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Infeccion cervical por virus del papiloma humano: genotipificacion por
hibridacion in situ y analisis ultraestructural por microscopia electronica

de transmision
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RESUMEN

Introduccién: El virus del papiloma humano (VPH) es el virus que mas frecuentemente se
transmite por contacto sexual y esta fuertemente asociado con el cancer cérvicouterino. Los
tipos virales que se documentan con mayor frecuencia en el epitelio cervical son 6, 11, 16,
18, 31 y 33, los cuales difieren en su capacidad oncogénica; los dos primeros presentan
bajo potencial y los ultimos alto potencial oncogénico.

Objetivo: Identificar los tipos de VPH presentes en biopsias de cervix con evidencia citolégica,
colposcopica e histopatologica de infeccion viral, y realizar un analisis ultraestructural de
los cambios celulares asociados.

Material y métodos: Usamos la hibridacién in situ (HIS) con sondas biotiniladas para
identificar los tipos virales, y las biopsias positivas se procesaron para analisis ultraestructural
por microscopia electronica.

Resultados: Se analizaron por HIS 63 biopsias cervicales, 24 (38%) resultaron positivas para
alguno de los tipos virales probados, los méas frecuentes fueron los tipos 6/11 (24%), los
cuales en el andlisis ultraestructural se asociaron a la presencia de varios nucléolos en nucleos
con bordes crenados, en tanto que los tipos oncogénicos se asociaron con la presencia de
particulas virales en ndcleos, que frecuentemente se presentan multilobulados y con inclusiones
citoplasmaticas. En ambos casos es evidente la desorganizacion de los desmosomas.
Conclusiones: La prevalencia de VPH encontrada en este estudio concuerda con lo reportado
para esta infeccion viral en otros estudios donde se usa la misma técnica, los tipos virales
concuerdan con el diagndstico inicial, y el estudio ultraestructural arroja evidencias sobre
las principales alteraciones celulares asociadas a la infeccion viral.

PALABRAS GUIA: Virus del papiloma humano, genotipificacion, hibridacion in situ,
microscopia electronica de transmision.
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El virus del papiloma humano (VPH) es
uno de los factores etioldégicos mas comunes
en enfermedades de transmision sexual y es el
virus que mas frecuentemente se transmite
por esta vial. La infecciéon genital por VPH es
silente y su prevalencia e incidencia son
desconocidas; sin embargo, se estima que la
incidencia en los Estados Unidos es de 1 a
5.5 millones/ano y la prevalencia es de 20
millones.?3
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El VPH pertenece a la familia papovaviridae,
conformada por virus relativamente pequenos
(55 nm de diametro), sin envoltura membranal ex-
terna y que presentan una capside proteica
externa de forma icosaédrica. El genoma viral
consiste de una molécula de ADN circular de
doble cadena de 7.9 Kpb asociado con histonas,
que presenta tres regiones principales; 1) la
regién larga de control (LCR), una secuencia
de 400-1000 pb no codificante que regula la
transcripcién de las regiones codificantes; 2)
la region de expresion temprana (E), implicada
en replicacién viral y oncogénesis y que codifica
para proteinas reguladoras de la expresion del
genoma viral, y 3) la regiéon de expresion tardia
(L), que codifica para las proteinas de la
capside. Los viriones son ensamblados en el
nucleo y liberados en las células de las capas
superiores del epitelio.**¢

El VPH esta asociado con una variedad de
condiciones clinicas que van desde las lesiones
inocuas hasta el cancer, aunque la mayoria de
las infecciones son benignas. Inicialmente el
VPH fue identificado como el agente causal
de las verrugas cutaneas comunes, pero
posteriormente se ha establecido que ciertos
tipos que infectan la cara incrementan el riesgo
de desarrollar cancer de piel, y los que infectan
la mucosa interna de la boca producen
pequenos ndédulos que pueden degenerar en
canceres de células escamosas, ademas de la
fuerte asociacion que existe entre la infeccidon
cervical con algunos tipos de VPH y el cancer
cérvicouterino.!’

La relacion entre infeccién genital por VPH
y cancer cervicouterino ha sido demostrada
claramente desde hace mas de dos décadas y
ahora se sabe que la asociacién entre VPH
y este tipo de cancer es mayor que la que existe
entre tabaquismo y cancer pulmonar.?

