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Determinacién de VPH y de la proteina p16 en lesiones periungueales
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RESUMEN

Antecedentes: las verrugas vulgares constituyen la lesion un-
gueal benigna mas frecuente, y afectan principalmente a nifios y
adultos jovenes. En cuanto a las lesiones malignas, el carcinoma
espinocelular ocupa el segundo lugar, ya que representa 4.9% de
todas la neoplasias encontradas en el aparato ungueal. Estudios
epidemioldgicos respaldados en tecnologia molecular pusieron en
evidencia el papel causal de la infeccion por el virus del papiloma
humano (VPH) en el cancer cervicouterino. Este virus también se
ha implicado como agente causal de carcinomas espinocelulares
en ofras localizaciones, como la mucosa oral y las amigdalas.
Objetivo: determinar la presencia del virus del papiloma humano
(VPH) y de la proteina p16 en carcinomas espinocelulares periun-
gueales y verrugas vulgares periungueales.

Material y método: se estudiaron tejidos incluidos en bloques de
parafina provenientes de pacientes del servicio de Dermatologia del
Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez, atendidos entre enero
de 2004 y julio de 2007, con diagnéstico histoldgico de carcinoma
espinocelular periungueal o verrugas vulgares periungueales. La
identificacion del virus del papiloma humano se realizé mediante la
técnica de PCR utilizando los oligonucleétidos Gy5-Gy®6. La proteina
p16'™+ se determind mediante inmunohistoquimica.

Resultados: se incluyeron 18 pacientes, cinco de ellos con diagnés-
tico de carcinoma espinocelular periungueal y 13 con diagnostico
de verrugas vulgares periungueales resistentes a tratamientos
convencionales. En 15 pacientes la inmunohistoquimica para p16
resultd positiva y en 12 casos se identificd ADN viral mediante PCR.
Todos los casos positivos para VPH por PCR arrojaron inmunohis-
toquimica positiva para p16.

Palabras clave: VPH, proteina p16, periungueal, inmunohisto-
quimica.
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ABSTRACT

Background: Vulgar warts are the most frequent benign peri and
sub-ungueal lesions, and affect mainly children and young adults.
As for the malignant lesions, squamous cell carcinoma occupies
the second place in the ungueal unit, representing 4.9% of all the
neoplasms found in the ungueal area. Epidemiological studies
based on molecular technology demonstrated the causal role of
the infection by human papillomavirus (HPV) in the cervical cancer.
The HPV has also been involved as causal agent of squamous
cell carcinoma in other locations such as oral and tonsils mucous.
Objective: To determine the presence of the human papillomavi-
rus and protein p16 in periungueal squamous cell carcinoma and
periungueal warts.

Material and method: Universe of study: tissues included in paraffin
blocks from patients from Dermatology Service at General Hospital
Dr. Manuel Gea Gonzalez from January, 2004 to July, 2007 with
histological diagnosis of periungueal squamous cell carcinoma or
periungueal vulgar warts. Identification VPH: We performed by
means of PCR’s technology with the primers Gy5-Gy6; protein
p16'* was determined with immunohistochemistry.

Results: 18 patients were included, 5 with periungueal squamous
cell carcinoma diagnosis and 13 with diagnosis of periungueal
vulgar warts resistant to conventional treatments. In all patients,
the immunohistochemistry for p16 was positive; in 12 cases we
identified the viral DNA by means of PCR.
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n México, las verrugas vulgares constituyen la
lesion ungueal benigna mas frecuente; afecta
principalmente a nifios y adultos jovenes. En
cuanto a las lesiones malignas, el carcinoma
espinocelular ocupa el segundo lugar, ya que representa
4.9% de todas la neoplasias encontradas en la unidad un-
gueal (Figura 1).! El conjunto de factores que contribuyen
a la aparicion del cancer se conoce como carcinogénesis.
El 80% de los tumores malignos en humanos se asocia
con carcindgenos, moléculas que dafian el ADN o, bien,
interfieren con su replicacion o reparacion. Estudios
epidemiologicos respaldados en tecnologia molecular
pusieron en evidencia el papel causal de la infeccion
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Figura 1. Imagen clinica de carcinoma espinocelular en una pa-
ciente de 37 afios de edad.

