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CAPITULO 1
1. RESUMEN
Luis Carlos Canales Martinez
Fecha de graduacién: Febrero 2016

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Facultad de Medicina
Titulo del estudio: EXPRESION DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO Y
VIRUS DE EPSTEIN BARREN CARCINOMAS SINONASALES Y PAPILOMA
NASAL INVERTIDO
NUumero de paginas: 51

Candidato para obtener el grado de especialista en Anatomia Patoldgica
Area de estudio: Anatomia Patologica
Propdsito y Método de Estudio: Los papilomas nasales invertidos y carcinomas
sinonasales son neoplasias frecuentes de los senos paranasales. El rol del virus del
papiloma humano y virus de Epstein Barren su etiologia no ha sido estudiado. Estos
podrian ser utilizados posteriormente en el desarrollo de protocolos que establezcan su
utilidad en el pronoéstico y tratamiento de estas entidades. En el presente trabajo se
analizaron 35 casos de papilomas nasales invertidos y 23 casos de carcinomas sinonasales
y se estudid la presencia de los

virus por inrnunohistoquimica y PCR.

Contribuciones y conclusiones: Se demostrd la presencia tanto por inrnunohistoquimica
corno por PCR entre los papilomas nasales invertidos y los carcinomas sinonasales. La
relacion de su expresion entre papilomas y carcinomas no fue estadisticamente
significativo. El significado de esta diferencia de expresion es incierto. Considerarnos que
los hallazgos encontrados en este estudio son importantes y esperarnos que sean un paso
que permita el desarrollo de nuevos estudios que traten de establecer el significado

prondstico y terapéutico que la expresion de estos virus pueda tener.

FIRMA DEL DIRECTOR DE TESIS:




CAPITULO 11

2. MARCO TEORICO

2.1 Senos paranasales

La cavidad nasal y los senos paranasales forman una unidad funcional que
se ve reflejada en su similaridad de los procesos patolégicos que involucran a toda
la regidn. Esta se localiza en la porcion media de la cara, y se compone de un par
de cavidades nasales centrales rodeadas por los senos paranasales. La cavidad
nasal cuenta con un piso, techo, pared lateral y septo. Se divide de manera anterior
hacia el vestibulo nasal y hacia posterior como antro nasal como cornetes. El
vestibulo nasal tiene como borde inferior al proceso palatino maxilar y como borde
medial al cartilago septal. Las paredes superiores y laterales se componen por los

tejidos blandos de la ala nasal.

Los senos paranasales comprenden los senos maxilares, frontales etmoidales y
esfenoidales El laberinto etmoidal del adulto tiene relacion estrecha con la Orbita, y
su pared medial forma la pared lateral nasal. Debido a la proximidad de los pasajes
nasales y senos, el seno etmoidal es el segundo mas frecuentemente involucrado
por extension tumoral, después del seno maxilar. El seno maxilar es el seno mas
grande e involucra la mayoria del cuerpo de la maxila. Las paredes que se
encuentran en contacto con la cavidad nasal y la orbita son muy delgadas, mientras

que aquellas anteriores y posteriores son anchas *

El tejido blando que reviste al vestibulo es extension de la piel, con epitelio
escamoso estratificado queratinizante. Este recubrimiento se extiende por 1 a
2cms desde el limite nasal externo hacia las narinas. Posterior a este se encuentra

la unibn mucocutanea, limite donde comienza
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la mucosa respiratoria de origen ectodérmico, conocida también como membrana
schneideriana. Esta reviste al antro nasal, cornetes y senos paranasales. Los
cornetes cuelgan hacia la luz nasal a lo largo de las paredes laterales de la cavidad

nasal. !

L+ - -

. » -
llustracion 1 Membrana schneideriana (40x)

Los dos tipos principales de epitelios que recubren a la regién son el epitelio
escamosos estratificado y el epitelio respiratorio pseudoestratificado columnar. La
interfase entre ellos es segmentada; por areas es de manera abrupta, y en otras

involucra un epitelio transicional intermedio. 2

2.2 Papilomas sinonasales

Los papilomas sinonasales o schneiderianos son neoplasias benignas de la
mucosa respiratoria o schneideriana que recubre a la cavidad nasal y los senos
paranasales. Son pequefios, de color gris, rosa o blanco, de crecimiento polipoide.
Tienden a medir menos de dos centimetros, siendo asintomaticos, pero también
debutan con sintomas de obstruccion nasal o epistaxis. La mayoria de los casos se

observan en adultos de la tercera

10
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década en adelante, pero pueden ocurrir en nifios también®. No suele existir

historia clinica precedente de sinusitis crénica o procedimientos quirdrgicos.*

Se han clasificado dependiendo de su apariencia 0 composicion mayoritaria, en
tres grandes grupos: fungiformes (también llamados exofiticos, evertidos, o
papilomatosis), invertidos (escamosos, transicionales (sternberg), y de células
cilindricas (oncocitico). Se excluyen de este grupo los papilomas escamosos
hiperqueratésicos verrucosos que tienen un origen en el epitelio escamoso
estratificado del vestibulo nasal, por ser analogo a aquellos tumores que aparecen
en la piel. En contraste con los pdlipos inflamatorios, los papilomas sinonasales son

unilaterales en la mayoria de los casos.’

Microscopicamente los papilomas son exofiticos, con tallos fibrovasculares
arborizantes delicados cubiertos por multiples capas de epitelio escamoso. La
superficie del polipo esta revestida por un epitelio escamoso no queratinizante
ancho también conocido como epitelio transicional. Puede observarse ademas una
mezcla de células mucinosas y microquistes mucinosos intraepiteliales y menos
frecuente epitelio respiratorio ciliado con algunas células caliciformes dentro de las
formaciones epiteliales.®” Todos los tipos epiteliales pueden estar presentes en un

solo papiloma.

