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en carcinoma queratinizante de pulmon
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IDENTIFICATION OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS 16 (HPV 16) IN
KERATINIZING LUNG CARCINOMA

Lung cancer is the first cause of death by cancer in the world and the
SJourth cause in Chile. The histological type squamous cell carcinoma
represents between 35% to 50% of the cases. Strong evidence exists about
the association between this histological type and the human papilloma
virus (HPV) infection, being genotypes HPV-16 and 18 those that have an
strong association. We analyzed cases of lung squamous cell carcinoma of
the keratinizing type to evaluate the presence of HPV 16 and 18 genotypes
in Chile. Thirteen cases with histological diagnosis of keratinizing highly or
moderately differentiated squamous cell carcinoma were analyzed. Samples
were formalin-fixed and paraffin-embedded tissue. DNA was extracted with
proteinase K and it was amplified by Polymerase Chain Reaction (PCR)
using specific primers for generic HPV, HPV 16, HPV 18 and human
betaglobin as internal positive control. The amplified products were revealed
in polyacrilamide gels. We identified the presence of HPV in 6 of 13 cases
(42.2%). Of these cases, five corresponded to HPV-16 and none of them
was HPV 18. The presence of HPV 16 in the analyzed series would indicate
that HPV can have some function in the etiology of lung cancer of the
keratinizing squamous cell type. The absence of HPV 18 in the analyzed
series could indicate unique epidemiological characteristics of our studied
population. It is necessary to perform another study with other genotypes of
HPV and greater number of cases to confirm these results.
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RESUMEN

El cdncer pulmonar constituye la primera causa de muerte por cdncer
en el mundo y la cuarta causa de muerte por cdncer en Chile. El carcinoma
escamoso de pulmon representa entre el 35% a 50% de los casos de cdncer
pulmonar. Existe fuerte evidencia, aunque aiin controversial, respecto de la
asociacion entre esta forma histologica y la infeccion por Virus Papiloma
Humano (VPH), siendo los genotipos VPH 16 y 18 los que se han asociado
a lesiones malignas y premalignas de diversos tejidos epiteliales. Analiza-
mos casos de carcinoma escamoso de pulmon del tipo queratinizante para
evaluar la presencia de genotipos de VPH 16 y 18 en Chile. Quince casos
con diagndstico histolégico de carcinoma escamoso moderada y altamente
diferenciados en tejido incluido en parafina, fueron tratados con xilol y
etanol y resuspendidos en proteinasa K durante 48 horas a 56° C para la
extraccion de ADN. Este se amplifico mediante la reaccion de polimerasa en
cadena (PCR) usando partidores especificos para VPH genérico, VPH 16,
VPH 18 'y betaglobina humana como control positivo interno. Los amplifi-
cados fueron revelados en geles de polacrilamida y tincion con nitrato de
plata. Identificamos la presencia de VPH genérico en 6 (42,2%) de 13
casos amplificables. De estos casos todos correspondieron al genotipo VPH
16 vy ninguno correspondio al genotipo VPH 18. La presencia de VPH 16
en la serie analizada indicaria que VPH puede tener algin rol en cdncer
pulmonar del tipo escamoso - queratinizante. Es interesante la ausencia de
VPH 18 en la serie analizada lo cual podria indicar caracteristicas epide-
miolégicas propias en nuestra poblacion. En esta serie analizada, una muestra
mostré no corresponder a los genotipos estudiados. Es necesario realizar
un estudio mds amplio con otros genotipos de VPH y un universo mayor de
casos para confirmar estos resultados.

INTRODUCCION

El Virus Papiloma Humano (VPH) perte-
nece a la familia Papovaviridae, contiene DNA
de doble hebra como material genético y tiene
un especial tropismo hacia tejidos epiteliales'.
Su material genético es de aproximadamente
8 kilobases, conteniendo dos genes de expre-
sién temprana con capacidades transformantes
llamados E6 y E7, demostrado a través de
estudios “in vitro” e “in vivo”?*. Se ha postu-
lado que el mecanismo de transformacion de
estos genes seria a través de la unién e
inactivaciéon de genes supresores de tumores
como p53 y pl05 de retinoblastoma, respecti-
vamente®. El material genético de VPH codi-
fica para dos proteinas de expresion tardia lla-
madas L1 y L2 que constituyen la nucleocdpside
viral y cuya expresiéon ocurre solamente en
estratos superiores de los epitelios, en conjunto
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con la expresion de genes de diferenciacion
celular como fibronectina, laminina y queratina’.
En determinadas circunstancias el VPH pue-
de no producir infeccién productiva y perma-
necer de manera episomal en el nicleo celular
en estado de latencia o integrarse de manera
estable al patrimonio genético celular provo-
cando transformacién'*.

