de vulva, observandose en este caso un numero total de pacientes HPV+

de 11, con ambos sets de primers detectando siete casos cada uno.

Tabla 18: Porcentaje de positividades con la técnica de PCR en pacientes con carcinoma

de vulva
CON UNO O AMBOS PRIMERS 11/37 (29,8%)
CON My09/11 7137 (19%)
CON Gp05+/6+ 7137 (19%)

4.2.4.3 Genotipos encontrados

En el caso de la distribucién de los genotipos encontrados en los 38 casos
positivos de carcinomas de pene observamos cémo, respecto al estudio por muestras,

so6lo se encuentran dos genotipos presentes en las infecciones (Tabla 19 y Figura 54).

Tabla 19: Genotipos detectados en pacientes de carcinoma de pene y porcentaje sobre el
total que representa cada uno de ellos

CASOS PORCENTAJE
HPV+ 38/49 77,5%
HPV 16 32/38 84,20%
HPV 18 4/38 10,50%
NO CONCLUYENTES 2/38 5,30%
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Fig. 54: Genotipos en los 38 pacientes positivos de carcinoma de pene

El estudio de los genotipos de las pacientes de carcinoma de vulva muestra los
mismos datos encontrados que en el caso del estudio de muestras, ya que la
reduccion del tamafno muestral no alter6 el numero de casos positivos para la
presencia de HPV. La variacion es, por tanto, en el porcentaje que representan estos

genotipos al referirlos en esta ocasion al numero de pacientes (Tabla 20 y Figura 55).

Tabla 20: Genotipos detectados en pacientes con carcinomas de vulva y porcentaje sobre
el total que representa cada uno de ellos

CASOS PORCENTAJE
HPV+ 11/37 29,7%
HPV 16 2111 18,2%
HPV 18 5/11 45,5%
HPV 33 311 27,3%
HPV 35 1711 9%
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Fig. 55: Genotipos en las 11 pacientes positivas de carcinoma de vulva.

4.2.5. Resultados de los estudios inmunohistoquimicos

4.2.5.1. Correlacién de la deteccion de HPV con la expresion de p53 y p16 en

carcinomas de pene

De los 38 pacientes con infeccion por HPV, 25 fueron positivos a p16, mientras

que de los 11 pacientes negativos para HPV, so6lo 5 mostraron marcaje positivo de

p16. En el caso del marcaje de proteina p53, 33 de los 38 pacientes positivos para

HPV fueron también positivos para esta proteina; 9 de los pacientes negativos para

HPV mostraron marcaje positivo (Tabla 21 y Figura 56).

Tabla 21: Numero de pacientes con muestras positivas para cada marcador estudiado y

porcentaje de expresion sobre el total de carcinomas de pene

CASOS HPV+

CASOS HPV-

38 (77,5%)

11 (22,5%)

p16+

25 (65,8%)

5 (45,45%)

p53+

33 (86,8%)

9 (81,8%)
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CASOS HPV+ CASOS HPV-

Fig. 56: Representacion grafica de los porcentajes de positividad de

B TOTAL
H p16+
O p53+

marcadores inmunohistoquimicos en pacientes con carcinoma de pene

4.2.5.2. Correlacion de la deteccion de HPV con la expresion de p53 y p16 en

carcinomas de vulva

El numero de pacientes HPV+ con marcaje positivo para p16 fue de 5, mientras

que en pacientes HPV- este numero fue mayor, 7 de las pacientes lo presentaban. En

el caso del marcaje de p53, en pacientes HPV+ encontramos seis positivas, mientras

en pacientes HPV- encontramos quince cuyas muestras resultaron positivas al

marcaje (Tabla 22 y Figura 57).

Tabla 22: Numero de pacientes con muestras positivas para cada marcador estudiado y

porcentaje de expresion sobre el total de carcinomas de vulva

CASOS HPV+ CASOS HPV-
11 (29,8%) 26 (70,2%)
p16+ 5 (45,45%) 7 (27%)
p53+ 6 (54,5%) 15 (57,7%)
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ETOTAL
B p16+
Op53+

CASOS HPV+ CASOS HPV-

Fig. 57: Representacion gréfica de los porcentajes de positividad de marcadores
inmunohistoquimicos en pacientes con carcinoma de vulva
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Discusion

5.1. ANALISIS DE LA TASA GLOBAL DE INCIDENCIA DE HPV EN
CARCINOMAS DE REGION GENITAL EXTERNA

5.1.1. Tasa de incidencia de HPV en carcinomas de pene

La incidencia de infeccion por HPV para carcinomas de pene que se ha
comunicado en la literatura para es muy variable, con tasas que oscilan entre el 13,5y
el 71% en series amplias de casos. La variabilidad de resultados podria ser explicada
por distintos factores, entre los que destacariamos, por un lado, la variabilidad de las
poblaciones que se analizan, y por otro, la técnica utilizada para la deteccion del virus.
Con el fin de poder analizar estos factores, realizamos un analisis comparativo de las
series que aparecen en la literatura con mayor numero de casos, y que han utilizado la
técnica de PCR para la deteccion del virus. Los datos del analisis bibliografico los
resumimos en la Tabla 23, que muestra como los resultados obtenidos son

proporcionalmente elevados, en lo que respecta al porcentaje de positividad para HPV.

Tabla 23: Tabla de incidencia de HPV en carcinoma de pene segun analisis bibliografico. En la
columna de autores se resefia solo el primer autor

Autores Ano Casos Poblacion Metodologia Primers HPV+

Villa L 1986 18 Sao Paulo Muestras congeladas Gp5+/6+ 44.4%
PCR Radiactiva

Picconi MA 2000 38 Argentina Formol/Parafina Gp5+/6+ 71%
PCR Radiactiva

Chan KW 1994 41 Hong Kong Formol/Parafina Sélo para HPV 14,6%

16/18
Rubin MA 2001 142 USAy Formol/Parafina SPF10 42,2%
Paraguay

Lont AP 2006 171 Holanda Formol/Parafina Gp5+/6+ 29%

Bezerra ALR 2001 82 Brasil Formol/Parafina Gp5+/6+ 30,5%

Heideman DAM 2007 83 Holanda Formol/Parafina Gp5+/6+ 55%
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5.1.2. Analisis de causas para la alta incidencia detectada en nuestro

trabajo

La tasa de deteccibn de HPV que hemos alcanzado en nuestro trabajo,
comparada con la de los estudios expuestos, puede ser considerada elevada,
aproximandose a la serie que muestra una incidencia mas alta de HPV y que
alcanzaba el 71% (Picconi et al, 2000). Esta alta incidencia puede tener varias
explicaciones: por un lado una influencia de tipo genético; por otro lado podria estar
influenciada por los habitos socio-sanitarios de la poblacion de estudio; y por ultimo,
podria influir la técnica utilizada para detectar el papilomavirus.

Por lo que respecta a la influencia de un factor genético segun las poblaciones
de estudio, se puede ver que diferentes estudios realizados en poblaciones de origen
similar muestran tasas de infeccion por HPV distintas. Esto se ve tanto en trabajos
realizados en poblaciones de Holanda, donde 2 articulos distintos muestran una
incidencia del 29 y 55% (Lont et al, 2006; Heideman et al, 2007), como en la poblacion
de Brasil, con oscilaciones entre el 71% y el 13,5% (Picconi et al, 2000). Ademas, mas
adelante cuando analicemos la prevalencia de HPV en carcinoma de vulva veremos,
que ésta es igual o menor que en el resto de poblaciones estudiadas. Si existiera un
determinante de tipo genético cabria esperar, en principio, que se manifestara en
ambos sexos, puesto que las alteraciones descritas como posibles causantes de
mayor susceptibilidad a la infeccién por HPV son ligadas a los genes de p53 o p16

(Jee et al, 2004) que no se encuentran en el cromosoma Y.