El cancer cervicouterino es el tercero mas
comun en las mujeres en Estados Unidos, sélo
superado en frecuencia por el cancer de piel y
de mama, pero en los paises en desarrollo es el
cancer femenino mas frecuente y puede llegar
a constituir el 25% de todos los canceres en
mujeres. En México —para el ano 2000- se
registraron 16,500 nuevos casos y 6,700 muertes,
de hecho ocupa el primer lugar de mortalidad
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por cancer.” En el ambito mundial, el cancer
cervicouterino es la segunda causa de muerte
por cancer en las mujeres, y se ha demostrado
que el VPH esta implicado en 99.7% de los
casos de cancer cervical de células escamosas
en todo el mundo;! los casos de adenocarcino-
mas de cervix también estan relacionados a
VPH, pero de manera menos pronunciada y
esta relacion depende de la edad, ya que en
mujeres de menos de 40 anos el virus esta pre-
sente en 89% de los casos y en mujeres de mas
de 60 se ha observado sb6lo en el 43%."

Actualmente se han identificado y caracte-
rizado totalmente 85 tipos virales, ademas de
aproximadamente 120 tipos mas que han sido
caracterizados potencialmente como nuevos
genotipos; asimismo, se han documentado
hasta 30 tipos diferentes de VPH que infectan
el tracto genital femenino y que se contagian
por contacto sexual, pero sélo seis de ellos son
los que mas frecuentemente se identifican en
tracto genital: los tipos 6 y 11, que presentan
bajo riesgo oncogénico, y los tipos 16, 18, 31 y
33, los cuales presentan un alto potencial
oncogénico.!?7

El potencial oncogénico del VPH se ha
asociado a dos proteinas virales denominadas
E6 y E7 que se sabe interactiian con p53 y pRB,
respectivamente, y que actian bloqueandolos,
con lo cual impiden que cumplan su funcién
protectora del ADN, por lo que eventualmente
las células infectadas acumulan errores gené-
ticos que en un momento determinado pueden
conducir a la malignizacién celular.*!?

El método de deteccién primaria para la
infecciéon cervical por VPH es la citologia
exfoliativa cervical con tincién de Papanico-
laou (Pap), la cual ha propiciado una disminu-
cién en la incidencia del cancer cervical y las
tasas de mortalidad entre 50 y 65%, ya que es
una herramienta que detecta los cambios
celulares, asociados a infeccion por VPH en la
zona de transformacién del cervix.!® El informe
de la clasificacién de la tincién de Pap ha
evolucionado y se ha refinado con el tiempo. El
sistema de informe utilizado actualmente es el
de Bethesda, que fue creado para uniformizar
la terminologia diagnédstica  descriptiva,
incluyendo las condiciones de la muestra como
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una parte integral del reporte. Este sistema
clasifica las anormalidades de células escamosas
en cuatro categorias: 1) células escamosas
atipicas (CEA); 2) lesidén escamosa intraepi-
telial de bajo grado (LEIBG); 3) lesion
escamosa intraepitelial de alto grado (LEIAG),
y 4) carcinoma de células escamosas.'

Debido a que se han identificado genotipos
de VPH cervical que presentan un mayor
potencial oncogénico y a que no es posible
tipificarlos con los métodos de rutina, se hace
necesario identificar los genotipos de VPH
que se encuentran en las lesiones cervicales, y
asi evaluar el riesgo de las pacientes de
desarrollar cancer cervicouterino. Es por esta
razén, que en este trabajo decidimos usar la
hibridacion in situ (HIS) para identificar los
genotipos mas frecuentes (6, 11, 16, 18, 31 y 33)
en infeccién cervical, ya que aunque no es la
técnica mas sensible, nos permite identificar el
tipo viral que se encuentra infectando las
células del epitelio cervical y ubicar en qué
region del tejido y en qué tipo celular se
encuentra el ADN viral; también se decidio
ultraestructural por
electréonica de

realizar un analisis
microscopia
(MET), de las biopsias positivas por HIS, que
nos permitiera explorar
principales anormalidades celulares asociadas

a la infeccion viral.

