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1. INTRODUCCION

1.1 La piel

La piel es el érgano de mayor tamafio del cuerpo humano. Se compone de un tejido
que crece, se diferencia y se renueva continuamente. Es un tejido delgado y resistente
gue recubre todo el cuerpo y proporciona una cubierta protectora. El grosor de la piel

varia segun la zona [1].

La piel se divide en tres capas: la mas interna es la hipodermis o tejido subcutdneo, la

intermedia es la dermis y la mas externa es la epidermis.

Tejido subcutaneo

Es la estructura que contiene la mayor cantidad de tejido adiposo del organismo. El
grosor de la grasa subcutdnea varia en dependencia de la zona del cuerpo; asi pues en
los parpados es muy fina y mas gruesa en las palmas y plantas de manos y pies,

respectivamente.

Dermis

Es la estructura de soporte de la piel y le proporciona resistencia y elasticidad. Estd
formada por tejido conectivo, elementos celulares y una matriz. El tejido contiene
fibras de colageno, reticulares (reticulina) y elasticas. Estas fibras participan en el

sostén y elasticidad de la piel.

La dermis se divide en dos capas, que desde el exterior al interior son la capa papilar y

la capa reticular.

La capa papilar recibe este nombre por la presencia de proyecciones hacia el interior
de la epidermis, estas proyecciones se denominan papilas dérmicas y se alternan con

los procesos interpapilares de la epidermis. En las papilas se encuentran las asas
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capilares (sistema circulatorio) que proporcionan los nutrientes a la epidermis
avascular. La capa papilar también contiene numerosas terminaciones nerviosas,

receptores sensoriales y vasos linfaticos.

La capa reticular es mas gruesa que la papilar, y recibe ese nombre por el entramado o
reticula de las fibras colagenas que forman gruesos haces entrelazados con haces de

fibras elasticas.

Epidermis

Es la mds superficial de las tres capas de la piel. Contiene diferentes tipos de células:
queratinocitos, células dendriticas (melanocitos y células de Langerhans) y células de
Merkel. Los queratinocitos que son las células productoras de queratina son las mas

abundantes.

Durante el desarrollo de la epidermis se diferencian cuatro capas. La llamada
epidermis viva estd constituida por la capa basal, la espinosa y la granulosa. La capa

cornea forma el producto final muerto.

La capa basal estd situada encima de la dermis. Este estrato estd formado por células
madre capaces de madurar progresivamente para llegar a las formas presentes en las

capas superiores.

La capa espinosa, o estrato de Malpighi, esta formada por diversas capas de células
epidérmicas, de formas poligonales, con un ligero aplanamiento horizontal en las

capas superiores.

La capa granulosa esta compuesta por cinco capas de células aplanadas y, contiene
unos granulos proteicos denominados granulos de queratohialina. Cuando los
queratinocitos llegan a la Ultima capa de este estrato, las células epidérmicas muereny

vacian su contenido en el espacio intercelular [2].
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La capa cornea es la mas externa de la epidermis. Estd formada por células
queratinizadas muertas estratificadas que se eliminan constantemente. Estas células
contienen queratina, una proteina que puede absorber grandes cantidades de agua. La

capa cornea constituye una barrera protectora basica para el organismo [3].

La queratinizacién es un proceso de la epidermis en el cual las células de la capa basal
se transforman y llegan a la capa cdrnea. Este proceso tarda veintiocho dias [4]. En
aquellas zonas de la piel con mayor irrigacibn o que estd sometidas a
microtraumatismos, el proceso es mas rapido. En este caso, la produccion celular es
mas elevada, existe un incremento del grosor de la capa cdrnea y una mayor

concentracion de queratina.

La epidermis plantar se caracteriza por estar mas queratinizada que la epidermis que
no soporta apoyo. El estrato cérneo plantar (de 600 u de grosor) es 60 veces mas
grueso que el del abdomen o la espalda. Esto se debe a la presencia de un mayor
nimero de células, que pueden ser hasta 30 veces mas gruesas que las células del
estrato cérneo menos queratinizado, caracteristico de otras zonas del cuerpo. Esta
diferenciacion respecto a otros tipos de piel hace que la superficie plantar del pie sea
un reservorio ecolégico en el que los agentes patdgenos pueden producir lesiones
distintas de las lesiones originadas por los mismos agentes patdgenos en otras zonas

de la piel [5].

El integumento plantar es una barrera defensiva con un potencial de crecimiento
elevado. Estd bien adaptado para el apoyo, compresién, cizallamiento, torsién y

friccion consecuente a la deambulacién [6; 7].