La diversidad de VPH se ha definido en
funcién genotipica. Cuando dos tipos virales
presentan 50% o mds de similaridad entre sus
secuencias de ADN, corresponden al mismo
genotipo. En base a este criterio se han defini-
do mds de 100 genotipos diferentes teniendo
muchos de ellos un comportamiento
fisiopatol6gico muy distinto'. Se ha publicado
la asociacion entre la presencia de los genotipos
16, 18, 31, 33 y 35 con lesiones uterinas cervi-
cales de alto riesgo de progresién a maligni-
dad. Por otro lado, los genotipos 6 y 11 estdn
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asociados a lesiones de bajo grado. Mediante
la reaccion de polimerasa en cadena (PCR),
se ha demostrado la presencia de VPH 16 y
18 en lesiones preneopldsicas y neoplasicas de
tejido uterino cervical, laringe, es6fago, senos
nasales y pulmén®’#. En el tracto respiratorio,
VPH 6y 11 se han asociado con papilomatosis
laringea juvenil, una patologia que es benigna
pero que puede malignizarse en pacientes ex-
puestos a terapia con radiacién’. Existen di-
versos reportes que asocian la infeccién con
los genotipos de VPH 16, 18, 31, 33 y 35 con el
carcinoma celular escamoso de pulmén (CEP),
principalmente en pacientes con mucosa bron-
quial metaplasica debido al tabaquismo®'*'!,
En ciertos paises asidticos se ha comunicado
que el VPH pudiera estar asociado con el de-
sarrollo de cdncer pulmonar en mujeres no fu-
madoras'?. En Okinawa, localidad ubicada al
sudeste de Japdn, se ha correlacionado el des-
censo en la presentaciéon de CEP con un des-
censo en la incidencia de infeccién por VPH'".
En 1992, Popper y col detectaron la presen-
cia de VPH en 5 papilomas escamosos del
bronquio y el genotipo viral mostré correlacion
con el grado de malignidad', mientras que en
el aino 2001 Miasko y cols detectaron un 10%
de VPH en carcinomas de no células peque-
fias en poblacién polaca'®. Por otro lado, otros
estudios como el de Clavel y cols sélo detec-
taron VPH mediante métodos moleculares en
una pequena proporcién de casos de un total
de 185 tumores broncopulmonares estudiados'®.
No existen estudios en Chile respecto al
Virus papiloma Humano y su potencial asocia-
cién con ciertos tipos histolégicos de céncer
pulmonar, fundamentalmente el de tipo
queratinizante moderada y altamente diferen-
ciado. Nuestro trabajo ha sido analizar la pre-
sencia de VPH en muestras de carcinomas
escamosos queratinizantes de pulmén (CEPQ),
mediante amplificacién genotipo-especifica.

MATERIAL Y METODOS

Muestras clinicas

Las muestras clinicas fueron obtenidas del
sistema computacional de la Unidad de Ana-
tomia Patolégica del Hospital del Salvador, San-

tiago de Chile, haciendo coincidir las palabras
“Pulmén”, “Carcinoma”, “Escamoso” y “Que-
ratinizante”. Se revisaron 4 afios (1998-2001)
con un total de 42.000 biopsias aproximada-
mente. Fueron revisados 25 tumores de CEP
para la seleccién de 15 casos queratinizantes,
los cuales correspondian a 13 pacientes anali-
zados.

Los casos numerados 14 y 15 corresponden
a un mismo paciente de sexo masculino. Los
casos numerados 2 y 10 corresponden a una
misma paciente de sexo femenino. La mues-
tra global correspondié a 9 (71,4%) varones y
4 (28,6%) mujeres. La edad promedio del gru-
po estudiado fue de 64,1 afios (33-77 afios).

Extraccion del material genético

Las muestras de tejido incluido en parafina
fueron cortadas con microtomo en cortes de 5
um y colocadas en tubos Eppendorf de 1,5 ml.
Se agreg6 1 ml de xilol, se agit6 por 20 segun-
dos y se centrifugé a 15.000 rpm por 10 minu-
tos. Se agregé 1,0 ml de etanol puro a cada
tubo, se mezcl6 por inversion y se centrifugd a
15.000 rpm por 10 minutos. Se eliminé el
sobrenadante y se dej6 secar durante 30 mi-
nutos a temperatura ambiente. Se agregaron
50 pL de proteinasa K (1 mg/ml), bajo capa
de aceite mineral y se incub6 durante 48 horas
a 56° C para extraer el DNA. Posteriormente,
la mezcla fue sometida a agitacién mediante
vortex durante 30 segundos, se centrifugé y el
sobrenadante fue repurificado mediante el sis-
tema Glassmax® (Gibco). Finalmente se obtu-
vieron 50 pL de DNA para las reacciones de
amplificacién genémica.