por el virus del papiloma humano (VPH) en el cancer
cervicouterino.>* Ademas, se ha propuesto que este virus
participa en la carcinogénesis de un diverso grupo de
neoplasias epiteliales, incluido el cancer de piel no mela-
noma;* por ejemplo, la enfermedad de Bowen (carcinoma
espinocelular in situ) en los dedos se vinculd con geno-
tipos de alto riesgo, especialmente el genotipo 16.%° En
pacientes con transplantes renales, Jong y colaboradores
demostraron una alta prevalencia de VPH en carcinomas
espinocelulares y lesiones queratosicas benignas en areas
fotoexpuestas; estas tltimas en sujetos con antecedente de
cancer de piel, lo que sugiere que el VPH puede participar
en la patogénesis de este padecimiento; por ejemplo, con
las radiaciones ultravioleta como cofactor.”

La estructura y dindmica del VPH se estudiaron a pro-
fundidad a fin de comprender de qué manera participan
en la carcinogénesis.® Este virus es pequefio, no encapsu-
lado, con ADN de doble cadena,’ de 55 nm de didmetro.!°
Los genotipos de alto riesgo pueden encontrarse en las
células como episomas, pero también tienen la capacidad
de integrarse en el genoma del huésped, induciendo la
sobreexpresion de los oncogenes e6 y e7 que codifican
para las proteinas E6 y E7, respectivamente.

En combinacién con otras proteinas celulares, E6 de-
grada la proteina celular p53. Las altas concentraciones
de p53 detienen el ciclo celular en la fase G1 o inducen
apoptosis (muerte celular programada). La proteina E6
del virus facilita la destruccion de p53 en las células
infectadas, removiendo el freno del ciclo celular en las
células suprabasales de los epitelios queratinizados,'' lo

que permite la replicacion de queratinocitos que contienen
ADN de origen viral; ademas, las células infectadas pueden
tener mutaciones que en condiciones normales inducirian
la apoptosis de los mismos.

Los productos del gen E7 se unen e inactivan a la proteina
supresora de tumor retinoblastoma (pRB) en su forma no
fosforilada.'>!* El papel fisiologico de la pRB desfosforilada
es unirse e inhibir la funcion de la proteina E2F. Cuando los
productos del gen E£7 del VPH se unen a la proteina supre-
sora de tumor retinoblastoma, entonces E2F es liberada de
su supresion, e induce la sintesis de algunos genes que se re-
quieren para activar la maquinaria de replicacion del ADN;
de esto resulta, entre otras cosas, el aumento de pl16™K#4,
producto del gen cdnk2A.'* La p16™%4t es una proteina
supresora tumoral que inhibe las cinasas dependientes de
ciclinas que participan en el control del ciclo celular; se ha
encontrado sobreexpresada en displasias y carcinomas del
cuello uterino,'? en el tumor trofoblastico epitelioide,'* en
neoplasias intraepiteliales anales,'® en queratosis actinicas
y en enfermedad de Bowen.!”

Por tanto, diferencias en la actividad de los genes E6
y E7 entre genotipos oncogénicos y no oncogénicos del
virus del papiloma humano inducen riesgos distintos de
progresion; las proteinas E7 derivadas de genotipos de
alto riesgo oncogénico de VPH interactuan con mayor
eficiencia con pRB que las de genotipos de menor riesgo.!®

OBJETIVO

Determinar la presencia del virus del papiloma humano
y de la proteina pl16 en carcinomas espinocelulares y
verrugas vulgares periungueales.