11
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lustracion 2 Papiloma nasal invertido ( 5x, IOxJ

Los tipos celulares presentes en los papilomas fungiformes e invertidos son
idénticos, pero ambos difieren arquitecturalmente, en su sitio de origen, y en su
asociacion con carcinoma. El papiloma fungiforme tiene un origen casi exclusivo en
el septo nasal, mientras la forma invertida afecta predominantemente la pared
lateral de la nariz y los senos paranasales. Los papilomas fungiformes tienen tallos
de tejido conectivo que forman una arquitectura exofitica; por el otro lado, el
papiloma invertido tiene invaginaciones del epitelio de superficie hacia el estroma
subyacente (de cualquier manera, algunos papilomas invertidos tienen una
superficie exofitica ademas de las invaginaciones, y algunos fungiformes pueden
tener invaginaciones esporadicas). La queratinizacion abundante es poco comun

en el papiloma nasal invertido, y si se encuentra presente se debe de

12
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investigar alguin diagnéstico alterno, especialmente de carcinoma escamoso®. Por
ultimo, el papiloma fungiforme no se asocia a carcinoma, mientras que el papiloma

invertido si®.

El pleomorfismo nuclear es prominente en aproximadamente 10% de los
papilomas invertidos, casi siempre en forma de pocas células aisladas. Estos
ndcleos atipicos tienen a formar agregados en el tercio interno de la mucosa.
Pueden encontrarse neutréfilos a través de la capa epitelial como células Unicas o
micro abscesos Esta inflamacion, aunado a las irregularidades nucleares, pueden
otorgar una apariencia histolégica de malignidad. Al contrario, el carcinoma tiene

anormalidades nucleares severas y extensas®.

Los papilomas de células cilindricas o papiloma oncocitico es el papiloma menos
comun y por lo tanto el menos estudiado. Se encuentra recubierto por células
hinchadas, eosinofilicas y con citoplasma granular®. Se pueden encontrar mitosis
ocasionales en la capa basal. La atipia es de leve a moderada, y existe un patrén
de maduracion ordenado. Las células tumorales son capaces de sintetizar un
componente secretor y de formar IgA e IgM™. La composicién dual de células
columnares y escamosas es también aparente en el nivel de imunohistoquimica, en
el sentido que existe una expresion de queratina correspondiente a ambos tipos

celulares™.

Los papilomas pueden desarrollarse en el septo nasal anterior, vestibulo y cornete
nasal inferior. Aquellos que tienen origen en el septo nasal son usualmente
exofiticos y fungiformes, con un nucleo central de tejido conectivo. Aquellos
localizados en la pared lateral (meato medio o cornete inferior) son del tipo
invertido, con un crecimiento interno del epitelio hacia el estroma'?. Esta
caracteristica puede ser mal interpretada como invasion y realizarse un diagnostico

incorrecto de carcinoma.

13



El potencial para la transformacién maligna existe en todos los subtipos de papiloma,
incluyendo aquellos compuestos de epitelio oncocitico™. Para realizar un
diagnéstico definitivo de una lesion papilar escamosa, especialmente una con
displasia, se debe de estudiar la lesién completa®. El desarrollo de carcinoma puede
ser meses o afios después de la excision de un papiloma'*-°. Este evento ocurre en
el 3% de los papilomas y se asocia con un indice de supervivencia del 25%. Es
posible ademas contar con la presencia de carcinoma focal invasor en un papiloma
tipico en el tiempo de la primer excision®®,*’. Esta complicacion se observa en el 3%
de los casos, y se asocia a un prondstico excelente®®. Por Gltimo, podemos ver la
aparicion de un tumor con un patrén de crecimiento muy similar al papiloma pero con
caracteristicas citolégicas sutiles que indican malignidad®. La supervivencia de este
grupo es similar a la del carcinoma que se desarrolla posterior a la escision de un

papiloma (25%)

Existen numerosos estudios realizados con hibridacion in situ o reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR) demostrando la presencia de virus del

papiloma humano en papilomas sinonasales.

El tratamiento para los papilomas sinonasales es la remocion quirdrgica. La
realizacion de TAC se utiliza de manera rutinaria en la planeacion del manejo®. La
tasa de recurrencia para los papilomas histéricamente se coloca dentro del rango de
4 a 74%, con una cantidad importante de pacientes con historia de recurrencias
multiples. Universalmente se ha aceptado que sea el resultado de excision
incompleta, ya que los papilomas tienen la tendencia de expandirse a lo largo de la
mucosa respiratoria a través de metaplasia escamosa o cilindrica. Una reseccion
conservadora, como una polipectomia, no elimina a la enfermedad microscépica y
se ha asociado a tasas de recurrencias altas. La tasa de recurrencia para los
papilomas ha sido reducida a aproximadamente 5% con la rinotomia lateral y

maxolectomia medial®®. Se ha manejado ademas la idea de que los

14
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papilomas sinonasales recidivantes probablemente tengan una carga viral de VPH
mayor a los no recidivantes, o que la recidiva puede ser el resultado de la reactivacion

de infeccién por VPH latente en la mucosa adyacente?.

Dentro del diagnostico diferencial de los papilomas schneiderianos deben de
considerarse varias entidades. La primera y mas obvia son los polipos inflamatorios.
Aunque estos pueden tener metaplasia escamosa, no tienen el epitelio escamoso no
queratinizante de los papilomas. El diagndstico diferencial debe incluir ademas del
carcinoma escamoso. El grado de atipia visto en carcinomas no se encuentra en los

papilomas, ademas de nidos invasores y estroma desmoplasico .

El prondstico de los papilomas schneiderianos de todos los tipos histologicos sin la
presencia de carcinoma invasor es excelente. La tasa de recurrencia depende del
enfoque de la cirugia inicial. No se han reportado muertes causadas por un papiloma.
El carcinoma invasor aparece en aproximadamente 5 a 14 % de los pacientes con
papilomas sinonasales . Esta complicacion se ve exclusivamente en los papilomas de
tipo invertido. Como ya se ha mencionado, el carcinoma puede verse como parte de un
papiloma, o se puede presentar como una recurrencia posterior a una resecciéon de
una lesién benigna. La mayoria de los carcinomas son de tipo escamoso. No existen

caracteristicas histologicas que predigan recurrencias o transformacion maligna.