Amplificaciéon de secuencias de VPH
genérico, 16 y 18.

La reaccién de amplificacion se realizé de
acuerdo a protocolos establecidos'” y consistié
en la amplificacién del gen beta-globina (BG)
como control positivo interno, la regién L1 para
la identificacién genérica de VPH y secuencias
especificas para la identificacién de los tipos
16 y 18. Se usé termociclador MJ Research
mod. Minicycler™. Los productos de amplifi-
cacién fueron sometidos a electroféresis en
geles de poliacrilamida al 8%. Para ello, se
depositaron 12 pL de producto amplificado con
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2 uL de buffer de carga, en conjunto con
estdndar de peso molecular de 25 bp. Las con-
diciones de corrida fueron 250 volts durante 2
horas en cdmara de electroféresis Mod. V-16
(Gibco) usando fuente de poder Mod. 250 Ex
(Life Technologies). Posteriormente el gel fue
teiido con solucién de nitrato de plata durante
5 minutos. Los geles fueron documentados me-
diante programa grifico Photoimpact®. Como
control positivo externo se utilizé la linea celu-
lar SiHa que lleva incorporado genomas de
VPH 16 y la linea celular HeLa, que incorpo-
ra genomas de VPH 18. Estas lineas celulares
fueron extraidas de modo similar al procedi-
miento descrito para las muestras embebidas
en parafina, disminuyendo el tiempo de ex-
traccion a | hora con proteinasa K y tampén
de digestion.

RESULTADOS
Para validar la calidad del ADN en las mues-

tras analizadas se utiliz6 la amplificacion del
gen BG humana. En 14 de 15 casos analiza-

dos se observé amplificaciéon de BG y fueron
considerados adecuados para andlisis de VPH.
Los resultados de VPH genérico, VPH 16 y
VPH 18 se muestran en la Tabla 1. De los 14
casos amplificables, 6 (43%) fueron VPH 16
positivos y ninguno VPH 18. Por otra parte,
los casos 2 y 10, que correspondieron a una
misma paciente, resultaron ambos positivos
para VPH 16.

La Figura | muestra un ejemplo de dos ca-
sos de CEPQ, uno positivo para VPH 16 y
otro negativo. Se muestran ademads los contro-
les positivos para VPH 16 y 18 que corres-
ponden a productos de amplificacion de DNA
de células SiHa y HeLa junto con patrén de
peso molecular.

DISCUSION

De los 15 casos analizados sélo uno no fue
amplificable mediante PCR, demostrado a tra-
vés del analisis de un control positivo interno
como es una secuencia del gen BG humana.
Este gen, constitutivo de cualquier célula, nos

Tabla 1. Resultados de la amplificacién por reaccién de polimerasa en cadena de virus papiloma humano en
carcinoma queratinizante del pulmén

Caso Sexo Edad BG* VPH" VPH-16 VPH-18
1 M 66 + - -
2 F 39 + + + -
3 M 68 + - - -
4 M 73 + - - -
5 F 63 + - = -
6 M S + + + -
7 M 71 + + + -
8 M 75 + - - -
9 M 77 + + + -

10 F 39 + + + -
11 ND ND + - - -
12 F 69 + - - -
13 M 69 + - - -
14 M 73 + - + -
15 M 73 - - -

“BG, gen beta-globina humana utilizado como control positivo interno de amplificacion.
b VPH amplificacién genérica de VPH utilizando partidores de region L1. ND: no determinado.
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9 10 11

5 6 7 8

Figura 1. Deteccion de VPH en muestras de Carcinoma escamoso queratinizante de pulmoén. M: peso molecular;
1-3: Controles positivos. 1: VPH genérico (SiHa); 2: VPH 16 (SiHa); 3: VPH 18 (HeLa); 4-11: casos clinicos 2 y 3.
4y 8: betaglobina humana; 5y 9: VPH genérico; 6 y 10: VPH 16; 7y 11: VPH 18.

proporciona un marcador de amplificacion, per-
mitiendo verificar presencia de inhibidores o
ausencia de DNA proveniente de extractos
celulares.

En general las muestras incluidas en parafi-
na constituyen muestras complicadas para ser
sometidas a amplificacion mediante PCR puesto
que su DNA se encuentra frecuentemente frag-
mentado en tamafos no superiores a 200 pa-
res de bases'®. Frecuentemente, como en nues-
tro caso, se requieren condiciones de extrac-
cién muy exigentes como incubacién con
proteinasa K por 48 horas y repurificacién adi-
cional mediante columnas.

