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Virus de papiloma humano en muestras
de piel de liquen escleroso genital

Human papillomavirus in genital lichen
sclerosus skin samples.

Daniela Attili Castro,* Vicente Madrid Marina,> Maria E Santana Roman,? Rosa Maria
Lacy Niebla,* Maria Elisa Vega Memije!

Resumen

OBJETIVOS: Determinar la coexistencia del virus de papiloma humano (VPH) mediante
PCR punto final en muestras parafinadas de piel genital con diagnéstico clinico-
patolégico de liquen escleroso.

MATERIALES Y METODOS: Estudio observacional, descriptivo, ambispectivo y trans-
versal efectuado de enero de 2009 a diciembre de 2020 con muestras de tejido de
pacientes con diagnéstico clinico-patolégico de liquen escleroso genital a las que se
les practicé PCR punto final para la bisqueda de VPH.

RESULTADOS: Se practicé PCR punto final a 56 muestras de tejido; en ninguna de
ellas hubo positividad para VPH.

CONCLUSIONES: En este estudio efectuado en un laboratorio especializado, con la
técnica adecuada y controles necesarios, no se encontré relacion entre la existencia
de liquen escleroso genital y la infeccién por VPH. Se recomienda abrir lineas de
investigacion de otros procesos infecciosos en esta enfermedad.
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Abstract

OBJECTIVES: To determine the frequency of human papillomavirus (HPV) by end-
point PCR in paraffin samples of genital skin with a clinical-pathological diagnosis of
lichen sclerosus.

MATERIALS AND METHODS: An observational, descriptive, ambispective and cross-
sectional study was carried out from January 2009 to December 2020 using tissue
samples from patients with a clinical-pathological diagnosis of genital lichen sclerosus,
that underwent an end-point PCR to search for HPV.

RESULTS: End-point PCR was performed on 56 tissue samples of which there was no
positivity for HPV in any of the samples.

CONCLUSIONS: In this study carried out in a specialized laboratory, with the ap-
propriate technique and necessary controls, no relationship was found between the
development of genital lichen sclerosus and HPV infection. We recommend opening
lines of research on other infectious processes in this disease.
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ANTECEDENTES

El liquen escleroso es una enfermedad inflama-
toria crénica y recidivante que afecta la piel y las
mucosas, principalmente en la region anogenital.
En nuestra casuistica solamente el 6-15% es de
localizacion extragenital.! Puede llegar a ser tan
extenso que altera la anatomia genital y produce
cambios funcionales. A pesar de ser una derma-
tosis benigna, implica un riesgo del 2 al 8% de
carcinoma de células escamosas y existen casos
asociados con melanoma.'??

La prevalencia exacta del liquen escleroso se
desconoce. Se estima que en la poblacién ge-
neral es de 1 por cada 300-1000 individuos. Los
estudios recientes sugieren una prevalencia mas
alta en la poblacién femenina: cerca de 1 por
cada 30-60 mujeres.*>°

Sanhueza y colaboradores” encontraron en su
estudio que 4 de cada 5 mujeres con sintomas
como prurito, eritema, dispareunia, erosiones
o alteraciones vulvares de mas de un afo de
evolucién tienen liquen escleroso, lo que indica
que es una enfermedad subdiagnosticada. En la
poblacién masculina se estima una prevalencia
del 0.0014 al 0.07%; sin embargo, se desconoce
su verdadera prevalencia porque esta afeccién
no se ha reconocido lo suficiente.”%?

El liquen escleroso se manifiesta mayoritariamen-
te en mujeres con respecto a hombres con una
relacién de 3:1-10:1.2¢ En México, los datos epi-
demiolégicos de liquen escleroso son escasos;
un estudio encontré que el 83% de los casos de
liquen escleroso ocurre en la region anogenital
con predominio en el sexo femenino con pro-
porcién mujer:hombre de 2.5:1 con edad media
al inicio de los sintomas de 50 afos y el 7% de
estos casos afecta a nifilos menores de 14 afios.’