Los datos de variabilidad en la deteccion de HPV en distintos estudios de una
misma poblacion, parecerian también excluir la influencia de los habitos de
comportamiento sexual en las poblaciones de origen para explicar la variabilidad de la
presencia de HPV en carcinomas de pene. Sin embargo, existe un dato en la serie que
presentamos que determina la alta incidencia de deteccién de ADN de HPV en las
muestras de nuestro estudio. Este factor esta en relacién con la alta prevalencia de
carcinomas de tipo condilomatoso en la poblacion estudiada. Como explicaremos en el
apartado de la discusion sobre los tipos histologicos, este tipo de carcinoma muestra
marcados signos de cambios coilociticos y se asocia muy frecuentemente con
infeccion por HPV (Ouban et al, 2003), lo que podria explicar la mayor incidencia de

HPV encontrada en nuestro trabajo.
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Sin embargo, con los datos que presentamos, el factor que mayor influencia
parece tener en la deteccion de HPV en carcinomas de pene, esta en relacion con la
técnica utilizada para la deteccion del virus. Asi, vemos que los trabajos destinados a
la deteccién de tipos virales especificos (genotipos 16 y 18) muestran una incidencia
baja de 14,6% (Chan et al, 1994).

Por lo tanto, creemos que el principal condicionante que puede explicar las
diferencias de sensibilidad en la deteccién del virus es la metodologia utilizada para
ello. Los protocolos técnicos disefiados para nuestro estudio tenian como objetivo
poder detectar la presencia de HPV con una alta sensibilidad, manteniendo la
especificidad. De esta forma pretendemos acercarnos a la tasa real de casos positivos
para HPV. Para ello, la metodologia disefiada garantizaba, en primer lugar, que sélo
se utilizaran casos en los que hubiera cantidad suficiente de ADN en cada muestra,
para garantizar que los resultados obtenidos de la técnica de PCR fueran fiables. Con
este fin, sélo consideramos validas las muestras donde la extraccion de ADN nos
permitiera la obtencion de suficiente cantidad de, de al menos 15
nanogramos/microlitro de extracto medidos mediante espectrofotometria (Nanodrop),
para usar una cantidad fija de 200 nanogramos de ADN en cada reaccién. Ademas de
presentar una suficiente cantidad de ADN, otro requisito que debian cumplir las
muestras para ser incluidas en el estudio, era que este ADN obtenido debia estar en
un buen estado de conservacion. La calidad del ADN la determinamos realizando una
amplificacién especifica de un gen constitutivo en humanos (B- globina), tal como
explicamos en el apartado Material y Métodos. Todas las muestras que no cumplieron

estos requisitos fueron excluidas del estudio.

Ademas de los dos factores analizados previamente, y dentro de los factores
técnicos que influyen en la sensibilidad de la técnica, pensamos que la seleccion de

los primers es el factor aislado que mas influencia la sensibilidad de la técnica.
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5.1.3. Tasa de incidencia de HPV en carcinomas de vulva

Existen algunos trabajos que han analizado la presencia de HPV en
carcinomas de vulva. Aunque emplean diferente metodologia a la utilizada en esta
tesis, pueden servirnos para un analisis comparativo de los resultados. Estos trabajos

se resumen en la Tabla 24.

Un dato resefiable de los estudios incluidos en esta revision bibliografica es
que la mayoria de ellos hacen especial referencia a las lesiones in situ de tipo VIN Ill.
En puntos posteriores de esta discusion analizaremos de forma mas especifica esta

relacion, aqui nos fijaremos en la cifra global de casos.

El primer hecho que llama la atencion al comparar nuestros resultados con los
de la bibliografia consultada al respecto, es la baja incidencia de HPV obtenida en
nuestro trabajo, con respecto a la mayoria de los trabajos anteriores. El dato a tener
en cuenta para esta comparacion seria la incidencia de la infeccion obtenida al tomar
como referencia el numero de pacidentes estudiados, ya que éste es el criterio usado
en la mayoria de los casos, valor que en nuestro caso representa un 29,8% de

presencia del virus, sobre el total de 37 pacientes o casos.

Este resultado de menor incidencia obtenida, podria ser achacado al tamano
muestral de la serie, que podria no ser representativo. Sin embrago, esto se puede
descartar, ya que, exceptuando tres de los trabajos resefiados (Skapa et al, 2007;
Madsen et al, 2008; Sutton et al, 2008), en los demas articulos citados se trabajo

sobre un numero de muestras menor o igual al nuestro.

Como se comentdé en el apartado anterior de la presente discusion, las
muestras procesadas para el estudio de los carcinomas de vulva correspondian a una
poblaciéon femenina, con un rango de edad mayoritario cercano a los 65 afos. Esto
contradice algunos de los estudios anteriores, que muestran cémo las infecciones de
HPV detectadas en carcinomas de vulva se presentan en dos picos o rangos de edad,
uno en poblacion femenina joven en edad reproductiva, y otro que comprende a
pacientes con edad a partir de los 60 afios que corresponderia a la mayoria de los

casos encontrados en nuestro estudio.

La no aparicion de este pico de incidencia a la edad mas temprana, puede ser
debida al tipo de poblacién atendida en el area asistencial que es objeto de estudio. El
territorio de Castilla-La Mancha asistido por el Complejo Hospitalario de Albacete, del

cual se obtuvieron las muestras estudiadas, comprende un espectro de poblacién
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mayoritariamente por encima de los 60 afos, con lo que estadisticamente las
posibilidades de que las pacientes entraran en el rango de edad correspondiente al

segundo pico de incidencia son muy elevadas.

Por otra parte, esta tendencia estadistica de dos picos de incidencia maxima,
se puede atribuir también a la implantacion de los sistemas de revisiones
ginecolégicas regulares desde hace unos afos en los sistemas de sanidad,
precisamente motivada por la necesidad de la deteccion precoz de patologias
carcinomatosas in situ o preneoplasicas antes de su malignizacion. Este sistema de
cribado sanitario podria haber creado un sesgo en las poblaciones a estudiar, teniendo
por un lado todas aquellas pacientes que por edad han entrado en el sistema de
deteccion precoz a una edad avanzada vy, por ello, tienen mayores probabilidades de
que la patologia genital se haya iniciado y desarrollado con anterioridad; en otro rango
de edad estarian las pacientes mas jovenes de los estudios, que corresponderian a
todas aquéllas a quienes los protocolos ginecolégicos de deteccion precoz del cancer
genital han podido detectar dichas lesiones en estadios primarios no malignos, en la

mayoria de los casos.

En concreto, y segun lo expuesto anteriormente, en nuestra poblacién de
estudio, al estar compuesta por pacientes con edades incluidas en el segundo pico
tedrico de incidencia, seria de esperar un diagndstico mayoritario de los subtipos
malignos de carcinomas de vulva, por la ausencia de los controles de cribado en su
momento correspondiente. Efectivamente, el porcentaje de estos subtipos en nuestro
estudio es del 71,40% sobre el total de casos estudiados, siendo solamente del

28,60% el porcentaje de casos correspondientes a lesiones preneoplasicas o in situ.