transmision

cuales son las

MATERIAL Y METODOS
Pacientes

Las mujeres con examen de Pap sugestivo
de infeccion por VPH se canalizaron a estudio
colposcopico donde se diagnosticd la lesion y
se tomo6 biopsia dirigida, de acuerdo con la
prueba de acido acético 5%, inmediatamente
los especimenes se fijaron en formol neutro
4% (buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4) por
tiempo menor a 24 horas. Posteriormente las
biopsias se procesaron para inclusién en
parafina con las técnicas habituales para
estudio histopatologico. En la fase final de esta
ctapa se realizé el diagndstico histopatoldgico
de la biopsia y las que mostraron evidencia
tisular (presencia de coilocitos y
malidades nucleares) de infecciéon por VPH,
se enviaron para tipificacion por HIS.

anor-
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Hibridacién in situ

Se realiz6é en cortes histolégicos de 5 mm de
grosor montados en portaobjetos silanizados
(3-amino-propil-Trietoxi-silano, DAKO), se
desparafinaron y rehidrataron por medio de
lavados en xileno/alcohol/agua. Se les aplico
un paso de predigestion con pepsina (0.8%)-
HCl1 (0.2N) durante 10 minutos a 37 °C. La
hibridacion ADN/ADN se realiz6 desnatu-
ralizando tanto el ADN de la muestra, como el
de las sondas, a 90 °C durante 5 minutos, €
incubando a 37 °C durante 60 minutos en
camara hdmeda. Se usaron sondas individuales
de ADN marcadas con biotina, especificas
para los tipos virales 6, 11, 16, 18, 31 y 33
(DAKO). Posteriormente se aplicaron los
lavados de alta astringencia por 30 minutos a
58 °C. El revelado se 1llevé a cabo con el sistema
estreptavidina/fosfatasa (SA-PA,
DAKO), usando como sustrato 5-bromo-4-
cloro-3-Indolil-fosfato (BCIP, DAKO), vy
nitroazul de tetrazolio (NBT, DAKO) como
cromoégeno, finalmente los especimenes se
contrastaron con rojo rapido nuclear 1%
(SIGMA) y se montaron permanentemente
con medio de montaje hidrosoluble Faramount
(DAKO). Cada ensayo se corrid0 en presencia
de controles positivos (ADN humano) vy
negativos (ADN de pBr322) de las condiciones
de hibridacion. El resultado de la prueba se
analiz6 en un microscopio Optico Axioskop
(Carl Ziess), considerando tunicamente la
region nuclear de las células epiteliales como
marca de hibridacidn.

alcalina

Microscopia
electréonica de transmision

Las biopsias positivas por HIS para
cualquiera de los tipos virales fueron reproce-
sadas para analisis ultraestructural por MET;
inicialmente fueron desparafinadas y rehidra-
tadas con el método xilol/etanol/agua, y se
posfijaron en glutaraldehido 3% vy tetradxido
de osmio 1%, posteriormente se deshidrataron
en etanol a concentraciones ascendentes y
fueron incluidas en una mezcla 1:1 de o6xido de
propileno-resina acrilica Polibed 812 polime-
rizadas a 60 °C durante 24 horas. Se realizaron
cortes semi-finos (1 um de espesor) que se
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Tabla 1
Frecuencia de tipos virales
detectados por HIS 'y diagnésticos de referencia
Tipo
VPH Num. de casos (%) Dx histopatoldgico Dx colposcépico
6 8 (12.7) NIC | NIC |
11 7 (11.1) NIC | NIC |
16 2 (3.2) NIC | NIC |
18 4 (6.3) NIC I (3), NIC IlI (1) NIC |
31 1 (1.6) NIC | NIC |
33 2 (3.2) NIC | NIC |
Total 24 (38.0)

tineron con azul de toluidina y se analizaron
con un microscopio Optico Axioskop, con la
finalidad de seleccionar las zonas del tejido
mas apropiadas para el analisis ultraestructural
del tejido. Los cortes finos (60-80 nm de
espesor) se realizaron en un ultramicrotomo
LKB modelo NOVA, se montaron en rejillas
de 300 mesh y se contrastaron con el sistema
citrato de plomo/acetato de uranilo. El analisis
ultraestructural se realizé con un microscopio
electronico de transmisién Carl Zeiss EM10-
C a 80Kv de diferencia de potencial.