1.2 Verrugas

Las verrugas son tumores benignos intraepidérmicos de la piel y la mucosa causadas
por la infeccién del virus del papiloma (VP) [8 - 10]. Estos virus no causan signos ni

sintomas agudos, sino que provocan una expansion focal y lenta de células epiteliales
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[10]. Las lesiones pueden remitir espontaneamente por accidn del sistema inmune del
huésped [11], pueden permanecer subclinicas durante periodos prolongados o pueden

crecer para formar grandes masas que persisten durante meses o afios [10].

1.2.1 Etiologia

Los papilomavirus son virus DNA de la familia papovaviridae. El nombre de la familia
viene designada por la combinacion de las letras iniciales de cada uno de sus géneros

mayores (PApilomavirus, POliomavirus y virus VAcuolizante de los simios) [12].

El nombre del género Papillomavirus deriva del latin papilla: pezén y, del griego oma:
tumor [13]. El virus del papiloma, de aproximadamente 55 nm de didmetro, presenta
una cubierta esférica o capside compuesta por dos proteinas codificadas por el virus

[14].

M.J. Strauss y colaboradores demostraron el origen virico de las verrugas en 1949 [15;

16).

Los virus del VP pueden encontrarse en muchas especies, entre ellas los seres
humanos [17]. Dado que los VP son especificos del huésped, el subgrupo de VP

humanos (VPH) sélo infecta a seres humanos [9; 10].

1.2.2 Elgenoma de VPH

El genoma de los VP se encuentra en el interior del virus como un Unico circulo
cerrado de 5,2 millones de daltons (Da) en forma covalente de DNA bicatenario [10].
Cada genoma esta formado por 8.000 pares de bases (pb) de nucledtidos, sin cubierta
lipidica pero protegido por una capside icosaédrica de proteina viral de

aproximadamente 52-55 nm de didmetro. Esta proteina, a su vez, estd compuesta de
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72 proteinas capsoméricas (sesenta hexaméricas y doce pentaméricas) que cierran el

genoma viral. [10; 17 - 23].
El genoma del VPH consta de tres dominios [10; 12; 23]. (Fig. 1.1):

1. Posee ocho pautas de lectura abierta (Open Reading Frames, ORF) de expresion
precoz, designados con la letra E (Early). Contiene los genes E1 al E7, que
codifican las proteinas implicadas en el proceso de replicacion y transcripcion
del DNA virico;

2. Dos pautas de lectura abierta de expresién tardia, designados con la letra L
(Late); contiene los genes L1 y L2, que intervienen en la produccién de las
proteinas de la capside; y

3. Una regidn de control larga no codificable (URL), que recibe el nombre de

region reguladora (URR)

Oncogenes virales

Region Larga
de Control LCR

8000/0

2

Replicacion
E1
L1

Proteinas de

la capside
E2
L2 E4
. ., Replicacién / Transcripcién
Estimulacion
de crecimiento LCR
Fig. 1.1

Organizacidn genética de los papilomavirus
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1.23

Funcion de los genes del VPH

La proteina E1 es primordial para la replicacién plasmidica del DNA. Se trata de
una proteina reguladora que se une de manera especifica al lugar de origen de
la replicacién, contenido en la URR virica. Cuando a esta unién, de baja
afinidad, se le agrega la proteina E2, pasa a ser de alta afinidad [24]. La regidn
que codifica la proteina E1 es la mas conservada de todos los VPH. Esta
proteina tiene un peso molecular de 68 kDa, y se expresa en bajos niveles en
células VPH-positivas [23; 25]. La E1 forma dos dominios: el N-terminal es el
responsable de la unién al DNA vy, el C-terminal que es el responsable de la
actividad enzimatica. Ademads, la proteina E1 se une al DNA polimerasa a vy
ayuda a incorporar complejos de la replicacién celular para la replicacion viral
[23].

La proteina E2 se necesita para la replicacién viral y la regulacién de la
transcripcion. Con un peso molecular aproximado de 50 kDa funciona como
dimero®. Esta proteina ejerce tanto un efecto positivo como negativo sobre la
transcripcion [26; 27].

La proteina E4 no tiene una funcién muy conocida. Se supone que contribuye a
la salida del virus mediante la interrupcién de la red de citoqueratina,
permitiendo el fendmeno de coilocitosis [8; 16; 20; 28; 29].

La proteina E5 es una proteina asociada a la membrana celular que actua sobre
el receptor queratinocitico del factor de crecimiento epidérmico. Frena la
degradacién o aumenta la vida media de sensibilidad de este factor [30; 31].