Esta distribucion de la patologia en dos rangos de edad mas o menos
determinados se apoya también por la identificacion de dos vias independientes
implicadas en la carcinogénesis vulvar (van der Avoort et al, 2006). Una primera via
seria la asociada a la presencia de HPV, que tiende a ocurrir en mujeres jévenes con
historial clinico de verrugas genitales, displasia cervical y/o inmunosupresion. Estos
carcinomas suelen pertenecer a los subtipos basaloide o condilomatoso y se
desarrollan a partir de lesiones in situ de tipo VIN lll. Una segunda via, de aparicion
de carcinomas vulvares no asociada a HPV es la encontrada en mujeres de edad
avanzada. Histolégicamente corresponden a carcinomas epidermoides de tipo comun
y Su aparicion se asocia a procesos inflamatorios cronicos o lesiones del tipo del lichen
sclerosus. Aunque este punto se desarrollara mas ampliamente en el apartado

correspondiente a la relacion entre subtipos histolégicos y HPV, la elevada edad media
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de la poblacién estudiada y el tipo de lesiones encontradas, se relacionan
directamente con la disminucién de la aparicion de ADN viral en nuestras muestras,

respecto a la literatura previa presentada.

Tabla 24: Tabla de incidencia de HPV en carcinoma de vulva segun analisis bibliografico. En la columna
de autores se resefia solo el primer autor

Autores Ao Casos Poblacion Metodologia Primers HPV+
Formol/Parafina
PCR Especificos
Toki T 1991 30 USA H.is. para E6 13 (43,3%)
Formol/Parafina
PCR Especificos
Park JS 1991 30 USA H.is. para E6 21 (61%)
Especificos
H@rdind U 1994 78 carcinomas Dinamarca Formol/Parafina para E6 24 (30,8%)
76 carcinomas Especificos 90% en VIN I
HGrdind U 1996 67 VIN Il Dinamarca Formol/Parafina para E6 42% en carcinomas
Van Beurden M 1998 27 (VIN) Holanda Formol/Parafina Gp5+/6+ 100% en VIN Il
Formol/Parafina
Srodon M 2006 34 VINIIl USA PCR PGMY 09/11 43 (100%)
98.8% en VIN
Republica Formol/Parafina 42.0% en
Skapa P 2007 172 Checa RLB Gp5+/6+ carcinomas
Osakabe M 2007 21 Japoén PCR-RFLP Gp5+/6+ 5 (24%)
Madsen BS 2008 116 Holanda Formol/Parafina Gp5+/6+ 50%
Sutton BC 2008 116 Holanda Formol/Parafina Gp5+/6+ 70%
de Koning MN 2008 39 Holanda Formol/Parafina Gp5+/6+ 38 (97%)

5.1.4. Analisis comparativo de la presencia de HPV en carcinomas de

region genital externa masculina y femenina

La diferencia en la deteccién de HPV que encontramos en nuestro estudio
entre los carcinomas de regién genital externa masculina y femenina, es relevante en
cuanto a la diferencia del numero de casos HPV positivos entre un sexo y el otro. La
proporcion de casos HPV+ en los carcinomas de regidn genital externa masculina
alcanz6 una tasa del 77,55%, mientras que en carcinomas de region genital externa

femenina fue del 29,8%.

Nuestro trabajo es el primero que se realiza en el que se analiza la presencia
de HPV en carcinomas de region genital externa de ambos sexos, en una misma

poblacién mediante una metodologia de deteccién de HPV idéntica, por lo que no
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podemos extrapolar los resultados obtenidos con los de otros. El hecho de que exista
esta marcada diferencia en la deteccion de HPV puede indicar, en primer lugar, que
los mecanismos etiopatogénicos que inciden en la aparicion de los carcinomas de
pene y de vulva son distintos. Como se ha hecho notar anteriormente, existen otros
condicionantes etiopatogénicos que se ha demostrado que influencian la aparicién de
estos carcinomas. Entre éstos, se pueden destacar factores locales y generales o
sistémicos. Al hablar de factores locales, podemos referirnos a lesiones que producen
alteraciones cronicas, que puedan incrementar el riesgo de aparicion de carcinomas.

Entre éstos, se encuentran el liquen escleroatréfico o el liquen simple crénico.

En cuanto a factores sistémicos, se ha comprobado que las alteraciones de la
inmunidad, especialmente la inmunodeficiencia, incrementan la tasa de carcinoma
genital (Poblet et al, 1996). Otros factores generales que también se han descrito
como influyentes para esta patologia serian el tabaco o el nivel socioeconémico
(Castellsagué et al, 2002). Otro factor que pensamos que podria influir en la mayor
presencia de HPV en carcinomas de regién genital externa masculina frente a la
femenina, es el que se refiere a la deteccion de las lesiones precursoras. Algunos
carcinomas de de region genital vienen precedidos por lesiones preneoplasicas de tipo
VIN o PIN. Precisamente, estos carcinomas que provienen de la evolucion de lesiones
displasicas son los que se han relacionado mas con la infecciéon por HPV, y existe al
menos un factor que influye en esta prevencién sanitaria de lesiones preneoplasicas,
fundamentalmente en la poblacion femenina. Serian las campafas de prevencion de
carcinoma de cérvix, que si bien no incluyen la prevencion de lesiones vulvares entre
sus objetivos directos, pueden influir positivamente en su prevencién, porque cualquier
alteracion observada en las pacientes sera documentada durante dichas revisiones

ginecoldgicas.
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5.2 ANALISIS DE LA SENSIBILIDAD DE LOS DOS SETS DE PRIMERS
UTILIZADOS

Al analizar la sensibilidad de los dos sets de primers que hemos utilizado en
nuestro trabajo, nos encontramos con que en el total de casos estudiados la
proporcion de casos positivos con los sets de primers My09/11 y Gp5+/6+ es diferente.
Cuando se analizan los casos de carcinoma con el set de primers My09/11 se observa
una sensibilidad del 83,3%, frente a un 53,3% de sensibilidad del set de primers
Gp5+/6+.

5.2.1. Teoria para explicar la mayor sensibilidad de los primers My09/11

Existe una teoria, generalmente aceptada, de que en muestras fijadas en
formol e incluidas en parafina, que se analizan mediante técnicas de amplificacién por
PCR, el porcentaje de casos positivos obtenidos es mayor cuanto menor es el tamano
del fragmento de ADN a amplificar (Qu et al, 1997). Esto se explica porque el proceso
de fijacién en formol e inclusion en parafina produce una fragmentacion del ADN y, en
consecuencia, una pérdida de la eficiencia de amplificacion; es decir, cuanto mayor
sea el fragmento a amplificar, mayor probabilidad de que se encuentre incluido en él
alguno de los posibles puntos de ruptura del ADN por la mala conservacion en los

fijadores.

Sin embargo, en nuestro estudio observamos que no se cumple esta teoria,
puesto que obtuvimos un porcentaje mayor de positividades con los primers My09/11,
que generan un producto de amplificacién de 450 pares de bases, que con los primers
Gp5+/6+ que generan un producto de amplificacion menor, de tan sélo 150 pares de
bases. La posible explicacion de este hallazgo la podemos encontrar en que el set de
primers Gp5+/6+ amplifica adecuadamente niveles bajos de ADN del virus cuando hay
un numero limitado de bases no concordantes entre el ADN de HPV en la muestra
sometida a estudio y el primer utilizado. Sin embargo, cuando el nimero de bases que
no son concordantes es de 4 6 mas, se ha visto que la sensibilidad de la amplificacion

disminuye cuatro veces o mas (de Roda Husman et al, 1995).