RESULTADOS

Se procesaron 63 biopsias cervicales con
evidencia citolégica y colposcépica de in-
feccion por VPH, la edad promedio de las
pacientes fue 30.3 = 4.7 anos (intervalo 15-56
afios), el diagndstico de las lesiones cervicales
fue realizado alternativamente por colposcopia
¢ histopatologia. El diagnodstico colposcdpico
mas frecuente (61 casos, 97%) fue neoplasia
intraepitelial cervical de bajo grado (NIC I), y
s6lo en dos casos (3%) se diagnostico lesiéon de
alto grado (NIC III), asimismo, el diagnéstico
histopatolégico de la biopsia reporté NIC I en
58 casos (92%) y so6lo en cinco casos (8%)
lesién de alto grado (NIC III).

Se detectd por HIS la presencia de ADN
viral en 24 biopsias (38%) y los tipos virales
mas frecuentes fueron los de bajo riesgo (6/
11), la tabla 1 muestra los resultados de la HIS
y se comparan con ambos diagndsticos, en
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donde podemos ver que s6lo una de las
biopsias positivas para VPH tipo 18 fue
diagnosticada por histopatologia como lesién
de alto grado.

La figura 1 muestra imagenes del epitelio
ectocervical procesado por hibridacidon in situ.

Asimismo, la figura 2 muestra los resultados
obtenidos en biopsias positivas. En todas las

imagenes es evidente la marca de hibridacién

Figura 1
Fotografias de epitelio ectocervical
procesado por hibridacion in situ.
A. Control negativo
(ADN pBr322) (100X);
B.Control positivo
(ADN humano) (20X);
C. Biopsia positiva para
ADN de VPH tipo 16 (40X)
Perinatol Reprod Hum 2 1 1
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Figura 2
Fotografias de epitelio cervical
con reaccion de hibridacioén
positiva para:
A. ADN de VPH, tipo 6 (100X);
B. ADN de VPH, tipo 11 (100X); C. ADN de
VPH, tipo 33 (40X)

Figura 3
Micrografias electronicas
que muestran:

A. El ntacleo de una célula
epitelial con borde muy
irregular y con dos nucléolos
(barra 0.6 mm);

B. El ntcleo de otra célula
epitelial con tres nucléolos

(flechas) (barra 2.0 mm).
Biopsias
para ADN de

positivas
VPH, tipo 6

nuclear positiva en la regién epitelial del tejido,
en donde el resultado de la reaccidon enzimatica
es un precipitado de color azul oscuro en la
zona de hibridacidn.
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Figura 4
Micrografias electrénicas
donde se puede observar:
A. Nacleo de wuna célula
epitelial con un agregado
casi-cristalino de particulas
(asterisco) (barra 85 nm);

B. Nicleo de otra célula epitelial
con particulas virales aisladas
(flechas) (barra 170 nm).
Biopsias positivas para
ADN de VPH, tipo 16

virales

En todas las biopsias positivas para
cualquiera de los tipos virales de VPH la senal
de hibridacién siempre se encontré en los
estratos mas superficiales del epitelio
estratificado.

En el anélisis ultraestructural fue evidente
la presencia de nucleos de borde muy irregular
(crenado) (Figura 3A) y varios nucléolos por
nicleo (Figura 3B) que se asocian pre-
ferentemente a los tipos virales de bajo riego
oncogénico (tipos 6 y 11); asimismo, en las
biopsias positivas para los tipos de alto riesgo
oncogénico fue posible observar la presencia
de particulas virales en arreglo casi-cristalino
(Figura 4A) en el nudcleo de células epiteliales
y también fue evidente la presencia de
particulas virales en forma aislada (Figura 4B).
En las biopsias positivas para los tipos virales
de alto riesgo oncogénico, fue posible
identificar nucleos multilobulados (Figura 5A)
con seudoinclusiones citoplasmaticas (Figura
5B).
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Figura 5
Micrografias electréonicas de
transmision en las que se

observan nicleos multilobulados
con seudoinclusiones
citoplasmaticas en dos
células de epitelio ectocervical
[barra: A. 1.1 pm, B. 270 nm].
Biopsias positivas para ADN de
VPH, tipo 18

oy
.f

Figura 6
Imagen de microscopia
electronica que muestra:

A. Vision de bajo aumento
de las uniones celulares
desmosomales desorganizadas
(flechas) (barra 1.3 wm).

B. Imagen de gran aumento de los
desmosomas (flechas) en
puede apreciar el
importante en namero Yy en
desorganizacion (barra 0.5 pum).
Biopsia positiva para ADN, tipo 6

donde se
incremento tan
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Figura 7
Nicleos de dos células
epiteliales donde
se observan particulas
electrodensas (flecha) entre las
capas interna y externa de la
envoltura nuclear
[barra: A. 0.5 pm, B. 250 nm].
Biopsia positiva para
ADN de VHP, tipo 16

En casi todas las biopsias es evidente la
desorganizacion de las wuniones celulares
denominadas desmosomas como se muestra
en la figura 6.