MATERIAL Y METODO

Se estudiaron tejidos incluidos en bloques de parafina pro-
venientes de pacientes del servicio de Dermatopatologia
del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez, atendidos
de enero de 2004 a julio de 2007, con diagnostico histoldgi-
co de carcinoma espinocelular o verrugas vulgares de larga
evolucion que hubieran sido resistentes a tratamientos
convencionales. Se definieron como lesiones resistentes
las que tenian mas de dos afios de evolucion, que reci-
bieron al menos dos de los tratamientos convencionales
contra verrugas vulgares, como podofilina, crioterapia,
electrocirugia, etc.
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Extraccion de ADN en tejidos incluidos en parafina
Se colocaron, aproximadamente, 25 mg de tejido de
cada muestra en tubos eppendorf de 2 mL; se realizaron
pases sucesivos por xilol y etanol para extraer la parafina
y rehidratar el tejido. Los tejidos libres de parafina se
resuspendieron con 180 pL de buffer ATL del sistema de
extraccion de ADN mediante columnas QIAamp Spin de
Qiagen; se siguieron todos los pasos recomendados por
el fabricante para la extraccion de ADN de tejidos (www.
giagen.com). Una vez obtenido el ADN, se amplifico me-
diante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), utilizando los oligonucleétidos Gy5 y Gy6, que
amplifican un fragmento de 155 pb del gen L1 del virus
del papiloma humano.

Técnica para determinar la expresién del antigeno p16
Las laminillas que contenian los cortes de tejido se sumer-
gieron en pases sucesivos de xilol y etanol (absoluto, 96
y 50%) durante 30 minutos cada uno, con el objetivo de
extraer la parafina y rehidratar el tejido. Los tejidos libres
de parafina se resuspendieron en el buffer de citratos (pH
6.0) para la recuperacion antigénica, durante 10 minutos.
Se procedi6 al bloqueo con una solucion de metanol de
45 mL/H,0, 5 mL durante 30 minutos, seguido de la in-
cubacion del tejido con el primer anticuerpo anti-p16N<4
humana en dilucion 1:50 con PBS/BSA a 1% durante
toda la noche a 4°C. Posteriormente, se aplico el segundo
anticuerpo biotinilado en dilucién 1:400, y se dejo en in-
cubacion una hora. Se coloco estreptavidina-peroxidasa en
dilucion de 1:200 en PBS-BSA por una hora. Luego se apli-
c6 diaminobencidina como sustrato durante 15 minutos.>®
Por tltimo se realizo la contratincién con hematoxilina.
Todos los cortes se evaluaron al microscopio de luz.

RESULTADOS

Se incluyeron 18 pacientes, cinco con diagnoéstico clinico e
histologico de carcinoma espinocelular (Figura2) y 13 con
diagndstico de verrugas vulgares periungueales resistentes
a tratamientos convencionales (Figuras 3 y 4).

En los pacientes con carcinoma espinocelular, los limites
de edad fueron 57 y 86 afios, con promedio de 63.6 + 18.96
afios. En los pacientes con verrugas vulgares periungueales
resistentes a tratamientos convencionales, el intervalo de
edad fue de 9 a 74 aiios, con promedio de 45 £ 18.90 afios.

Figura 2. Imagen histolégica de carcinoma espinocelular. Se
observan nucleos grandes e hipercromaticos, queratinizacion
individual. HE 40x.

Figura 3. Imagen clinica de verruga vulgar en una paciente de 58
afios de edad.

Figura 4. Imagen histoldgica de una verruga vulgar; se observan
coilocitos en la capa granulosa. HE 40x.
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Al comparar ambos grupos, se obtuvo una p > 0.05 no
significativa. El grupo correspondiente a los individuos
con carcinoma espinocelular estaba constituido por dos
hombres (40%) y tres mujeres (60%); el de pacientes con
verrugas vulgares periungueales, por tres hombres (20%)
y 12 mujeres (80%). Al comparar ambos grupos se obtu-
vo un valor de x* de 0.583, p > 0.05 no significativa, con
prueba exacta de Fisher. En los pacientes con carcinoma
espinocelular, el tiempo de evolucion promedio fue de 23.4
+ 21.25 meses; en los pacientes con verrugas vulgares,
el promedio fue de 42.76 + 55.14 meses. Al comparar
ambos grupos se obtuvo una ¢ = 0.463, con p > 0.05 no
significativa; por tanto, los dos grupos en estudio son
comparables ya que no muestran diferencias significativas
en las variables epidemioldgicas.