Como hemos descrito, en los canceres y lesiones de alto grado donde el
papilomavirus desempefia un papel patogénico, existe generalmente una integracion
del ADN viral en el genoma de la célula hospedadora. Cuando esta integracion tiene

lugar, se producen numerosos fendmenos de deleccion y/o mutacion en el ADN (Van
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den Brule et al, 1990; de Roda Husman et al, 1995). Si estos fendmenos de deleccion
y/o mutacion se producen en las regiones de solapamiento del ADN viral con los
iniciadores de la reaccion de amplificacidn, se observa una marcada disminucion de la
sensibilidad de deteccién de papilomavirus al utilizar los primers Gp5+/6+ (Karlsen et
al, 1996; Qu et al, 1997). Estos resultados no se han comunicado cuando se utiliza el
set de primers My09/11, posiblemente debido a que éstos son primers de consenso
degenerados, que se diseflaron para la deteccion de multiples variantes del
papilomavirus. En el disefio de estos primers degenerados se sustituye aleatoriamente
una o mas de las bases que componen el primer por otras bases. De esta forma, los
primers de consenso degenerados incluyen en cada cadena de 8 a 16 posibles
variantes (Tabla 25), y por lo tanto, pueden detectar un amplio rango de tipos de ADN
viral (Manos et al, 1990).

Tabla 25: Primers especificos para HPV que se han utilizado y secuencias

PRIMER SECUENCIA

My09 5-CGT CCM ARR GGAWAC TGA TC-3°(*)
My11 5’-GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG-3" (*)
Gp05+ 5-TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC-3°
Gp06+ 5’-GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3°

(*) Las variaciones en la secuencia de los primeres My09/11 son: M=A, C; R=A,G;
W=AT

5.2.2. Demostracion de la conveniencia de asociar diferentes sets de

primers

En el presente trabajo hemos encontrado que la asociacion de al menos dos
juegos de primers incide notablemente en el incremento de la deteccién de HPV.
Como se ha comentado anteriormente, los trabajos que se han realizado en
carcinomas de pene utilizan sélo un par de primers de consenso (Villa et al, 1986;
Sarkar et al, 1992; Chan et al, 1994; Bezerra et al, 2001; Picconi et al, 2000; Rubin et
al, 2001). Sin embargo, los trabajos realizados con diferentes sets de primers en
cérvix, especialmente los que han utilizado los primers mas frecuentemente usados,
My09/11 y Gp5+/6+, han demostrado una marcada discrepancia entre el nimero de
casos amplificados con cada set de primers. Esto sugiere que cada uno de estos set

de primers tiene un potencial diferente para amplificar ADN viral. Por esta razén, la
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prevalencia de la presencia de ADN viral en muestras clinicas puede ser subestimada
si s6lo se utiliza un set de primers (Qu et al, 1997), hecho demostrado previamente en

investigaciones realizadas en carcinomas de cérvix mediante PCR.

Si tenemos en cuenta que el numero total de muestras examinadas es de 107,
el uso del set de primers My09/11 nos indicaria que 50 de éstas son positivas para
HPV, un 46,7% del total; el uso de Gp5+/6+ nos mostraria la positividad de 32
muestras, un 30% del numero total de muestras. Sin embargo, la aplicacién del
protocolo de uso conjunto de los dos sets de primers de consenso nos permite ampliar
el numero total de muestras positivas hasta 60 (valor que hemos considerado nuestro
gold estandar para los analisis de sensibilidad), lo cual representa un 56% de

positividad global de las muestras estudiadas.

De esto se desprende que el uso de mas de un juego de primers de consenso,
dos en este caso, aumenta considerablemente la sensibilidad de la deteccion de HPV

en carcinomas de region externa.
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5.3. TIPOS HISTOLOGICOS ENCONTRADOS Y SU CORRELACION CON
LA PRESENCIA DE HPV

En los numerosos estudios sobre la incidencia de la presencia de HPV en
carcinomas de regidn genital externa, se ha establecido una posible relacién entre los
diferentes subtipos histolégicos descritos, y su evolucién con la presencia / ausencia

del virus en los mismos.

En el caso del pene, un analisis de los datos existentes en la bibliografia
previa, nos presenta unos datos medios aproximados de la aparicion de cada subtipo
histolégico (Tabla 26): el subtipo mayoritario, con un 59% de casos globales, seria el
carcinoma epidermoide comun; la segunda proporcion mayor corresponderia a los
carcinomas verruciformes, dentro de los cuales el subtipo papilar seria el mas
representado; con un 15% de los casos, seguido del tipo condilomatoso o warty, con
un 10%, y por ultimo, el subtipo verrucoso, con apenas un 3% de los casos. Como ya
se comentd anteriormente la aparicién de los subtipos basaloide y sarcomatoide es
minoritaria frente al resto, siendo de un 10% y un 3%, respectivamente (Cubilla et al,
2001). Respecto a la relacién de cada subtipo con la infeccién por HPV, es destacable
la practicamente nula aparicion de casos de carcinoma verrucoso asociados a
infeccion por HPV, mientras que los carcinomas de tipo condilomatoso presenta una

relacion con HPV mucho mayor que el resto.

Con estos datos preestablecidos, la comparacion de los resultados obtenidos
en este trabajo arroja un dato significativo, y es la aparicion de un porcentaje de
carcinomas de tipo condilomatoso, que practicamente cuadruplica los datos de la
literatura previa, un 37% obtenido por nuestro grupo, frente al 10% esperado segun los

resultados de trabajos anteriores.

Este alto porcentaje de aparicion del subtipo condilomatoso explicaria en gran
medida el alto porcentaje de incidencia de HPV en carcinoma de pene obtenido en el
estudio, ya que, como se ha comentado anteriormente, es el subtipo que mas
frecuentemente se asocia a la infeccion por HPV. En nuestro estudio, la incidencia
detectada es del 75,4% sobre el total de casos, porcentaje muy alto, en comparacién
pero achacable en parte a esta aparicion mayoritaria del subtipo histolégico de

carcinoma condilomatoso.
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Tabla 26: Incidencia de subtipos histolégicos de carcinoma de pene en la literatura previa y
en el presente trabajo, y su relacion con la infeccion por HPV

% %
(Literatura (Trabajo
previa) presente) HPV
C. EPIDERMOIDE C. 59% 49% (24/49) +
C. BASALOIDE 10% 2% (1/49) ++
C. SARCOMATOIDE 3% 2% (1/49) +
C. CONDILOMATOSO 10% 37% (18/49) ++
C. PAPILAR 15% 8% (4/49) +
C. VERRUCOSO 3% 2% (1/49) -

En el caso de los carcinomas vulvares, la literatura al respecto es menos
extensa, ya que los trabajos realizados en aparato genital femenina estaban centrados
hasta hace unos afios principalmente en el cancer cervical por su alta incidencia

mundial entre la poblacién femenina.