La proteina E6 y E7 son las principales oncoproteinas de los VPH. Interfieren en
el ciclo celular y mecanismos de apoptosis, permitiendo potencialmente la
proliferacion y transformacién que parece ser un mecanismo importante en el

proceso de carcinogénesis inducido en ciertos tipos de VPH [32; 33].

1 , . z . 2. o
Dimero: complejo macromolecular formado por dos macromoléculas, como proteinas y acidos nucleicos, por lo
general mediante enlaces no covalentes. Es un tipo de estructura cuaternaria de las proteinas
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- La proteina L1 es el componente principal de la capside, representa entre el 80-
95% del peso del viridn. Tiene un peso molecular de 56 kDa. Es un antigeno
especifico de grupo y se expresa en las lesiones de coilocitosis. Como es una
region altamente conservada entre los diversos tipos de VPH, sirve como molde
para disefiar los primers de consenso, que permiten detectar VPH con la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) [8; 20; 23; 28; 34].

- La L2, proteina estructural menor, tiene un peso molecular entre 49-60 kDa y es
mas variable entre los diversos tipos de VPH. Tiene la funcidén de completar el
acoplamiento de la cdpside mediante la introduccién del DNA virico a las
particulas formadas por la fusion de los dos componentes estructurales de la
capside, las proteinas L1 y L2 [34]. La transcripcidon de las regiones tardias
parece estar influenciada por reguladores celulares, que aparecen sdlo en las
células de las capas superiores e intermedias del epitelio escamoso [8; 17; 20;
21; 28].

- La regién no codificable o Upstream regulatory region (URR) contiene el lugar

donde se inicia la transcripcién y la replicacion.

1.2.4 Ciclo biolégico

La infeccién del VPH se produce por inoculacién directa mediante contacto a través de
friccion con individuos que presentan lesiones asociadas con el VPH clinicas o
subclinicas, o indirectamente a través de superficies y objetos contaminados. La

autoinoculacion es otra via de diseminacion del virus [8; 9; 10; 14].

El virus se replica dentro del nucleo y produce lesiones hiperproliferativas [48]. Las
particulas del virus del papiloma sélo se han encontrado en el ntcleo y nucleolo de las

capas de queratina y estrato granuloso de la epidermis [10].

El contagio de estos virus favorece el crecimiento de células cérneas (acantosis),

engrosamiento de la piel, y la produccion de queratina (hiperqueratosis) [35].
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La inoculacion del virus en los querationocitos basales, objetivo de la infeccién por
VPH, es viable a través de la alteracion mecanica de la barrera cutanea que provoca un
defecto del epitelio [9; 10]. Es probable que pequeiios traumatismos y la maceracion
de la piel sea un factor predisponente importante [36], como indica la mayor

incidencia de verrugas plantares en nadadores que frecuentan piscinas publicas.

El hepardn sulfato de la superficie celular, que esta codificado por proteoglucanos y se
une con alta afinidad a particulas de VP, es necesario para la entrada, si bien no se han
identificado receptores de VPH [36; 37]. El virus ataca las capas de queratina y granular
de la epidermis y, la produccion de proteina. El DNA viral tiene lugar en la capa
espinosa superior, con el ensamblaje final del virus en la capa granular. El genoma del
virus no se integra en el DNA de la célula del huésped, sino que permanece libre en el
nucleo de la célula [18; 19]. Una sola copia o unas pocas copias del genoma viral son
mantenidas como un plasmido extracromosdmico dentro de las células basales
epiteliales infectadas. Cuando estas células se dividen, el genoma viral también se
replica y se reparte entre cada célula de la divisidn; después es transportado dentro de
las células replicadas cuando migran en sentido ascendente para formar las capas

diferenciadas.

En la figura 1.2 se esquematiza el ciclo viral de VPH, mostrando la funcién de los

diferentes genes en los diferentes estratos de la epidermis [29].

La incubacién del virus del papiloma oscila entre 4-20 meses [37], tras los cuales
aparece la verruga. La superficie rugosa de la verruga puede lesionar la piel adyacente
y permitir la inoculacién del virus en zonas préximas, con la aparicion de nuevas
verrugas en semanas o meses. Cada nueva lesion es debida a la exposicién inicial o a la

diseminacién de otra verruga. No hay evidencias de diseminacién hematdgena.

La expresién de RNA viral (transcripcion) es sumamente baja hasta la parte superior de
la capa de Malpigi, justo antes de la capa granulosa, donde la sintesis de DNA viral

suele determinar cientos de copias de genomas virales por célula. El DNA recién
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sintetizado es empaquetado en los viriones nucleares de estas células de Malpigi

diferenciadas.