2.3 Carcinomas sinonasales

El carcinoma sinonasal es un tumor poco usual, responsable del 0.2 al 0.8%
de las muertes por cancer en los estados unidos®. Uno de los grupos ocupacionales
que se sabe tienen cierto riesgo elevado son los trabajadores del nickel®*. La edad de

aparicion es alrededor de la sexta década.

15



El sitio mayormente afectado es el seno maxilar (55-60%), seguido de la cavidad nasal
(19-35%), seno etmoidal (9-15%), vestibulo nasal (4%) y senos frontal y esfenoideo (1
%). Se ha notado una preponderancia por el lado izquierdo para los tumores

etmoidales, lo cual sugiere una patogénesis exdgena®*.

Virtualmente cualquier condicion del tracto sinonasal y nasofaringe puede
manifestarse como obstruccion nasal y epistaxis, pero sintomas como dolor o sintomas
neurolégicos siempre levantan sospechas de malignidad. Los carcinomas en el seno
etmoideo o cavidad nasal se presentan con obstruccidon nasal, anosmia, epistaxis,
gasto purulento, ensanchamiento del dorso nasal, y dolor retroorbital.
Desafortunadamente, este carcinoma tiende a ser silente, o tener sintomas poco
especificos, y por lo tanto se presenta de manera tardia como tumores en estadia T4
con destruccion Osea y sintomas y signos realmente alarmantes (ulceracién del
paladar, dolor dental, asimetria facial, proptosis). Es comun la extensién a la base del

créneo o involucro esfenoida! posterior, son sus sintomas correspondientes.

El subtipo mas comun de carcinoma sinonasal es el carcinoma de células escamosas,
representando aproximadamente el 65% *. Este es un tumor epitelial maligno
caracterizado por la formacion de queratina o la presencia de puentes intercelulares o
ambos. La mayoria de los casos son lesiones de alto grado, con varios grados de
gueratinizacion. La histologia del carcinoma escamoso aplica para todos los sitios del
tracto sinonasal. El carcinoma escamoso puede variar draméaticamente de apariencia
morfolégica con el grado de diferenciacion ademas de areas glandulares, células
caliciformes, componentes ductales o mioepiteliales, areas sarcomatosas, etc. La
gueratinizacion no esta confinada al carcinoma bien diferenciado, ya que puede verse
en todos los grados. La queratinizacion individual puede verse dentro del citoplasma

celular como abundante material fibrilar brillante®.

16
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llustracion 3 Diferenciacion escamosa en carcinoma sinonasal

A pesar de todas las variables histoldgicas que estos tumores pueden presentar el
factor pronéstico mas importante sigue siendo el tamafio tumoral y por consecuente
su estadia clinico. Por lo mismo, existen autores que critican el ensafiamiento en
tratar de identificar las caracteristicas histomorfolégicas especificas, y si estas

afiaden algo de relevancia al pronéstico mas alla de un nivel estadistico®.

Las metastasis regional de neoplasias sinonasales son poco comunes, llegando al
9-14%. Las metéstasis de estos tumores usualmente se ven en forma de extension
a tejidos blandos vecinos, como mejillas, paladar blando o piel. El seno maxilar
drena de manera primaria hacia la cadena ganglionar submandibular, y el seno

etmoidal hacia la cadena cervical superior™.

17
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El tratamiento para el carcinoma sinonasal se basa en la cirugia y la radioterapia,
ademas de radioterapia profilactica cervical bilateral. Estos carcinomas tienden a
ser infiltrantes y se pueden extender hacia el domo nasal y el labio, o también hacia
orbita o placa cribiforme. La tasa de metastasis a ganglios linfaticos cervicales en la
presentacion es de 1 O a 30%. La falla de enfermedad es locoregional. Las
metéstasis a distancia son poco comunes. La mayoria de los pacientes fallecen por
extensiéon tumoral hacia la base del craneo y el cerebro®. La probabilidad de
supervivencia a los 5 afios es de aproximadamente 50%. Dentro de la cavidad
nasal, las malignidades de el vestibulo nasal y septum tienen mejor prondstico,

probablemente unido a su diagndstico temprano.

Los factores causativos para el desarrollo de carcinoma sinonasal no son
entendidos del todo. El polvo de madera y otros exposiciones ocupacionales se
han sido reconocidos como factores de riesgo, pero solamente para un subtipo
raro, el adenocarcinoma de tipo intestinal®®-%-?.El humo de cigarro, un factor de
riesgo importante para carcinomas de cabeza y cuello, solamente tiene una

asociacion débil con los carcinomas sinonasales?®.

También existe evidencia importante de que los virus estan implicados en este
proceso. Los virus considerados de interés en esta area son el virus del papiloma

humano (VPH) y virus de Epstein Barr (VEB).

2.4 Virus del Papiloma Humano

Los tipos de alto riesgo del virus del papiloma humano han sido establecidos
firmemente como factores etiolégicos importantes del cancer de cabeza y cuello®.
Los carcinomas espinocelulares tienen un origen predominante en la orofaringe, en
donde tienen una relacion en hasta el 80% de los casos-", Particularmente
comunes son los subtipos papilares y no queratinizantes basaloides originados en
las amigdalas palatinas y linguales. El rol del virus en el desarrollo del carcinoma de

células escamosas del tracto

18
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nasal y senos paranasales se encuentra menos estudiado que el de los carcinomas
cervicales. Numerosos estudios han identificado el virus del papiloma humano en
tumores del tracto sinonasal, con resultados muy irregulares, encontrando tasas de
deteccién que van del 0 al 100%*. Estas inconsistencias en la detecciéon de VPH
reflejan ensayos de deteccion del virus totalmente disparatados, con procesos
neoplasicos y no neoplasicos. La Organizacion Mundial de la Salud ha reconocido
la evidencia de que el VPH es in agente causal de carcinomas en el tracto

sinonasal como inadecuado (IARC) ™.