Desde el punto de vista histoloégico, y como ya hemos comentado
someramente en apartados anteriores, muchos de los trabajos previos se centran en
lesiones preneoplasicas o malignas de bajo grado, es decir, lesiones tipo VIN (Srodon
et al, 2006; Skapa et al, 2007), aunque recientemente ya se dispone de mas
informacion global sobre la incidencia de las lesiones carcinomatosas de alto grado en
vulva, y su relacién con la presencia de HPV. En estos trabajos se han identificado dos
vias independientes de carcinogénesis vulvar (van der Avoort et al, 2006), una
relacionada con la infeccion por HPV, y otra segunda via relacionada con procesos

inflamatorios crénicos o autoinmunes.

En cualquier caso, los subtipos predominantes son los correspondientes a
lesiones in situ, posibles precursoras de lesiones de alto grado, y a carcinomas de tipo
epidermoide comun, seguidas por la aparicién de los tipos basaloide y condilomatoso,
que al igual que en el caso del pene, son los que mayor asociacion presentan con la

presencia de HPV en dichas lesiones (Tabla 27).

Segun lo discutido en el apartado correspondiente al andlisis de la incidencia
global de HPV en los carcinomas de vulva, la poblacion estudiada consistia, en un

gran porcentaje en muestras que provenian de pacientes con una edad avanzada.
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Este hecho justificaria la alta proporcion de carcinomas de tipo epidermoide
comun encontrada en nuestro estudio. Al encontrarse este tipo de carcinoma asociado
en mayor medida a la via de aparicion sin asociacion con HPV, los resultados
presentados por nuestro estudio demuestran concordancia con los valores tedricos
esperados, es decir, un numero elevado de pacientes con edades en un rango alto
suponen un mayor aporte de casos no encuadrados en los supuestos de asociacion
con HPV.

Tabla 27: Incidencia de subtipos histolégicos de carcinoma de vulva en la literatura previa y
en el presente trabajo, y su relacién con la infeccién por HPV

% %
(Literatura (Trabajo
previa) presente) HPV

C. INFILTRANTES

C. EPIDERMOIDE 65% 55% (20/37 +

C. BASALOIDE 28% 5,50% (2/37) ++

C. CONDILOMATOSO 7% 8,20% (3/37) ++

C. BASOCELULAR <2% 2,70% (1/37) -
C. in situ (¥ 29,70% (11/37) ++

(*)No se presenta porcentaje esperado de carcinomas in situ porque, al ser tratados
siempre como un subtipo especifico, se han estudiado sin formar parte del resto
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5.4. GENOTIPOS ENCONTRADOS EN LOS CASOS HPV+

La asociacion causal del carcinoma genital con la presencia de HPV (zur
Hausen, 1996), ha llevado al analisis exhaustivo de esta relacion y a la clasificacion de
los subtipos virales segun su grado de patogenicidad, como ya se ha expuesto
previamente, en HPV de alto o de bajo riesgo. Los datos mas recientes apuntan a una
asociacion de mas del 90% entre cancer cervical y HPV de alto riesgo. Estos HPV de

alto riesgo corresponden a los genotipos 16, 18 y 33 entre otros (Sutton et al, 2008).

Esta asociacion, en mayor o menor medida, seria esperable en el resto de
patologias carcinomatosas genitales relacionadas con la infeccién por HPV. En el caso
de los carcinomas de pene este porcentaje de aparicién de genotipos parece estar
sujeto a variabilidad segun la regién geografica de realizacién de cada trabajo.
Mientras en los estudios llevados a cabo en Europa y zonas de América del Norte el
genotipo mas frecuente, con diferencia sobre el resto, es el HPV 16 (Sarkar et al,
1992; Rubin et al, 2001). En los trabajos con muestras de regiones de América del Sur
aparece como genotipo predominante el HPV 18 (Villa y Lopez, 1986; Picconi et al,
2001). Como se ha mostrado en los apartados referidos a la presentacion de
resultados por muestras y por pacientes, los datos obtenidos en el presente trabajo
presentan la concordancia esperada segun esta distribucion geografica y
epidemioldgica de los genotipos, encontrandose el HPV 16 en el 85% de los casos
positivos estudiados. El siguiente genotipo en frecuencia de aparicion es HPV 18,
ademas de dos casos en los que la secuenciacion no fue concluyente a la hora de

asegurar el genotipo presente en esas muestras.

Los datos correspondientes a lesiones neoplasicas de vulva y a los genotipos
presentes en las mismas (Sutton et al, 2008) muestran una prevalencia de los
genotipos de alto riesgo 16, 33 y 18 en diferentes proporciones. En el caso del HPV 16
se presenta con una prevalencia de entre un 50% y un 80,2%, mientras el HPV 33
muestra una incidencia aproximada del 15%. Hay que tener en cuenta que estos datos
representan porcentajes de aparicion de genotipo de HPV en lesiones de tipo
carcinoma invasivo, ya que en el caso de tener en cuenta lesiones de bajo grado tipo
VIN, los porcentajes varian con la graduaciéon de la lesién. En lesiones tipo VIN | los
genotipos asociados son principalmente los HPV 6 y HPV 11 de bajo riesgo. Por el
contrario, en lesiones graduadas como de tipo VIN lll, supuestas precursoras de
lesiones invasivas o malignas, entre un 90% - 100% de los genotipos encontrados
corresponden a HPV 16 (Srodon et al, 2006). Este hecho apoyaria la teoria de las

lesiones tipo VIN Ill como precursoras de los carcinomas.
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El genotipado de las muestras de vulva en nuestro trabajo nos permitié
confirmar la presencia de estos tres genotipos de alto riesgo en las mismas,
encontrado que el HPV 18 se encontraba presente el el 45,5% de las muestras
positivas para HPV. HPV 33 fue el segundo genotipo en porcentaje de presencia, con
un 27,3%; mientras que HPV 16 y 35 aparecieron minoritariamente, con un 18,2% y un

9% de presencia, respectivamente.

5.5. EVALUACION DE LA CORRELACION ENTRE LA DETECCION DE HPV
Y LA EXPRESION DE LOS GENES SUPRESORES TUMORALES P16y P53

Uno de los objetivos propuestos para la elaboracién de la presente tesis
doctoral es el de evaluar la correlacidn entre los resultados obtenidos en la
clasificacién histolégica de las muestras, la presencia / ausencia de HPV y sus indices
de incidencia, y la expresion de las proteinas celulares p16 y p53. En los anteriores
apartados de la discusion hemos desarrollado todos aquellos aspectos relacionados
con la histologia y la deteccion viral en el trabajo realizado; en este apartado
intentaremos establecer, basandonos en los datos inmunohistoquimicos, la posible
relacion existente entre todo ello y estas dos proteinas que han sido propuestas como

factores diagnésticos para las patologias neoplasicas asociadas a HPV.

Cabe recordar para ello, la interaccion demostrada entre estas dos proteinas
reguladoras del ciclo celular y varios de los transcritos virales de HPV. La proteina p53
en su condicién normal en el ciclo celular tiene funcién reguladora de los procesos de
reparacion del ADN, a través de la activacion de proteinas que intervienen tanto en la
propia reparacion como en el paro del ciclo celular hasta que el dafo esté reparado,
como es el caso de la proteina p21. La interaccion de la proteina E6 de los HPV de
alto riesgo con p53 se produce a través de su unién a ella y a una ubiquitina ligasa
celular (EBAP), lo que lleva a la ubiquitinizacién y posterior degradacion proteasémica
de p53. Esto reduce su vida media, y con ello su capacidad de activacion de los

mecanismos celulares que controla.