En términos clinicos, el liquen escleroso vulvar
se distingue por placas de color blanco marfil
con superficie brillante que suelen ser simétricas
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y principalmente afectan la parte interna de la
vulva, el periné y el drea perianal; pueden afectar
el introito vaginal, lo que produce dispareunia,
y estenosis perianal, lo que genera defecacién
dolorosa. Figura 1

Los principales sintomas son: prurito, ardor, dolor,
disuria e incontinencia urinaria. El 10% de los
casos pueden ser asintomdticos. En hombres,
generalmente se manifiesta con placas blancas e
induradas, puede afectar el glande, el prepucio y
el surco coronal. Inicialmente sobreviene como
maculas hipopigmentadas o eritematosas inespe-
cificas, algunas telangiectasias, posteriormente
puede verse como placas con bordes irregulares
bien definidos, erosiones, atrofia, tipicamente
como anillo blanquecino esclerético en la parte
distal del prepucio. Puede ser asintomatico; sin
embargo, es mds frecuente que se manifieste como
fimosis o parafimosis con prurito, disuria, pares-
tesias y ardor. Es crénico, recurrente y remitente
con periodos de inactividad, pero progresivo.'>-'®

La causa del liquen escleroso atn no se ha
explicado adecuadamente; existe cada vez
maés informacién de diversas hipétesis de su
patogénesis. Los estudios sugieren un origen
multifactorial, que incluye un trasfondo genético,
autoinmunitario, hormonal e infeccioso.>*'" Res-
pecto a los agentes infecciosos, la prevalencia
de virus del papiloma humano (VPH) descrita
en la bibliografia es del 4 al 80% de los casos
de liquen escleroso.™

EIVPH-16 es el genotipo mds prevalente, contri-
buye al 64% de los genotipos de VPH detectados
en la estimacién general.'? Al sumar la prevalen-
cia del VPH-18, la prevalencia combinada del
VPH de alto riesgo es del 69%, mientras que el
VPH-6 y 11 representaron un 11% de los casos.
Se han investigado otros agentes infecciosos, co-
mo Borrelia burgdorferiy el virus de Epstein-Barr,
entre otros, como desencadenantes externos,
pero no se ha relacionado con la causa especifica
del liquen escleroso.
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Figura 1. Liquen escleroso vulvar.

Entre las complicaciones del liquen escleroso
genital destacan la formacion de cicatrices y
deformidades importantes del area genital, asi
como las neoplasias. El carcinoma de células
escamosas tiene una incidencia del 3.5 al 8%
de los casos de liquen escleroso. El carcinoma
de células escamosas tipo no usual puede surgir
a partir del liquen escleroso porque se obser-
van adyacentes en el 25 al 65% de los casos
de cancer vulvar.'® Powell y colaboradores'”
demostraron en su estudio que el 50% de los
casos de carcinoma de células escamosas de
pene mostraban cambios de liquen escleroso
en la histopatologia.

Porter y colaboradores'® demostraron una pre-
valencia aumentada de liquen escleroso (50%)
en pacientes con eritroplasia de Queyrat (hoy
denominada neoplasia intraepitelial o carcino-
ma epidermoide in situ) en comparacién con
los pacientes con otras formas de neoplasia
intraepitelial de pene o la poblacion sana. El
30% de estos pacientes tuvieron coinfeccién
con el virus del papiloma humano. La relacién
entre liquen escleroso y la infeccion por VPH es
controvertida.

El objetivo de este estudio fue determinar la exis-
tencia del virus del papiloma humano mediante
PCR punto final en muestras parafinadas de piel
genital con diagnostico clinico-patolégico de
liquen escleroso.

MATERIALES Y METODOS

Estudio observacional, descriptivo, ambispecti-
vo, transversal con muestras de tejido embebidas
en parafina de pacientes con diagnéstico clinico
e histopatolégico de liquen escleroso genital,
obtenidas de enero de 2009 a diciembre de
2020. Los criterios de inclusién fueron: muestras
de pacientes con diagndstico clinico-histolégico
de liquen escleroso genital, de uno y otro sexo
y cualquier edad. Los criterios de exclusién
fueron: muestras con material insuficiente para
el estudio. Los datos se tabularon en Microsoft
Excel y se analizaron con estadistica descriptiva.

Para la técnica de PCR punto final se llevé a cabo
la extraccién y purificacion de acidos nucleicos
de las muestras con diagnéstico de liquen es-
cleroso que estaban embebidas en bloques de
parafina. La metodologia fue la siguiente:
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Remocion de parafina: Con un bisturi se retir6
el tejido del bloque de parafina. Posteriormente,
se agregaron 500 ul de xileno al tejido, se dejo6
en agitacion durante 15 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugd a 14,000 rpm (centrifu-
ga Eppendorf FA-45-24-11-HS; 5430R) durante
3 minutos; se retiré la fase liquida con ayuda de
una micropipeta y se repiti6 el paso.