Los meétodos para detectar VPH en las lesiones de cabeza y cuello son
técnicamente sencillos. Lo complicado viene al tratar de discernir el rol biologico del
virus en la génesis tumoral y su significado clinico en los pacientes. La eleccion de
pruebas para llegar esta conclusion es compleja y controversia!. Existe una gran
variedad de pruebas especificas para VPH, ya sea para identificar ADN, ARN
mensajero 0 sus proteinas. Ademas, existen marcadores sustitutos que

correlacionan con su presencia y significado clinico®.

El PCR amplifica una secuencia de ADN por diferentes 6rdenes de magnitud en
ciclos de reaccion repetida. Para la deteccion de VPH el ensayo mas comunmente
utilizado amplifica una secuencia de un &rea altamente conservada del genoma
viral en laregion L 1, seguida de métodos de deteccidén para tipificar el VPH. Una de
las grandes ventajas de la utilizacion de PCR es que puede realizarse en tejidos
embebidos en parafina y fijados en formaldehido, aun y cuando el ADN se
encuentre fragmentado. Existen muchas limitantes para la PCR, incluyendo un
limite en la sensibilidad cuando se utiliza en tejidos conservados en parafina, la
carencia de la deteccion de donde precisamente se encuentra localizado el virus
(ya sea en tejidos tumoral o tejidos sano), y la falta de distincion del estado del virus

en las células tumorales.
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Los ensayos basados en reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR), altamente
sensitivos, son capaces de detectar cantidades infimas de VPH en lesiones malignas y
benignas sinonasales, pero son incapaces de separar la presencia incidental de una
infeccion causante de carcinoma, el cual requiere transcripcién nuclear del genoma del
VPH, de alteraciones virales en vias celulares del ADN de VPH tipo 16 y 18%
Utilizando esta técnica, sin embargo, mucosa aparentemente normal en oidos, nariz y

faringe también se encontré con ADN de VPH".

Es aqui donde es posible utilizar marcadores como el p16. Mientras que la deteccion
de ADN viral por PCR nos ayuda a establecer si el virus se encuentra presente, el p16
establece que el VPH es biolégicamente activo. Como se observo en los 80s con los
estudios en carcinomas cervicales, la proteina de supresion tumoral pl6é es
aberrantemente sobre expresada en los tumores con VPH con actividad de
transcripciéon. La prueba inmunohistoquimica para determinar la presencia de p16 en
tumores es aceptada y utilizada ampliamente como marcador prondstico en pacientes
con carcinomas orofaringeos. Esta es una prueba facil de realizar e interpretar y se
encuentra ampliamente presente en el contexto clinico. Esta proteina es un supresor
tumoral en células normales (inhibidor de kinasa 4A ciclina dependiente), el cual regula
la fase G1 del ciclo celular. En la mayoria de los tumores con VPH
transcripcionalmente activo la proteina E7 se une y degrada a la proteina del
retinoblastama (Rb). Ya que el Rb normalmente actla como represor de la

transcripcion de p16, el p16 se ve sobreexpresado de manera masiva®.
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llustracion 4: Via del p16

La prueba de inmunohistoquimica para pl6 como un marcador de actividad
transcripcional es muy dependiente del contexto. Su evaluacién debe de ser una
positividad nuclear y/o citoplasmatica difusa. Para correlacionar con VPH activo,
los estudios deben de tefiir el nlcleo y/o citoplasma y estar presentes en por lo
menos 50% de las células tumorales, incrementando esta cifra a 70 o 75% para

tener una mejor correlacién®.

2.5 Virus del Epstein Barr

El Virus del Epstein Barr es un herpesvirus. Tiene un ADN de doble cadena de 172

kb que codifica a por lo menos 80 proteinas ..

Casi el 90% de las personas alrededor del mundo pueden encontrarse infectadas
con Virus del Epstein Barr, lo cual establece una infeccion asintomatica y
persistente en 95% de los individuos expuestos. Infecta de manera mas prominente
a los linfocitos B, pero también infecta células epiteliales, especificamente en la
orofaringe y nasofaringe. Se cree que inicia la infeccién al interactuar con las
integrinas del huésped y fusionar la envoltura viral con la membrana celular de las
células epiteliales basales. Establece un estatus replicativo y librera virus a la saliva
mientras la célula huésped se mantenga con vida. El virus también establece

diferentes formas
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de latencia en las células con perfiles de expresion variados y complejos. Muchas
de estas proteinas o genes expresadas, como los ARNs codificados para EBV
(EBERSs, por sus siglas en ingles) y proteinas latentes de membrana , son
importantes para la carcinogénesis subsecuente y son utilizadas para detectar el

virus en células tumorales®.

Las células infectadas por EBV generalmente muestran uno de tres diferentes
patrones de expresion de genes virales asociados a latencia. En la latencia tipo 1,
solamente el antigeno nuclear codificado para EBV (EBNA 1) se expresa, ademas
de los ARNs nucleares (EBER 1 y EBER2), expresados en linfoma de Burkitt. El
tipo 2 se expresan membranas de proteina (LMP1, LMP2, Y LMP2B), presentes en
enfermedad de Hodgkin y carcinoma nasofaringeo. El tipo 3 se ve en

enfermedades linfoproliferativas en individuos inmunocomprometidos.

La proteina de membrana integral LMP-1 se codifica por el gen BNRF1 y contiene
386 amino acidos con masa molecular de 63kDa. Se considera una proteina
oncogeénica ya que se implica en por lo menos 4 vias de sefalizacion de factores
de transcripcion, e induce expresion de marcadores de superficie y moléculas de

adhesion celular®.

El virus del Epstein Barr (VEB) ha sido conocido como agente etiolégico para el
desarrollo del cancer por mas tiempo que el VPH, pero tiene una biologia
complicada. Desde su descubrimiento en los sesentas como el primer candidato a
virus asociado a tumor, se ha reconocido como factor etiolégico en carcinomas

indiferenciados nasofaringeos y una gran variedad de canceres hematopoyeéticos.