Ademas de esta alteracion de la funcion normal de p53, existe otra posible
alteracion sin mediacién de infecciodn viral, y es la mutacion somatica de p53, dando
lugar a una forma mas estable de la proteina, con lo que los niveles alterados de esta

proteina también llevan a una desregulacion del control del ciclo celular.
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Precisamente, el hecho de que con relativa frecuencia exista en algunos
tumores esta version mutada de p53, es el principal obstaculo a la hora de valorar sus
resultados como marcador diagnéstico de la infeccion por HPV. La mayoria de
trabajos realizados al respecto basan su metodologia en la deteccién
inmunohistoquimica de p53 o en la deteccién por PCR de mutaciones en el gen, pero

no en ambas técnicas.

En el caso de carcinomas de wvulva, por ejemplo, los estudios
inmunohistoquimicos muestran que la sobreexpresion de p53 es comun e
independiente de la presencia de HPV (Kagie et al, 1997). Sin embargo,
investigaciones en las que solo se usaron técnicas moleculares para el analisis de p53
sugieren que los tumores sin presencia de HPV tienen tendencia a tener una mayor
frecuencia de mutaciones del gen p53 que los tumores donde era detectado HPV (Lee
et al, 1994).

Los datos que aporta nuestro trabajo se basan en protocolos
inmunohistoquimicos de deteccién, y por ello muestran concordancia con los
resultados anteriores obtenidos con esta técnica. En nuestro estudio, el 54,5% de los
casos con presencia de HPV mostraban sobreexpresién de p53, mientras que en los
casos sin presencia de HPV, p53 se sobreexpresaba en un 57,7%. Tras el tratamiento
estadistico obtuvimos una no asociaciéon entre las variables que suponian la
sobreexpresion de la proteina y la presencia o no de virus, es decir, la expresion de

p53 es independiente de la infeccidn.

La proteina p16 pertenece a la familia INK4 de inihibidores de las kinasas
celulares dependientes de ciclinas, las cuales actian como mediadores del ciclo
celular. La interaccion de p16 con CycD y Cdk4 mantiene inactiva la kinasa celular; en
el momento que p16 se disocia de este complejo, la kinasa se activa e interviene en la
separacion del complejos pRb/E2F. La liberacion de estos componentes promueve la
transcripcion de proteinas necesarias para la sintesis de ADN a través de E2F, y por

otro lado libera la forma fosforilada de pRb.

Las acciones de la proteina E7 de los HPV de alto riesgo sobre pRb pueden
llevar a una variacion detectable de los niveles celulares de p16. Esta variacion
también puede deberse a mutaciones del propio gen o a hipermetilaciones del

promotor.

En la carcinogénesis del cérvix se considera que existe una sobreexpresion de

p16, que es resultado de la inactivacién de pRb por E7, considerandose asi, esta
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sobreexpresion, como un marcador especifico para carcinomas cervicales con
infeccion por HPV de alto riesgo. Algunos trabajos han propuesto también p16 como
marcador especifico de neoplasias vulvares con presencia de HPV (Santos et al,
2004), pero no existen datos suficientes que apoyen esta teoria. Por el contrario,
Osakabe sugiere, tras comprobar la expresion de p16 y de pRb conjuntamente, que la
sobreexpresion de p16 en carcinomas epidermoides de vulva es inducida por vias

diferentes a las establecidas por la teoria anterior (Osakabe et al, 2007).

Refiriéendonos a los datos concretos ofrecidos por nuestro estudio observamos
que la sobreexpresion de p16 en casos relacionados con HPV se da en un 45,45% de
los casos. Sin embargo, al ver los resultados en muestras no relacionadas con HPV
tenemos que un porcentaje cercano al 30% de las muestras presenta sobreexpresion
tras el tratamiento estadistico. Se puede decir, por lo tanto, que en los casos
analizados en la presente tesis doctoral no se observa una correlacién entre la
expresion de p16 y la presencia de HPV. Este hecho podria ser explicado por las

diferentes vias de alteracion de la ruta de p16 que se detallan posteriormente.

Un dato que podria llamar la atencion al analizar los resultados estadisticos de
asociacion obtenidos es la existencia de relacion entre HPV y sobreexpresién de p16
en el analisis de muestras. Esto es légico dado que habia un determinado numero de
pacientes que aportaban varias muestras al estudio, pero dicha asociacion se pierde al

considerar el nimero de pacientes como elemento de estudio.

El estudio de estos marcadores en los casos de carcinoma de pene resulta
mas discordante con los datos previos. Ferreux, en su trabajo de 2003, expuso por
primera vez un estudio del marcaje de p16™* en carcinomas de pene, encontrando
expresion de la proteina en un 65% de los casos positivos para HPV y sélo en un 6%
de los casos negativos incluidos en su estudio. En esta misma linea han sido
publicados posteriormente varios trabajos que reportan un aumento de expresion de
p16 en casos de carcinoma de pene (Kreuter et al, 2008; Prowse et al, 2008), con
porcentajes de aparicion del marcaje del 50% y del 100% de los casos positivos para
HPV. Hay que hacer notar, sin embargo, que en el trabajo de Kreuter las muestras a
estudiar eran de un determinado perfil de paciente, hombre con lesiones neoplasicas

de pene pero también con infeccién por HIV (Kreuter et al, 2008).

Analizando los resultados obtenidos en nuestro trabajo, vemos que el marcaje
de p16 aparece claramente en 30 de los 49 casos, suponiendo un 61% de los casos.

Sin embargo, al analizar estos mismos datos separando las muestras asociadas y no
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asociadas a presencia de HPV se observa que los porcentajes de aparicion de
muestras con marcaje en un grupo y en otro no poseen diferencias estadisticamente
significativas, siendo de un 65% en los casos asociados a HPV y de un 46% en los

casos no asociados a HPV.

En el anteriormente citado trabajo de Ferreux se proponian tres vias distintas
de alteracion de la ruta de control celular p16™* / ciclina D / Retinoblatoma: 1) la
interaccion con proteinas virales, 2) la hipermetilacion del promotor de p16 y 3) las
diferencias de expresion del gen BMI-1 (Ferreux et al, 2003). Esto podria explicar las
diferencias de resultados en el estudio de expresiébn de p16 en diferentes
localizaciones anatdmicas y su relacién con HPV. Aunque en carcinomas de cérvix si
se ha observado esta relacion directa entre expresion / infeccién, en otros tipos de
neoplasias no ha sido asi, por ejemplo, en carcinomas epidermoides de la cavidad oral
se ha descrito la no asociacion entre la expresiéon de p16 y p53 con la infeccién por
HPV (Nemes et al, 2006).

Este hecho nos lleva a pensar en que la infeccion del virus en diferentes
localizaciones se lleva a cabo de manera diferente, pudiendo alterar los niveles de
proteinas determinadas, como p16, en determinados tipos de carcinomas (cérvix) y no

en otros (vulva, pene o cavidad oral).

En el estudio de la proteina p53 como marcador inmunohistoquimico
relacionado con la infeccion por HPV observamos, al igual que en el caso de los
carcinomas de vulva, que no existe correlacion estadistica significativa entre la
presencia del virus y la expresion detectable de la proteina celular. El 86,8% del total
de los casos de carcinoma de pene con presencia de HPV presentaron marcaje
positivo para p53, mientras que en los casos negativos para la infeccion, el porcentaje

de positivos fue de un 81,8%.