De esta manera 14 de las 15 muestras pro-
cesadas demostraron ser amplificables median-
te PCR, con resultados analiticos validos. La
amplificacion genémica para VPH, VPH 16 y
VPH 18 detect6 la presencia del tipo 16 en el
43% de los casos analizados. La validacién
externa de nuestra serie se realizé mediante la
amplificacion de lineas celulares de cancer cer-
vical como las células Hela, la cual lleva inser-
tos de genomas de VPH 18 y células SiHa
que tienen incorporado genomas de VPH 16°.
No se detecté presencia de genomas de VPH
18, lo cual puede no ser relevante si pensamos
que la serie estudiada es muy baja para inter-

pretar este dato correctamente. Sin embargo,
si esto representa datos reales, constituye una
observacién muy interesante puesto que VPH
16 y 18 tienen similares propiedades
oncogénicas. Con el andlisis de un mayor ni-
mero de casos estarfamos en condiciones de
establecer si esta observacién puede tener con-
notaciones epidemioldgicas en nuestra pobla-
cién y atin mds, se podria establecer mediante
técnicas de fingerprinting si se trata o no de
un mismo subtipo de VPH 16. Mediante estos
andlisis también es posible establecer si la ex-
pansion clonal de las células infectadas ocu-
rrié antes o después de la infeccién, demos-
trando el rol que puede tener VPH 16 en la
progresién tumoral.

Otra observacién es que un solo caso resul-
t6 ser VPH genérico positivo y VPH 16-18
negativo. Esto pone de manifiesto la importan-
cia de analizar otros genotipos que pueden es-
tar asociados a lesiones de alto grado como
los VPH 31, 33 y 35%.

Cabe mencionar que las muestras 14 y 15
corresponden a una pieza quirdrgica del mis-
mo paciente tomadas con un afo de diferen-
cia. La primera muestra resulté positiva para
VPH 16 y la segunda presenté inhibicién, lo
cual sugiere que la amplificacién genémica por
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PCR no depende de las caracteristicas de la
muestra sino de los procedimientos de fijacién
posteriores a su recoleccién'®.

Los casos 2 y 10 corresponden a dos piezas
quirdrgicas de distinta ubicacién tomadas en la
misma fecha, correspondientes a una paciente
de sexo femenino de 39 afios de edad. Ambas
muestras fueron positivas para VPH 16, pu-
diendo sugerir que la infeccién por VPH po-
dria estar diseminada y no circunscrita a una
regién especifica en el pulmén de esta pacien-
te. No tenemos explicacién para el caso que
resulté ser VPH negativo y VPH 16 positivo.
Al respecto podriamos comentar que se trata-
ria de un falso negativo para VPH, puesto que
la banda presente para VPH 16 es bastante
intensa. Nosotros creemos que se descarta la
posibilidad de un falso positivo para VPH 16
puesto que los controles negativos, que acom-
pafian a la muestra en todo su procesamiento
no dan indicios de contaminacion.

De acuerdo a las publicaciones existentes a
la fecha, VPH esta presente en CEP en un
rango que va desde un 5 a un 78%"*. Nuestro
hallazgo, que representa una cifra intermedia,
ha evaluado sélo casos con la condicién
“queratinizante” (CEPQ), lo cual hace dificil
establecer comparaciones con muchos de los
estudios anteriores. Sin embargo, la eleccién
de casos de CEP con la condicién de
“queratinizantes” se estableci6 debido a los re-
sultados obtenidos en paises asidticos que han
encontrado la presencia de VPH en este tipo
de tumores'>"3.

Nos parece bastante importante la posibili-
dad de complementar estos resultados con al-
guna técnica de deteccién que permita con-
servar la arquitectura tisular, de tal manera de
analizar el tropismo de VPH sobre tejido
epitelial. En este sentido la “hibridacién in situ”
serfa una herramienta que nos permitirfa esta-
blecer la ubicacién histolégica de las células
positivas en cortes de tejido®'. A la vez pensamos
que el andlisis de la expresién de proteinas
tardias a través de técnicas inmunohistoquimicas
nos permitirfa establecer si existe maduracién
viral en el tejido tumoral, lo cual se contrapone
al rol de VPH como agente causal de transforma-
cién celular??. La técnica de “microdiseccion
de tejidos”, por otra parte, constituye una al-
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ternativa metodolégica de separacién de gru-
pos de células que nos permitirfa aislar tejido
tumoral y no tumoral adyacente para analizarlo
posteriormente con herramientas moleculares®.
Los epitelios bronquiales de individuos fuma-
dores, con o sin lesiones precursoras pueden
constituir un foco de estudio en el cual seria
interesante saber si VPH puede tener algiin
rol, junto con el andlisis de casos controles.
Nuestro estudio no incluy6 el andlisis de este
tipo de muestras.

En definitiva, la presencia de VPH 16 en la
serie analizada indicaria que VPH podria estar
asociado con la patogenia del CEPQ y justifi-
ca el andlisis de un mayor nimero de mues-
tras ampliando el espectro de genotipos de
VPH.
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