De la misma manera que el VPH, el VEB ha sido asociado a carcinomas

nasofaringeos no queratinizantes e indiferenciados, pero su asociacion con
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carcinomas sinonasales espinocelulares es menos clara. El hallazgo de VEB por
PCR en carcinomas escamosos convencionales es de significado cuestionable,

debido a la alta prevalencia de EBV en linfocitos normales”.

A diferencia de herpesvirus neutropicos, el VEB en su fase latente no requiere de
un mantenimiento en una célula no proliferante. Este tiene la capacidad de iniciar y
mantener la proliferacion en las células infectadas. Esta habilidad de afectar la
proliferacion y supervivencia de sus células infectadas que le otorga su

oncogenicidad.

A diferencia de los linfomas, se conoce poco acerca de la génesis de carcinomas
infectados con VEB. Se ha encontrado que el 100% de los tumores sinonasales se
encuentran infectados con VEB, y que la mayoria de las células tumorales
mantienes genomas de plasmidos virales. De esta manera se provee de células
con sefiales proliferantes o de supervivencia, similar a aquellas células con linfoma

de Burkitt.

La detecciéon de ADN de VEB por PCR es altamente sensible y especifico, y
correlaciona con la presencia de un carcinoma, tanto que el éxito del tratamiento y
la recurrencia de la enfermedad pueden monitorizarse por esta via. La
inmunohistoquimica para LMP1 es positiva en las células tumorales infectadas con
VEB, pero existen casos donde demuestra negatividad o reactividad leve. Los
carcinomas nasofaringeos que son positivos para VEB son consistentemente

negativos para p 16%.
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CAPITULO 111

3. HIPOTESIS

Los papilomas y carcinomas sinonasales se asocian a la presencia del virus de

Epstein-Barr y virus del papiloma humano

3.1 Hipoétesis nula

Los papilomas y carcinomas sinonasales NO se asocian a la presencia del virus del

Epstein-Barr y virus del papiloma humano
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CAPITULO IV

4. JUSTIFICACION

Los tumores de senos paranasales representan una causa importante de enfermedad
y mortalidad por cancer*, con un alto impacto en la sociedad. Por lo tanto es de suma
importancia conocer la presencia de EBV y VPH pues dichos resultados podrian ser
utilizados posteriormente en el desarrollo de protocolos que establezcan su utilidad en

el prondstico y tratamiento de estos pacientes.
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CAPITULO V

5. OBJETIVO

Objetivo principal

Identificar la presencia de virus del papiloma humano y virus del Epstein
Barr en los papilomas sinonasales y carcinomas escamosos

sinonasales

Objetivos secundarios

Correlacionar la presencia del virus del Epstein Barr y virus del
papiloma humano en los papilomas sinonasales y carcinomas

escamosos sinonasales
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CAPITULO VI

6. MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion de este trabajo se revisaron los archivos de reportes del

Servicio de Anatomia Patoldgica y Citopatologia del Hospital Universitario "Dr.

José Eleuterio Gonzalez" de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

comprendidos del 1 de enero de 2000 al 31 de diciembre de 2015 en busca de

papilomas y carcinomas sinonasales

El universo de nuestra casuistica se determiné como "muestra por accidente"

en un periodo de tiempo de 15 afios.

6.1 Criterios de Inclusién

Diagn0stico histologico de papiloma sinonasal o carcinoma escamoso

sinonasal
Productos de biopsia o reseccién
Disponibilidad de los bloques de parafina

Adecuada conservacion del tejido

6.2 Criterios de Exclusiéon

Involucro de tumor en tracto sinonasal de manera secundaria

Ausencia de bloques de parafina

Inadecuada fijacion del tejido

Laminillas de revision sin bloques de parafina

Tejido  demasiado escaso para realizar tinciones

inmunohistoquimica o determinacion por PCR
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20.

6.3 Seleccion del material

Se revisaron todas las laminillas disponibles de cada uno de los casos para
seleccionar un area tumoral que fuera representativa de la lesion tumoral. Las
secciones de tejido fueron previamente fijadas con formalina al 10% y embebido en
parafina. Se realizaron cortes de 3 micras de espesor, montadas en portaobjetos y
tefiidas con la técnica histologica de rutina de hematoxilina y eosina. Del area
marcada se tomoO un sacabocado de 5mm del bloque de parafina para la
construccion de histoarreglos. Se incluyeron 9 casos por bloque de parafina y un
sacabocado de tejido normal como guia. Para cada bloque de parafina se

realizaron tinciones de Inmunohistoquimica a base de p16 y EBV

6.4 Inmunohistoquimica

Previo a la realizacion del estudio, las diluciones fueron optimizadas parap 16 a
1: 1000 (Santa Cruz Biotechnology) y EBV (LMP) usado a 1 :200 (Dako North
America Inc.) Para cada bloque de tejido embebido en parafina se realizaron
secciones de 4 micras, se tifieron con la técnica Complejo Estreptoavidina-Biotina
incluyendo los pasos de desparafinizacion, incubacion del anticuerpo, recuperaciéon
antigénica, digestion enzimética y finalmente la visualizacion usando el método de
DAB (Diamino-benzidina) el cual es adicionado y actia como un sustrato para la
peroxidasa; esta reaccion crea una coloracion café. La peroxidasa endogena en el
tejido es bloqueda previamente a la aplicacion de los anticuerpos para prevenir una

tinciéon inespecifica.

Anticuerpo Casa-Clona Dilucién Patron de expresion
pl16 p16 JC 8 /Santa Cruz Biotechnology 1:1000 Nucleo
EBV DAKO/CS 1-4 1:200 Nucleo
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6.5 Deteccidn molecular

Para detectar la presencia de genomas de VPH y EBV se amplific6 su ADN
utilizando la reaccién en cadena de polimerasa (PCR) a partir de muestras de tejido
embebido en parafina. Se determind la presencia del virus en muestra de tejido
embebido en parafina, las cuales previamente fueron sometidas a un protocolo de

extraccion de ADN.