Como ya se ha comentado, la alteracién de la expresion de p53 puede deberse
en gran medida a mutaciones somaticas del gen, algo no observable mediante
técnicas inmunohistoquimicas. Respecto a la comparacion de estos resultados con los
descritos en la literatura previa, encontramos una gran concordancia, ya que, por
ejemplo, en una serie de 35 casos de verrugas genitales y 25 lesiones con papulosis
bowenoide Ranki describié la no asociacion entre la expresion aberrante de p53 con
tipo de HPV especifico alguno ni con la presencia del ADN viral (Ranki et al, 1995).
Otro trabajo con datos similares a los obtenidos por nuestro grupo son los presentados

por Castrén, donde analizaron la presencia de HPV y expresion de p53 en 13
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pacientes con verrugas genitales o neoplasias intraepiteliales y en 4 pacientes con
carcinoma epidermoide. En dicho trabajo tampoco se encontré relacién entre ambos
factores, con el afadido de que si se estudiaron posibles mutaciones de p53 y en
ningun caso se encontrd mutacion génica que respaldara una alteracion en la
expresion de la proteina (Castrén et al, 1998).

Con todo esto, podemos proponer la no asociacion entre HPV y sobreexpresion
de p53 en las muestras estudiadas en nuestro trabajo y, por lo tanto, su no utilidad

como factor de diagndstico o predictivo sobre la infeccién por HPV.
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El analisis de los tipos histoldégicos de carcinomas de region genital externa
presentes en nuestra poblacion muestra una alta incidencia de carcinomas de
tipo condilomatoso. Precisamente este tipo de carcinoma es la patologia, de

entre las estudiadas, que presenta la mayor tasa de deteccién de HPV

La tasa de deteccion de HPV en carcinomas de pene fue de 77,55%. Esta tasa
es elevada, en comparacion a la que se ha comunicado en la literatura, lo que
atribuimos a haber utilizado una metodologia novedosa, enfocada a potenciar

la sensibilidad de la técnica.

La tasa de detecciéon de HPV en carcinomas de vulva fue de 29,8%, valor que
se encuentra dentro de los rangos de frecuencia comunicados para carcinomas
infiltrantes de mujeres mayores en algunas areas poblacionales, entre las que

se encontraria la nuestra.

Obtuvimos una mayor sensibilidad global para la deteccion de HPV mediante
técnica de PCR utilizando los primers My09/11, que los Gp5+/6+. Este hecho
puede ser atribuido a que los primers My son primers de consenso
degenerados que permiten la deteccion de HPV que hayan sufrido alguna

mutacion o deleccién en el proceso de integracion.

La utilizacién paralela de primers My09/11 'y Gp5+/6+ asegura una correcta
deteccién de HPV, evitando los falsos negativos que se obtendrian con la

utilizacion de soélo uno de ellos.

El genotipado de las muestras de pene demostréo una alta incidencia de
papilomavirus de tipo 16 en los carcinomas epidermoides de region genital

externa de la poblacion de estudio.

Los carcinomas de vulva mostraban una mayor variabilidad en cuanto a los
genotipos detectados que los carcinomas de pene. Aun asi, la incidencia de
genotipos de alto riesgo es mayoritario, aunque con una distribucion diferente a

la descrita con anterioridad.
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8.

10.

El gen supresor tumoral p53 se sobreexpresa en un 85,7% del total de los
casos de carcinoma de pene y en un 56,7% de los casos de carcinoma de
vulva. Mientras que el gen p76 se sobreexpresa en el 61% y en el 32% de los

casos, respectivamente.

La proteina p53 se encuentra sobreexpresada en un 86,8% de los casos de
pene con HPV; en los casos de vulva positivos para HPV esta sobreexpresion
es un 54,5% de los casos. Ambos valores, al compararlos con los referentes a
casos negativos para HPV, resultan no significativos, es decir, no existe
relacion entre la sobreexpresion de este marcador y la presencia de HPV. Este
hecho lo explicamos porque en el proceso de carcinogénesis in vivo, existen
fendbmenos de mutacion de p53 que se pueden sobreanadir a la destruccion de

p53 por E6 que se ha descrito in vitro.

La proteina p16 e encuentra sobreexpresada en un 65,8% de los casos de
pene con HPV; en los casos de vulva positivos para HPV la proteina se
sobreexpresa en un 45,45% de los mismos. La relacion estadistica de estos
datos con los de casos negativos para HPV muestra la no asociacion entre el

marcador y la presencia de HPV.
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Anexos

RESULTADOS ESTADISTICOS

Analisis estadisticos de los resultados inmunohistoquimicos en muestras

de carcinoma de pene

Tablas de contingencia

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Vélidos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
HPV * p16 65 100,0% 0 ,0% 65 100,0%
Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
HPV * p53 65 100,0% 0 ,0% 65 100,0%

Tabla de contingencia HPV * p16

p16
NEGATIVO | POSITIVO Total
HPV  NEGATIVO 8 0 18
POSITIVO 20 97 47
Total 28 37 65

Tabla de contingencia HPV * p53

p53
NEGATIVO | POSITIVO Total
HPV NEGATIVO 3 15 18
POSITIVO 8 39 47
Total 11 54 65
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Pruebas de chi-cuadrado

HPV * p16
Sig. asintdtica Sig. exacta Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson ,019(b) 1 ,890
Correccion por
continuidad(a) ,000 1 1,000
Razén de verosimilitudes ,019 1 ,890
Estadistico exacto de
Fisher 1,000 554
Asociacion lineal por lineal
,019 1 ,891
N de casos validos 65

a Calculado sélo para una tabla de 2x2.
b 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 7,75.

HPV * p53
Sig. asintdtica Sig. exacta Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson ,001(b) 1 973
Correccion por
continuidad(a) ,000 1 1,000
Razon de verosimilitudes ,001 1 973
Estadistico exacto de
Fisher 1,000 ,643
Asociacion lineal por lineal
,001 1 973
N de casos validos 65

a Calculado sélo para una tabla de 2x2.
b 1 casillas (25,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 3,05.

Correlaciones

HPV p16
HPV Correlacion de Pearson 1 ,017
Sig. (bilateral) ,893
N 65 65
p16 Correlacion de Pearson ,017 1
Sig. (bilateral) ,893
N 65 65
HPV p53
HPV Correlacion de Pearson 1 -,004
Sig. (bilateral) ,973
N 65 65
p53 Correlacion de Pearson -,004 1
Sig. (bilateral) ,973
N 65 65
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Correlaciones no paramétricas

HPV p16
Rho de Spearman  HPV Coeficiente de
correlacion 1,000 017
Sig. (bilateral) . ,893
N 65 65
p16 Coeficiente de
correlacion 017 1,000
Sig. (bilateral) ,893 .
N 65 65
HPV p53
Rho de Spearman  HPV Coeficiente de
correlacion 1,000 -,004
Sig. (bilateral) . ,973
N 65 65
p53 Coeficiente de
correlacion -,004 1,000
Sig. (bilateral) 973 .
N 65 65

Analisis estadisticos de los resultados inmunohistoquimicos en pacientes

con carcinoma de pene

Tablas de contingencia

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
Porcentaje N Porcentaje Porcentaje
HPV * p16 49 100,0% 0 ,0% 49 100,0%
Casos
Validos Perdidos Total
Porcentaje N Porcentaje Porcentaje
HPV * p53 49 100,0% 0 ,0% 49 100,0%
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Tabla de contingencia HPV * p16

p16
NEGATIVO | POSITIVO Total
HPV NEGATIVO 5 6 11
POSITIVO 15 23 38
Total 20 29 49
Tabla de contingencia HPV * p53
p53
NEGATIVO | POSITIVO Total
HPV NEGATIVO 1 10 11
POSITIVO 7 31 38
Total 8 41 49
Pruebas de chi-cuadrado
HPV * p16
Sig. asintdtica Sig. exacta Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson ,126(b) 1 722
Correccion por
continuidad(a) ,000 1 994
Razon de verosimilitudes 125 1 723
Estadistico exacto de
Fisher ,740 ,492
Asociacion lineal por lineal
124 1 ,725
N de casos validos 49

a Calculado sélo para una tabla de 2x2.
b 1 casillas (25,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 4,49.