Un hallazgo sorpresivo en biopsias positivas
para ADN de VPH de los tipos 16 y 18 fue la
presencia de particulas electrodensas de
aproximadamente 100 nm de diametro, que
se encuentran entre ambas capas de la
envoltura nuclear y que, aparentemente, estan
abandonando el ntucleo (Figuras 7A y 7B).
Desafortunadamente, dadas las condiciones
en que se plante6 y desarrollé este estudio, no
fue posible establecer el significado de estas
particulas, que pudieran representar una
caracteristica morfo-funcional de las células
infectadas por ADN de VPH.

DISCUSION Y CONCLUSIONES
En este estudio se analizé la presencia de los
genotipos de VPH mas frecuentemente
asociados a infeccion cervical, en biopsias de
cervix en pacientes con evidencia citoldgica,
colposcopica e histopatoldgica de infeccidn
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viral, para ello se usaron sondas de ADN
marcadas con biotina y se revel6 el resultado
de la reaccién de hibridacién con un sistema
enzimatico de estreptavidina acomplejada con
fosfatasa alcalina. Posteriormente se analiza-
ron ultraestructuralmente las biopsias que
resultaron positivas para alguno de los tipos
virales.

El diagnéstico colposcopico e histopatolo-
gico mas frecuente fue neoplasia intraepitelial
cervical de bajo grado (NIC I) lo cual concuerda,
en principio, con los resultados de la hibridacién
que indican una mayor frecuencia de los tipos
virales de bajo riesgo oncogénico (15/24, 62.5%
de todos los casos positivos).

Los resultados de las pruebas de hibridaciéon
indican una prevalencia de 38% de infecci6én
por VPH, estos datos pueden parecer bajos si
consideramos el sistema de seleccién de las
pacientes; sin embargo, no lo son tanto si lo
comparamos con los datos publicados por
Tamayo y cols. en los que, usando PCR en
células de descamacion, identifican la presen-
cia de los tipos 6, 11, 16, 18 y 33 en pacientes
con evidencia citolégica de infecciéon por VPH
y que informan una prevalencia del ADN viral
de 8.6% para los casos y de 5.3% para los
controles.'> Asimismo, al aplicar la misma
técnica de deteccidén, aunque para casos de
cancer cervical, Hernandez y cols. reportaron
una prevalencia del ADN viral cercana al 50%,
tanto para los casos de carcinoma in situ como
invasivo, y para sus controles encuentran que
13% es positivo para el ADN viral.'® Aunque la
hibridacién in situ no es la técnica mas sen-
sible que se conoce para la deteccion de ADN
viral, ya que actualmente existen otros métodos
que reportan una sensibilidad mayor. Como
la reaccién de polimerasa en cadena (PCR),'7*
Southern Blot,” que captura de hibridos ADN/
ARN,?!-2 ¢ incluso los microarreglos),”?* tiene
la ventaja sobre cualquier otra técnica de
deteccion de ADN viral que es la anica que
permite identificar los tipos celulares infecta-
dos por el ADN viral e identificar las regiones
del tejido en las que la expresion del ADN
viral es mayor.

En este sentido es importante mencionar
que en todos los casos positivos para ADN
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viral, la sefial de hibridacion es mas intensa en
las capas superiores y mas diferenciadas del
epitelio escamoso, lo cual concuerda con
resultados experimentales que indican que la
expresion del genoma viral, y la formacién
misma de particulas virales se ve incrementada
con la diferenciacion que se lleva a cabo en las
células epiteliales conforme avanzan hacia los
estratos mas superficiales del tejido.*

Asimismo, se decidi6 realizar la HIS en
condiciones de alta astringencia, ya que aunque
esto disminuye la sensibilidad, se logra un
incremento importante en la especificidad, y
como el objetivo del trabajo es tipificar lo mas
fielmente posible el ADN de HPV presente
en este tipo de biopsias, se consideré necesario
realizar los ensayos de hibridacién en estas
condiciones.