6.5.1 Extraccion de ADN

Previo a la extracciéon del ADN, los histoarreglos destinados a la técnica de PCR fueron
sometidos a un procedimiento de desparafinizacion el cual consistié en inmersién en
Xilol durante 15 minutos en dos ocaasiones; posterior centrifugado a 120009 por 1 O
minutos, se descarto el sobrenadante y se agregd 1 ml de etanol al 100%; finalmente
se agito manualmente durante 30 minutos durante 30 minutps para centrifugar y

descartar el sobrenadante.

Se cuantifico el ADN obtendido con el espectrofotometro NanoDrop ND- 8000,

obteniendo resultados dentro de los parametros aceptables de calidad para el DNA.

La extraccion del ADN total se realizO mediante el método fenal-cloroformo y la
digestion con proteinasa K. Para el proceso de extraccion del DNA se agreg6 1 mi de
eta ni al 70% y 1 ml de PBS. Posteriormente se agreg6 500ul de amorgiguador de lisis
y se incubo toda la noche 52°C en agitacion continua. Se agregdé 500ul de
fenol:cloroformo: isomulalcohol, se agito y se cetrifugo por 5 minutos El sobrenadante
se removio a otro microtubo, se agregd 0.1 volumenes de acetato de sodio 3M y se
agito manualmente. Se adiciono un volien de isopropanolol y se almaceno drante la
noche. Se centrigugo, y el precipitado se lavé una vez con 1 mi de etanol 70%, se
centrigufo y descarto el sobrenadante. El ADN seco se disolvio en 50ul de agua

bidestilada esteril y se almaceno a -20°C.
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6.5.2 Determinacién cualitativa de EBV mediante PCR en tiempo real (QPCR)

Se determiné mediante PCR en tiempo real la presencia del virus Epstein Barr
(EBV) en muestras de tejido embebido en parafina, las cuales previamente fueron

sometidas a un protocolo de extraccion de ADN.

Se detecto la presencia de los genes BLLF1 y LMP2 utilizando ensayos con sondas

Tagman, amplificados con el kit TagMan® Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher
Scientific)

BLLF1 Assay

(FAM)AGAAACCTG(ZEN)AGCAAGT AGCCACCC( :BFQ) BLLF 1-
Probe

GAGGCAGGCAGGAGAA TTTA BLLF1-Rev
TGAGCAAGAGAGTTCCGATTAC BLLF1-
Fwd

LMP2 Assay

(F AM)CTGCTGCT A(ZEN )CTGGCTTTC GTCCTCTGG( 1BF Q) LMP2-
Probe

GCCCCCTGGCGAAGAG LMP2-Rev
AGCTGTAACTGTGGTTTCCATGAC LMP2-Fwd

Previo al andlisis de las muestras se realizé una estandarizacién del método para
determinar la cantidad de ADN requerida para obtener amplificado, es decir un
resultado positivo.

Dicha estandarizacion se realizé utilizando 3 muestras control de tejido

embebido en parafina, provenientes de pacientes diagnosticados con

Linfoma.

Las muestras control fueron sometidas al mismo proceso de extraccion de

ADN que las muestras problema.

Se trabajé con diferentes diluciones del ADN de las muestras controles y se logré

definir una rango de concentracién de ADN de 50ng hasta 1 O0Ong totales para

obtener resultados favorables.
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Todas la muestras problemas se utilizaron a una concentracion aproximada de
400ng totales y las reacciones se prepararon con las siguientes

condiciones:

Condiciones de reaccién

Reactivo uL/Rx
TagMan® 5
Universal

PCR Master

Mix

ADN 2

(1 OOng/uL)

Assay (4:1)|1
10X

Agua B. M. 2

Posteriormente fueron amplificadas bajo los siguientes parametros:

Condiciones de amplificacion

Programa Temperatura ' Tiempo Ciclos Deteccién
UNG cno O 00:02:00 1 None
PRE o50 A 00: 10:00 1 None
AMP g0 @ 00:00:1 0

550 A 00:00:05 60

60° @ 00:01 :00 Single
Cooling cno @ 00:00:10 1 None

Interpretaciéon de Resultados

El analisis se datos se llevo a cabo utilizando el método de la segunda
derivada con el que se evalud la intensidad de fluorescencia basal vs
fluorescencia después de cada ciclo de amplificacion.

Un cambio en la intensidad de fluorescencia nos indica que hay presencia de

material genético del patdogeno en cuestion.

6.6 Evaluacion de los resultados
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Cada laminilla de Inmunohistoquimica se evaluo para la presencia o ausencia de

expresion para p 16 y EBV utilizando microscopia de luz.

Se defini6 como positividad la presencia de expresion nuclear en una proporcion
mayor al 70% de las células tumorales de cada componente. La intensidad fue

valorada como presente o ausente.

Los productos de la RT-PCR multiple fueron analizados en geles de agarosa al 1.5
%, tefiidos con bromuro de etidio (0.5 pg/mL-1) y visualizados en un
transiluminador de luz ultravioleta. El analisis se datos se llevé a cabo mediante un
método visual en el que se busca la presencia de una banda de amplificacién de

tamano determinado para emitir un resultado positivo.

El producto de PCR se somete a un proceso de electroforesis mediante el cual las
moléculas de ADN se separan por cargas y peso molecular. Dichos productos de
ADN se marcan previamente con un agente fluorescente que se intercala entre sus

hebras y permite su visualizacién al exponerse a radiacion UV.

En el caso de HPV analizado con el juego de primers MY se espera obtener una
banda 450pb aproximadamente y se espera obtener una banda de

aproximadamente 150pb cuando se utiliza el juego de primers GP.

Los productos de PCR en tiempo real fueron analizados por medio de graficos de
amplificacion. Se considera positiva al cruzar el valor de umbral que sefiala la zona
de aumento exponencial. El analisis se datos se llevo a cabo utilizando el método
de la segunda derivada, con el que se evalué la intensidad de fluorescencia basal

vs fluorescencia después de cada ciclo de amplificacion.