Hidratacion del tejido: El tejido se hidraté con
500 ul de etanol al 100, 70, 50 y 20% adicio-
nados secuencialmente; el tejido se dejé en
incubacién durante 1T minuto a temperatura
ambiente con cada uno de los diferentes por-
centajes de etanol; se centrifugd a 14,000 rpm
durante 3 minutos y se retiré el sobrenadante.
Por Gltimo, se dej6 secar la muestra durante 5
minutos a temperatura ambiente.

Lisis del tejido: Una vez que el tejido estaba libre
de parafina e hidratado se procedi6 a hacer la
lisis del mismo, para ello se utiliz6 un mortero y
1 mL de buffer de lisis (contiene EDTA 100 mM,
Tris 10 mM, NaCl 50 mM y SDS al 0.5%) y
proteinasa K a 200 pg/mL que se adicion6 al
momento. El tejido se disecciond en fragmentos
pequefios, se agrego buffer de lisis y se macer6
hasta homogeneizar. El material homogeneizado
se transfirid a un tubo Eppendorf (1.5 mL), se
incubé durante una hora y media en un termo-
block a 56 °C y se afiadieron 800 uL de Trizol.
Posteriormente se almacené a -20 °C hasta su
procesamiento.

Separacion de acidos nucleicos y proteinas: La
separacion de los acidos nucleicos y proteinas
se llevé a cabo con 200 ul de cloroformo por
muestra, se incubaron durante 5 minutos a
temperatura ambiente, se dio vortex por 10
segundos y se centrifugaron a 12,000 rpm du-
rante 15 minutos para obtener dos fases (ARN
superior-proteinas inferior) delimitadas por
una interfase que corresponde al ADN). Con
ayuda de una micropipeta se recuperé el ADN
(interfase).
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Purificacién de ADN: Se adicionaron 200 uL de
cloroformo a la interfase (ADN) y se centrifugo a
10,000 rpm durante 2 minutos y se recuperd la
fase superior que corresponde al ADN. La preci-
pitacién del ADN se hizo con 0.15 volimenes de
acetato de potasio 8 M, 2 voliimenes de etanol
frio al 100% y se incub6 a -20 °C durante toda
la noche. Después, la muestra se centrifugd a
10,000 rpm durante 30 minutos. Por dltimo, se
procedi6 a lavar el pellet de ADN con 500 ul de
etanol frio al 75% (en agua DEPC), se dio vortex
por 5 segundos y se centrifugd a 10,000 rpm
durante 15 min a 4 °C; se repiti6 el paso anterior
una vez masy se dejé secar el pellet a temperatu-
ra ambiente. El ADN se resuspendi6 en 20-40 uL
de agua libre de nucleasas y se cuantificé en el
NanoDrop Lite a 260 nm.

PCR actina, VPH: Se verific la extraccién
de ADN mediante la amplificaciéon del gen
endégeno de actina por PCR punto final y la
visualizacion del fragmento amplificado (109 pb)
por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.
Una vez que se corroboré la amplificacién de
actina se procedi6 a hacer PCR punto final para
la bdsqueda de virus de papiloma humano (VPH)
con oligonucleétidos especificos. El 94% (56/59)
de las biopsias amplificaron para actina y fueron
procesadas. La secuencia de oligonucleétidos
utilizada fue Sen5 TTTGTTACTGTGGTAGATA
CTAC3’,Antisent5 GAAAAATAAACTGTAAATC
ATATTC3".

La existencia de VPH se catalogd como variable
dicotémica (presente-no presente). Se utilizé la
medida de proporcién para calcular la frecuen-
cia estimada donde P = nimero de casos con
VPH/poblacioén total tamizada y se mostr6 en
porcentaje.

RESULTADOS
Se analizaron 59 muestras de tejido de pa-

cientes con diagnostico clinico-patolégico
de liquen escleroso genital a las que se les
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realizé PCR punto final para la bisqueda de
VPH; 3 de las muestras resultaron negativas
para actina de ADN, por lo que se excluyeron
del analisis. De las 56 muestras analizadas,
40 eran de mujeres; la edad promedio fue
de 49.8 afos en hombres y de 54.6 anos en
mujeres. Todas las muestras analizadas fueron
negativas para virus del papiloma humano.
Cuadro 1
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DISCUSION

El liquen escleroso es mas comun en mujeres que
en hombres con una relacién de 3:1-10:1. Los
estudios sugieren un origen multifactorial, que
incluye un trasfondo genético, autoinmunitario,
hormonal e infeccioso. Respecto a los agentes
infecciosos, la prevalencia de VPH descrita en la
bibliografia es del 4 al 80% de los casos.