En cuanto al analisis wultraestructural,
existen muy pocos
antecedentes de los cambios ultraestructurales
asociados a infeccion genital por VPH, el tnico
referente con que se cuenta es un reporte de Sato
y cols., de 1987, donde muestran datos de 37
pacientes que incluyen toda la gama de lesiones
asociadas a infeccién genital por VPH, desde
condiloma acuminado hasta carcinoma in situ,
pero dado que el objetivo del estudio es
comparar la capacidad de deteccion de la
inmunocitoquimica, microscopia electrdnica
de transmisién y Southern Blot, no se reportan
los hallazgos ultraestructurales, solamente el
numero de casos en los que fueron capaces de

desafortunadamente

detectar particulas virales por microscopia
electrénica.?

El presente estudio constituye, quiza, uno de
los pocos intentos por identificar y describir las
alteraciones en la wultraestructura celular
asociadas a infeccién genital por VPH. Los
resultados indican que las principales altera-
ciones celulares se observan en el nucleo, por
ejemplo, en las células positivas para los tipos de
bajo riesgo oncogénico es frecuente encontrar
nicleos de borde muy irregular y varios
nucléolos; por su parte, en el caso de los tipos
de alto riesgo fue mas frecuente la presencia de
nucleos multilobulados con suedoinclusiones
citoplasmaticas, asi como particulas virales en
localizacién nuclear y otras particulas electro-
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densas que se encuentran entre las dos capas de
la envoltura nuclear y que, aparentemente, estan
dirigiéndose hacia el citoplasma. Es importante
mencionar que en todas las biopsias son
evidentes las alteraciones a nivel de organizacion
de los desmosomas.

Este es un campo prometedor; sin embargo,
es necesario que se implementen metodologias
y técnicas de deteccién que permitan incre-
mentar la sensibilidad de la tipificacion del
VPH, conservando la posibilidad de establecer

Genotipificacion del virus del papiloma humano

una correlacién de tipo morfolégico. Para estos
fines quizad una excelente alternativa sea el
PCR in situ con sondas especificas que incluyan
una variedad mdas amplia de tipos virales
genitales. Estos trabajos podrian ser comple-
mentados con el uso de la microscopia
electronica de transmisién y la implementacion
de técnicas de histoquimica e inmunolo-
calizacion, que aporten datos para apoyar las
conclusiones a que se puede llegar con este
tipo de estudios.

ABSTRACT

Introduction: Human papillomavirus (HPV) is the most common sexually transmitted virus, is
strongly associated with cervical cancer. HPV genital types differs in oncogenic potential,
types 6/11 are low-risk and, types 16/18, 31/33 are high-risk. In situ Hybridization (ISH)
analysis has advantage of being able to detect both, the specific cellular types infected with
viral DNA and the HPV types in cervical biopsies and therefore, cervical cancer patient’s risk.
Objective: This work was performed in order to typing HPV in cervical biopsies with cytologi-
cal, colposcopical and histopathological evidence of HPV infection, and to search ultrastruc-
tural changes associates with viral infection.

Results: We analyzed, by ISH, 63 cervical biopsies, 24 (38%) positives to some viral type,
HPV types 6/11 were more common types (24%) consistent with the more frequent, both
colposcopical and histopathological diagnostic; Low-grade intraepithelial lesion.
Ultraestructural analysis showed cellular alteration in association with low-risk types, princi-
pally irregular nucleus and several nucleolus for nucleus, as long as cells infected with
oncogenic types DNA showed multilobulated nucleus, cytoplasmic inclusions and viral par-
ticles in nucleus. In both cases is clear an disorganization of cellular junctions desmosomes.
Conclusions: The HPV prevalence in this study was consistent with other reported, using
ISH analysis, the more common types were low-risk types in agreement with previous diag-
nostic, and electron microscopy analysis provide evidence on the main cell alterations asso-
ciated with viral infection.

KEY WORDS: Genital human papillomavirus, genotyping, in situ hybridization, trans-
mission electron microscopy.
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