Un cambio en la intensidad de fluorescencia nos indica que hay presencia de

material genético del patdgeno en cuestion.
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6. 7 Andlisis Estadistico

Se realizé un célculo estimado de la poblacién ideal requerida en base a una
incidencia reportada previa de 0.74 por cada 100,000 habitantes de 12 individuos

requeridos.

Se trata de un andlisis retrospectivo, descriptivo y observacional. Los datos fueron
sometidos a distintos tratamientos estadisticos utilizando el programa
computacional SPSS version 17 (SPSS Inc. Software, Chicago, lllinois, USA).
Finalmente se realizé un estudio de Fisher y X* como prueba de independencia y
para la estimacion de varianzas cuando correspondia en cada caso, comparando la
expresion de los marcadores tanto de IHQ como amplificacion por PCR del ADN
viral para cada categoria, tomandose como valor estadisticamente significativo una

p<0.05.
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CAPITULO VII

7.RESULTADOS

7 .1 Datos generales
Se recolecto una poblacion total de 70 individuos con papilomas nasales
invertidos y carcinomas escamosos sinonasales, de los cuales 58 casos

cumplieron con todos los criterios de inclusion.

Los casos se dividieron en dos grupos
e 35 papilomas invertidos

e 23 carcinomas escamosos

Carcinoma escamoso

Papiloma nasal
invertido

Gréfica de la distribucion de tumores sinonasales en carcinoma escamoso y papiloma
nasal invertido

Se realiz6 tincién de inmunohistoquimica en 57 casos, exceptuando un caso por
falta de material.
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Los hallazgos se resumen en la tabla 1

Tabla 1
Papilomas Carcinoma p
pl6 32 (91%) 21 (91%) p=0.361379983
EBV (IHQ) 18 (51%) 13 (49%) p=0.77006
VPH 8 (23%) 8 (35%) p=0.487836
EBV (PCR) 7 (20%) 6 (26%) p=0.824348)

7.2 Expresion de los marcadores de inmunohistoquimica

7.2.1pl6
La positividad de expresion de p16 se observo en la mayoria de los casos
estudiados: 32 casos (91 %) de papiloma nasal invertido, ademas de 21 casos

(2%) de carcinoma sinonasal.

La negatividad de expresion de p16 se observo en 3 casos de papiloma nasal

invertido (9%), ademas de 2 casos (9%) de los carcinomas sinonasales.

Entre los papilomas nasales invertidos y los carcinomas sinonasales en cuanto a
proporcion de expresion de pl6 por inmunohistoquimica, no hay una diferencia

significativa estadisticamente (p=0.361379983)

7.2.2 EBV
La positividad de expresion de EBV se observo en 18 casos (51 %) de los papilomas

nasales invertidos, ademas de 13 casos (59%) de los carcinomas.

La negatividad de la expresion de EBV se observo en los 17 casos restantes (49%),

mientras que se observo negativo en 9 casos (41 %)
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Entre los papilomas nasales invertidos y los carcinomas sinonasales en cuanto a
proporcién de expresion de EBV por inmunohistoquimica, no hay una diferencia

significativa estadisticamente (p=0.77006)
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7 .3 Presencia de virus detectada molecularmente por PCR

7.3.1 VPH

La presencia del virus del VPH se observo en 8 casos (23%) de los papilomas

nasales invertidos, ademas de 8 casos (35%) de los carcinomas.

No fue posible detectar la presencia del virus del VPH en 27 casos (77%) de los

papilomas nasales invertidos, ademas de 15 casos (65%) de los

carcinomas.

Entre los papilomas nasales invertidos y los carcinomas sinonasales en cuanto a

proporcion de deteccion por PCR puntual, no hay una diferencia

significativa estadisticamente (p=0.487836)

7.3.2 EBV

La presencia del virus del EBV se observé en 7 casos (20%) de los papilomas

nasales invertidos, ademas de 6 casos (26%) de ios carcinomas.

No se detecto la presencia del virus del EBV en 28 casos (80%) de los papilomas

nasales invertidos, ademas de 17 casos (74%) de los carcinomas.
Entre los papilomas nasales invertidos y los carcinomas sinonasales en cuanto a

proporcion de deteccion por PCR puntual, no hay una diferencia

significativa estadisticamente (p=0.824348)
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CAPITULO VIII

8. DISCUSION

El agente etiologico relevante para el carcinoma de tracto sinonasal no se ha
reconocido todavia. Cualquier esfuerzo por entender, prevenir y tratar estos
carcinomas se ve detenido. De manera diferente a otras areas de cabeza y cuello,
como la cavidad oral y la laringe, donde la tumorogenesis es atribuida de manera
importante a los efectos carcinogénicos de el huso del tabaco, fumar no se asocia de
manera fuerte a carcinomas con un origen en el tracto sinonasal. La exposicion al
polvo de madera ha sido establecido como agente causante, pero este vinculo esta
restringido a un subgrupo de adenocarcinomas sinonasales que no es considerado
dentro de la vasta mayoria de carcinomas que se encuentran en el tracto sinonasal.

La deteccion frecuente de VPH ha evocado cierta asociacion débil, pero no se

ha probado un rol activo en la carcinogénesis.

La experiencia adquirida por medio de carcinomas escamosos de la orofaringe ha
ayudado en el entendimiento hacia la tumorigenesis y métodos de deteccion de
VPH La integracién de AON de VPH, expresion de transcripcion de ARN mensajero
y la disrupcién de vias regulatorias criticas (p53) son pasos secuenciales y
acoplados que proveen multiples opciones para la deteccion del virus. Por ejemplo,
la inactivacion del virus del retinoblastoma por la oncoproteina E? induce
sobreexpresion del p16 de tal manera que la deteccion de p16 por medio de

inmunohistoquimica sirve

como marcador confiable para la deteccién de VPH®.