En estos pacientes, la técnica de inmunohistoquimica
fue 100% sensible para la expresion del antigeno (Figura
5), porque resultd positiva en todos los casos donde se
detect6 el virus por PCR, y altamente especifica, similar
a lo reportado en la bibliografia.

DISCUSION

La técnica de inmunohistoquimica que utiliza anticuerpos
para marcadores como pl6 es una opcion altamente sen-
sible y especifica para determinar la presencia de VPH de
alto riesgo.>"” p16 es un marcador indirecto, ya que hace

evidentes los cambios genéticos inducidos por los geno-

Figura 5. Tinciéon de inmunohistoquimica para p16, positiva en una
verruga vulgar periungueal. 40x.

tipos de alto riesgo, mas no revela el genotipo especifico.
Santos y colaboradores demostraron que la técnica de in-
munohistoquimica para determinar p16 era 100% sensible
y 98.7% especifica para identificar los carcinomas espi-
nocelulares vulvares positivos para VPH.* En un estudio
similar de neoplasias intraepiteliales anales se hallé una
correlacion de 80% entre la técnica de inmunohistoquimi-
ca para pl6 y la determinacién de ADN de genotipos de
VPH de alto riesgo.'® En Japon, Murao y colaboradores
reportaron un caso de enfermedad de Bowen en la planta
del pie relacionado con VPH tipo 16 (detectado por PCR).
En este caso, se utiliz6 la técnica de inmunohistoquimica
para la proteina supresora tumoral p16, la cual se encontro
clara y fuertemente positiva en el nicleo y el citoplasma
de las células tumorales.?

En esta serie, de los cinco casos de carcinoma espino-
celular se excluyeron tres, ya que no se obtuvo suficiente
ADN para realizar el estudio de PCR. Las dos muestras
de carcinoma espinocelular que se procesaron y todas las
muestras de verrugas vulgares periungueales resultaron
positivas para el VPH por PCR y para la proteina pl6
en la tincion de inmunohistoquimica. Por tanto, en esta
serie se encontr6 una correlacion alta entre el VPH y la
deteccion de la proteina p16 por inmunohistoquimica, que
resultd 100% sensible. Debido a la alta correlacion que se
observo entre la tincion de inmunohistoquimica para pl6 'y
las muestras positivas para VPH por técnica de PCR, esta
tincion podria utilizarse como marcador indirecto corres-
pondiente a genotipos de VPH de alto riesgo en verrugas
vulgares periungueales; sin embargo, en estudios poste-
riores deben secuenciarse los amplificados obtenidos por
PCR para definir con precision los genotipos. Por tltimo,
los hallazgos en las muestras de carcinoma espinocelular
sugieren la participacion del VPH en la fisiopatologia del
carcinoma espinocelular periungueal, tal asociacion se ha
seflalado en multiples informes de casos, especialmente
en los de Baran y colaboradores.?!
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XIX Seminario Internacional
Clinico-Patologico de Dermatopatologia

Fecha: sabado 10 de agosto de 2013
de las 08:00 a las 16:00 horas

Sede: Auditorio Dr. Abraham Ayala Gonzélez, Hospital General de México.

Informes: Sociedad Médica: Tel. 5578-5222. Tel.-fax: 5578-0505
Dra. Patricia Mercadillo: Tel.-fax: 5004-3845

Profesor invitado: Prof. Dr. Eckart Haneke.
Departamento de Dermatologia, Klinikk Bunass, Noruega

Dirigir correspondencia: Sociedad Médica del Hospital General, Auditorio Dr. Abraham Ayala Gonzalez,
Hospital General de México. Dr. Balmis 148, colonia Doctores, CP 06726, México, DF.
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