Liberacion del virus = .
Capa Cérnea

Ensamblaje del virus : a0 p
[coilocitosis] 0@y O g L] °

L ]

(L1, 12) L e
288, ® g0 o®
L]
®ee ®* *as o. Capa granulosa
°

Amplificacion del genoma .... ° L34 e ... °
[acantosis, mitosis] . 2 /i e
(E1, E2, E4, E6,E7)

Epidermis

Capa espinosa

Genoma conservado/
proliferacion celular
(E1, E2, E5, E6, E7)

Capa basal
Genoma conservado
(EL, E2)

Dermis

Fig. 1.2
Ciclo bioldgico del VPH

Se postula el hecho que la proteina viral (denominada E1-E4) pueda provocar colapso
de la red de filamentos de queratina citoplasmatica, lo que facilitaria la liberacion de
viriones al citoesqueleto con uniones transversales de los queratinocitos, de forma que

el virus puede ser inoculado en otro lugar o descamado hacia el entorno.

1.2.5 Tipos de papilomavirus humano

El International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) ha reconocido y dividido
oficialmente los miembros de la antigua familia de papovavirus en dos de separadas:
papilomavirus y poliomavirus. Esta clasificacion bioldgica se basa en criterios bien
definidos, fundamentados en la disposicidn de algunos nucleétidos a lo largo del DNA

virico o genoma y, en concreto, el gen L1, que codifica la forma de la capside [38].
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Se determina un nuevo tipo de VPH cuando el genoma completo presenta en la
secuencia del gen L1 una divergencia de al menos un 10% respecto a cualquier otro
tipo que haya sido descrito. Estos nuevos tipos vienen dados por cambios en la
secuencia de aminoacidos de las proteinas virales codificadas [39]. Si la diferencia en la
region L1 es entre el 2-10% respecto a un VPH ya conocido, se tratara de un subtipo
[39; 40]. Si las diferencias son inferiores al 2%, se considera una variante. Las variantes
de un mismo tipo viral muestran diferencias bioldgicas y patoldgicas de gran

importancia clinica [38].

El género es otra relacién filogenética entre los tipos de VPH. La nomenclatura de los
géneros se basa en el alfabeto griego, siendo esta designacion aceptada rapidamente y
ampliamente usada por los miembros del ICTV y comunidad investigadora del VP [12].
Los tipos de VPH descritos seguin las secuencias de su DNA estan distribuidos en 5
géneros (Alfa-, Beta-, Gamma-, Mu-, y Nu-VPH) y sélo 16 especies infectan la piel [15;
41; 42].

En 2004, habian identificados mas de 200 tipos de VP, de los cuales 130 se habian
aislado y caracterizado mediante la secuenciacion del DNA de la region L1 del genoma
viral [12; 20; 43 - 45]. La figura 1.3 muestra el arbol filogenético que contiene las
secuencias de 118 tipos de VP (96 del tipo VPH y 22 tipos del VP animal) segun las
secuencias completa de L1 ORF. El numero al final de cada rama identifica el tipo de
PV. El nimero en el exterior del semicirculo pequefio indica las diferentes especies de

PV y por fuera de los semicirculos mayores los diferentes géneros virales.

La descripciéon de nuevos VP ha determinado el aumento de la clasificacion de la
familia Papillomaviridae que ahora contiene 29 géneros, formados por 189 tipos de
VP, de los cuales, 120 son VPH, 64 de mamiferos no humanos, 3 de aves y 2 de reptiles.
Para incluir el nimero de géneros de PV que exceden el alfabeto griego, se ha utilizado
el prefijo “dyo”? después del género omega-VP. Se propone omitir las designaciones

Dyoalfa, Dyobeta y Dyogamma debido a que los géneros alfa-VP, beta y gamma

2 Prefijo dyo-, del griego que significa segunda vez
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incluyen los VPH mas frecuentes y médicamente mas importantes. De esta manera el

nuevo género se designa como Dyodelta-VP (Fig. 1.4) [42].
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Cladograma con los diferentes tipos de VP (de Villiers, 2004)
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Los VPH han sido clasificados en tres grupos segun su especializacion, a partir de

diferentes segun estudios, clinicos, viroldgicos y epidemioldgicos [9; 10; 40]:

- Extragenitales o cutaneos: Aislados en lesiones verrugas vulgares y planas,
como VPH-1, 2, 3,y 4.

- Mucogenitales: Afectan a mucosas tanto orofaringeas como la regién
anogenital. Dentro de este grupo podemos distinguir los VPH de bajo riesgo
que raramente producen una transformacion maligna (VPH-6, 11) aislados en
condilomas acuminados y papilomas de laringe. Los de alto riesgo (VPH-16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, y 52) se han identificado en cancer uterino, pene, vulva,
ano'y, algunos canceres laringeos y esofagicos entre otros.