En la orofaringe, la presencia dual de ADN de VPH como se visualiza en PCR,

ademas de niveles altos de expresion de proteina pl6 detectada por
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inmunohistoquimica se toma como evidencia para la actividad biolégica del VPH. En
este sitio anatomico, el carcinoma escamosos relacionado al VPH ha emergido
como un tipo unico de cancer de cabeza y cuello con una epidemiologia,
demografica, histopatologia y perfil clinico Unico. No esta del todo claro si la
positividad para VPH confiere un set distintivo de caracteristicas epidemiolégicas y
clinicas para los carcinomas del tracto sinonasal. La deteccién de VPH en estos
tumores sugiere que la infeccion es un factor de riesgo importante y no ha sido

elucidado.

En la literatura mundial se I11a encontrado una prevalencia de alrededor del 30% de
VPH en los carcinomas sinonasales. Esto puede tener implicaciones clinicas, con
mejores tasas de progresion libre de enfermedad y de supervivencia al compararse

con tumores VPH negativos.

En la ultima década, existen estudios importantes dirigidos hacia la deteccion de
VPH de alto riesgo transcripcionalmente activo en carcinomas sinonasales. Estos
estudios utilizan una combinacion de p16 en inmunohistoquimica y deteccion de
ADN de VPH por FISH o PCR. A través de este estudio, McMannus encontré que 31
de 151 (20.5%) de los casos de carcinoma fueron positivos para ambos casos. Esto
significa que la region sinonasal es un punto con alta actividad para los carcinomas
con VPH de alto riesgo, después de la orofaringe. El prondstico para estuso

tumores fue

mas favorable que para aquellos negativos para VPH.

La proporcion de positividad para VPH en el carcinoma sinonasal correlaciona con
lo reportado en la literatura, donde McMannus encontr6 un 20.5% de positividad de
VPH por PCf~. similar a nuestro 23% por PCR. Syrjanen encontré una proporcion
del 27% por cualquier método, y Bishop 21 % en -161 casos por PCR y 37%

mostraron positividad para pl16, muy

diferente a el 91 % demostrado en el presente estudio.
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La relacién con los papilomas es mas complicada, pero aunque el VPH de alto
riesgo se ve involucrado con la patogenia de estas neoplasias. Pero los carcinomas
gue se desarrollan de estos papilomas casi siempre tienen morfologia
gueratinizante, y ninguna tiene VPH. El virus puede llevar el desarrollo de carcinoma
escamosos desde estas lesiones precursoras, pero no lleva el crecimiento de
tumores establecidos. Como tal, el carcinoma sinonasal no queratinizantes con
VPH tienen un progen espontaneo, sin un papiloma precursor. Estos tumores p16
positivos se consideran de mejor pronostico y deben de tener una mejor respuesta a

tratamiento,

particularmente a la radiacion y quimioterapia.

En el presente estudio se encontré genes para VPH en el 23% de los papilomas,
difiriendo de lo reportado por Weber, quien reporta un 76%, difiriendo de esta
estadistica. Sham, en un estudio realizado en Hong Kong, encontré solamente el
4.1 % de deteccion de VPH en papilomas, demostrando cifras completamente
opuestas. Por otro lado, Furuta reporta 19%, Hasegawa 46%, Bradwein 71 %,

Weiner 6.8%, y Beck en dos

ocasiones reporto 63%.

El 91 % de los papilomas sinonasales de nuestro estudio fueron positivos para p16.
Esto concuerda con la literatura mundial, coincidiendo con los estudios realizados
por Yamashita (82.5%), Lin (64%), y Altavilla (82%)

Es dificil reconciliar estos datos tan conflictivos, ademas de dar mucha credibilidad
a diferencias geograficas o poblacionales. En su revisibn de métodos para la
deteccién de VPH en tejidos concluye que lo Unico que resta es que pruebas mas

sofisticadas puedan ser predictivas.
La relacion de los tumores sinonasales con el EBV es limitada, encontrandose

mucho mayor relacion con los carcinomas nasofaringeos. Sin embargo, en nuestro

estudio se reporta una positividad para el 51 % de los
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casos por inmunohistoquimica y 20% por PCR para los papilomas sinonasales. Esto
difiere a lo reportado por Sham, quien no presenta ningun caso positivo de 73
papilomas nasales invertidos Gaffey reporta que el EBV no se encuentra presente en
los papilomas sinonasales, habiendo realizado su busqueda por medio de PCR y
procedimientos de hibridacion in situ para EBER 1. En los carcinomas sinonasales
Doescher encontr6 que el 45% de los carcinomas sinonasales presentaron positividad
de EBV por inmunohsitoquimica y 31 % mostro presencia del virus por PCR. Esto es

similar a nuestros datos de 49% y 26% respectivamente
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CAPITULO IX

9. CONCLUSION

La mayor parte de los papilomas nasales invertidos fueron positivos para p16 (91 %),
ademas de presentar la presencia del virus del papilloma humano en el 23%. EI 51 %
de los papilomas presnetan positividad para virus del Epstein Barr por

inmunohistoquimica, ademas de detectarse el virus en el 20% de los

casos.

Los carcinomas sinonasales presentan en un 91 % positividad para p16, y el virus del
papiloma humano en el 35% de los casos. El 49% de los casos es positivo para el virus

del Epstein Barr, y en el 26% de los casos es detectable

por PCR.

De acuerdo a los resultados encontrados en el analisis histologico,
inmunohistoquimico y de biologia molecular realizado en los casos de papilomas
nasales invertidos y carcinomas sinonasales, llegamos a la conclusion de que en base
a la hipotesis no se presenta una diferencia de proporcion estadisticamente

significativa de la expression del EBV y VPH en papilomas nasales invertidos Yy

carcinomas sinonasales.

Consideramos que los hallazgos encontrados en este studio son importantes y
esperamos gque sean un paso que permita el desarrollo de bnuevos estudios que traten
de esclarecer el signidicado prinostico y posiblemente terapeutoco que la presencia y
actividad del virus del papilloma humano y el virus del epresin barr puedan tener, pues
el hecho de contar con terapeuticas dirigidas a estas entidades hacen de vital interes

esclarecer el rol que podira

jugar la expression mostrrada en este trabajo.
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