Resultados de PCR punto final para VPH en biopsias de liquen escleroso genital

Nidmero Nimero
[ng/w actina [ng/ul] actina

1 234.3 1.78 1 0 31 20.6 1.8 1 0
2 38.4 1.7 1 0 32 372.3 1.92 1 0
3 20.8 1.48 1 0 33 76.8 1.76 1 0
4 67.1 1.9 1 0 34 187.7 1.52 1 0
5 55.9 1.92 1 0 35 47.7 1.71 1 0
6 229 1.39 1 0 36 160.8 1.46 1 0
7 51.1 1.92 1 0 37 57.9 1.52 1 0
8 50.5 1.4 1 0 38 44.7 1.34 1 0
9 81.6 1.62 1 0 39 77.9 1.64 1 0
10 47.7 1.59 1 0 40 44.5 1.64 1 0
11 32.6 1.38 1 0 41 48.2 1.67 1 0
12 38.7 1.88 1 0 42 9.6 1.54 0 0
13 47 1.2 1 0 43 19.1 1.68 1 0
14 2125 1.89 1 0 44 48.3 1.85 1 0
15 83.1 1.4 1 0 45 38.7 1.64 1 0
16 22.1 1.79 1 0 46 92 1.67 0 0
17 46.1 1.41 1 0 47 73.3 1.58 1 0
18 56.1 1.75 1 0 48 62.1 1.68 1 0
19 37.5 1.54 1 0 49 101.4 1.69 1 0
20 300.7 1.9 1 0 50 38 1.6 0 0
21 297.2 1.81 1 0 51 33.2 1.62 1 0
22 31.5 1.62 1 0 52 78.8 1.64 1 0
23 20.9 1.64 1 0 53 8.2 1.63 1 0
24 188.7 1.74 1 0 54 119.9 1.65 1 0
25 302.5 1.85 1 0 55 9.3 1.63 1 0
26 100.3 1.8 1 0 56 38.4 1.74 1 0
27 32.9 1.5 1 0 57 13.7 1.68 1 0
28 39.2 1.36 1 0 58 62.1 1.54 1 0
29 68.4 1.69 1 0 59 29.7 1.5 1 0
30 92.8 1.81 1 0
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Hald y Blaakaer' calcularon la mediana de
todos los estudios publicados hasta 2016 en
relacién con el VPH en liquen escleroso genital
y encontraron una prevalencia global del 22%; la
prevalencia del VPH es del 8% (intervalo: 0-52%)
en pacientes femeninas y del 29% (intervalo:
0-80%) en pacientes masculinos.

Nasca y su grupo' estudiaron la coexistencia de
infeccion por VPH de alto riesgo oncogénico en
pacientes con liquen escleroso genital; repor-
taron un 17.4% de prevalencia en su estudio,
a diferencia de la poblacion de este estudio
en la que fue del 0%. Drut y colaboradores®
estudiaron la coexistencia de VPH en nifios me-
nores de 15 afnos con liquen escleroso genital;
encontraron cerca del 52% de positividad en
su muestra. En este estudio Gnicamente se en-
contraron 4 casos de liquen escleroso genital en
nifios menores de 15 afios, que fueron negativos
para VPH, como el resto de la muestra, por lo
que se recomienda practicar estudios con mayor
poblacién infantil.

Perceau y colaboradores?' informaron que en
pacientes con carcinoma de células escamosas
peneano asociado con liquen escleroso, de
las muestras que se sometieron al andlisis de
PCR ninguna fue positiva para VPH; los autores
concluyen que se necesitan series mds grandes
para estudiar esta asociacion. No obstante, se ha
propuesto que el liquen escleroso proporciona
un campo fértil en el que un virus oncogénico
puede causar cambios displasicos y aumentar el
riesgo de malignizacion.

Al obtener el 100% de negatividad en este
estudio es posible descartar que el VPH esté
implicado en la patogenia del liquen escleroso
genital en esta poblacién porque el estudio se
llevé a cabo con la técnica adecuada y se obtu-
vieron los controles necesarios para validar los
datos. Es necesario replantear el origen infeccio-
so de esta enfermedad.
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CONCLUSIONES

Se encontré una diferencia importante en cuanto
a la coexistencia de VPH en liquen escleroso
genital en comparacién con lo descrito en la
bibliografia. A pesar de haber realizado las
pruebas de PCR en un laboratorio especializado
y con experiencia en este tipo de muestras, no se
obtuvo coexistencia de VPH en liquen escleroso
genital.

Recomendamos abrir nuevas lineas de investi-
gacion para determinar si existe algiin agente
infeccioso relacionado con la causa de esta
enfermedad.
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