HPV * p53
Sig. asintdtica Sig. exacta Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson ,544(b) 1 461
Correccion por
continuidad(a) 075 1 784
Razon de verosimilitudes ,606 1 436
Estadistico exacto de
Fisher ,663 ,416
Asociacion lineal por lineal

,533 1 ,466
N de casos validos 49

a Calculado sélo para una tabla de 2x2.
b 1 casillas (25,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 1,80.
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Correlaciones

HPV p16
HPV Correlacion de Pearson 1 ,051
Sig. (bilateral) 729
N 49 49
p16 Correlacion de Pearson ,051 1
Sig. (bilateral) ,729
N 49 49
HPV p53
HPV Correlacion de Pearson 1 -,105
Sig. (bilateral) A71
N 49 49
p53 Correlacion de Pearson -,105 1
Sig. (bilateral) 471
N 49 49
Correlaciones no paramétricas
HPV p16
Rho de Spearman HPV Coeficiente de
correlacion 1,000 051
Sig. (bilateral) . 729
N 49 49
p16 Coeficiente de
correlacion 051 1,000
Sig. (bilateral) 729 .
N 49 49
HPV p53
Rho de Spearman  HPV Coeficiente de
correlacion 1,000 -105
Sig. (bilateral) . 471
N 49 49
p53 Coeficiente de
correlacion -105 1,000
Sig. (bilateral) AT1 .
N 49 49
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Analisis estadisticos de los resultados inmunohistoquimicos en muestras

de carcinoma de vulva

Tablas de contingencia

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Vélidos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
HPV * p16 42 100,0% 0 ,0% 42 100,0%
Casos
Vélidos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
HPV * p53 42 100,0% 0 ,0% 42 100,0%
Tabla de contingencia HPV * p16
p16
NEGATIVO | POSITIVO Total

HPV NEGATIVO 24 8 32

POSITIVO 5 5 10

Total 29 13 42

Tabla de contingencia HPV * p53
p53
NEGATIVO | POSITIVO Total

HPV NEGATIVO 9 23 32

POSITIVO 5 5 10

Total 14 28 42
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Pruebas de chi-cuadrado

HPV * p16
Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 2,228(b) 1 ,136
Correccion por
continuidad(a) 1,212 1 271
Razon de verosimilitudes 2,120 1 145
Estadistico exacto de
Fisher 238 136
Asociacion lineal por lineal
2,175 1 ,140
N de casos validos 42

a Calculado sélo para una tabla de 2x2.
b 1 casillas (25,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 3,10.

HPV * p53
Sig. asintdtica Sig. exacta Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1,641(b) 1 ,200
Correccion por
continuidad(a) 804 1 370
Razén de verosimilitudes 1,580 1 ,209
Estadistico exacto de
Fisher ,259 ,184
Asociacion lineal por lineal
1,602 1 ,206
N de casos validos 42

a Calculado sélo para una tabla de 2x2.
b 1 casillas (25,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 3,33.

Correlaciones

HPV p16
HPV Correlacion de Pearson 1 ,230
Sig. (bilateral) 142
N 42 42
p16 Correlacion de Pearson ,230 1
Sig. (bilateral) 142
N 42 42
HPV p53
HPV Correlacion de Pearson 1 -,198
Sig. (bilateral) 210
N 42 42
p53 Correlacion de Pearson -,198 1
Sig. (bilateral) 210
N 42 42
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Correlaciones no paramétricas

HPV p16
Rho de Spearman HPV Coeficiente de
correlacion 1,000 230
Sig. (bilateral) . 142
N 42 42
p16 Coeficiente de
correlacion 230 1,000
Sig. (bilateral) 142 .
N 42 42
HPV p53
Rho de Spearman  HPV Coeficiente de
correlacion 1,000 - 198
Sig. (bilateral) . 210
N 42 42
p53 Coeficiente de
correlacion -198 1,000
Sig. (bilateral) ,210 .
N 42 42

Analisis estadisticos de los resultados inmunohistoquimicos en pacientes

con carcinoma de vulva

Tablas de contingencia

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
Porcentaje N Porcentaje Porcentaje
HPV * p16 37 100,0% 0 ,0% 37 100,0%
Casos
Validos Perdidos Total
Porcentaje N Porcentaje Porcentaje
HPV * p&3 37 100,0% 0 ,0% 37 100,0%
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Tabla de contingencia HPV * p16

p16
NEGATIVO | POSITIVO Total
HPV NEGATIVO 19 7 26
POSITIVO 6 5 11
Total 25 12 37
Tabla de contingencia HPV * p53
p53
NEGATIVO | POSITIVO Total
HPV NEGATIVO 9 17 26
POSITIVO 5 6 11
Total 14 23 37
Pruebas de chi-cuadrado
HPV * p16
Sig. asintdtica Sig. exacta Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1,211(b) 1 271
Correccion por
continuidad(a) 913 1 AT4
Razon de verosimilitudes 1,179 1 278
Estadistico exacto de
Fisher 443 ,235
Asociacion lineal por lineal
1,179 1 ,278
N de casos validos 37

a Calculado sélo para una tabla de 2x2.
b 1 casillas (25,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 3,57.

HPV * p53
Sig. asintdtica Sig. exacta Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson ,386(b) 1 ,534
Correccion por
continuidad(a) 063 1 802
Razon de verosimilitudes ,382 1 537
Estadistico exacto de
Fisher 713 397
Asociacion lineal por lineal

,376 1 ,540
N de casos validos 37

a Calculado sélo para una tabla de 2x2.
b 1 casillas (25,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 4,16.
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Correlaciones

HPV p16
HPV Correlacion de Pearson 1 ,181
Sig. (bilateral) ,284
N 37 37
p16 Correlacion de Pearson ,181 1
Sig. (bilateral) ,284
N 37 37
HPV p53
HPV Correlacion de Pearson 1 -,102
Sig. (bilateral) 547
N 37 37
p53 Correlacion de Pearson -,102 1
Sig. (bilateral) 547
N 37 37
Correlaciones no paramétricas
HPV p16
Rho de Spearman  HPV Coeficiente de
correlacion 1,000 181
Sig. (bilateral) . ,284
N 37 37
p16 Coeficiente de
correlacion 181 1,000
Sig. (bilateral) ,284 .
N 37 37
HPV p53
Rho de Spearman HPV Coeficiente de
correlacion 1,000 -,102
Sig. (bilateral) . 547
N 37 37
p53 Coeficiente de
correlacion -102 1,000
Sig. (bilateral) 547 .
N 37 37
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