- Los aislados de las lesiones de pacientes con epidermodisplasia verruciforme
(EV). Los mas importantes son VPH-5 y 8; también caben destacar el VPH-1, 7,
14,y 20.

1.2.6 Epidemiologia

La adquisicién de VPH depende de varios factores, tales como la localizacién de las
lesiones, la cantidad de viriones infecciosos presentes, el grado y el caracter de
contacto, y el estado de inmunidad general y especifico para VPH del individuo
expuesto. La disminucién de la frecuencia de verrugas con la edad implica que, con el
tiempo, se desarrolla resistencia a la infeccién, y gran parte de ella puede ser

inmunitaria.

Se considera que la fuente o el reservorio de VPH son individuos con infeccidn clinica y

subclinica, asi como la presencia del virus en el ambiente.

No se conoce la prevalencia exacta de las verrugas cutaneas, pero son muy frecuentes,

afectando al 7-10% de la poblacién [46]. Existen escasos estudios sobre la incidencia y
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frecuencia de las verrugas plantares en grupos de poblacion definidos. Segun
diferentes estudios consultados sobre la incidencia de verrugas plantares en poblacidon
britanica, algunos autores refieren una afectacion entre el 3 y el 9% de la poblacion
infantil [47], los hay que afirman que esta afectacidon es en un tercio de los nifios de
primaria [41]. Segun Stender, aproximadamente el 22% de los nifios en edad escolar
tiene verrugas [48], si bien Kirnbauer afirma una prevalencia del 10% en nifios de 2 a
12 afios [8]. Las verrugas virales se encuentran entre las tres dermatosis mas
frecuentes en este grupo de edad, y la frecuencia es igual en ambos sexos. Los
pacientes que viven en familias numerosas, a menudo refieren la infeccion de otro
miembro de la familia, lo que apoya el concepto de transmisidn persona a persona. La
mayoria de las verrugas desaparecen espontaneamente en 1-2 afos. La reinfeccién por
el mismo tipo de VPH es poco frecuente después de la desaparicion, lo que sugiere que

se puede desarrollar inmunidad especifica de tipo protector [8].

En cuanto a los porcentajes de frecuencia de aparicién de verrugas plantares segun la
edad, Luger et al. consideran que el pico mayor se encuentra entre los 16-20 afios [49],
con una incidencia del 10% entre nifios y adultos jévenes [50, 51]. Esto se debe a que
en esta etapa de la vida se produce un aumento de la sudoracién, lo que favorece la
apertura del poro de la piel y la penetracién del virus en la epidermis. Hay autores que
consideran que el 65% de los casos se produce entre el intervalo de edad de 5 a 20

afos [52 - 55].

La relacion entre la presencia de verrugas y el sexo difiere entre los autores. Mientras
que los hay que no hallan diferencias entre ambos sexos [52 - 55], hay quien estima

que hay una mayor frecuencia en el sexo femenino [56].

En cuanto a la localizacién, las verrugas plantares aparecen mas frecuentemente en
zonas de presion como son el talén y zona metatarsal. Un estudio de la Universidad de
Sevilla sobre verrugas plantares, refiere su presencia en zonas de presién en un 72%,
un 19% en zonas de media carga y un 9% en zona de no apoyo [52]. Otro estudio, en
este caso de la Universidad Complutense de Madrid, concluye que la localizacién mas

frecuente es en la zona metatarsal, en un 80% [55].
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La causa que puede favorecer la aparicion de verrugas plantares, es la contaminacion
de los lugares donde transite un elevado niumero de personas, con una temperatura y
un nivel de humedad relativa elevadas. Zonas humedas donde se camina descalzo son
una fuente de transmisién de enfermedades viricas. Por ejemplo, vestuarios, duchas,

colchonetas, tatamis, etc. [8 - 10; 57 - 59].

El contacto de la piel con instrumentos contaminados, como piedra pémez, limas,

cuchillas, etc., también puede producir contagio directo por inoculacién del virus.

El contagio por autoinoculacién provocada por el rascado por parte del paciente de la
zona infectada de una parte a otra del cuerpo provoca la extension de la lesién a otras

zonas del cuerpo [8 - 10; 14; 60 - 62].

1.2.7 Manifestaciones clinicas

La morfologia clinica y localizacidn de la verruga determinan la estructura de la misma;

es decir, si muestran hiperqueratosis, paraqueratosis y papilomatosis [63].

La clasificacion de las verrugas se basa en su morfologia y localizacidon anatémica. Sin
embargo, estudios recientes indican que las caracteristicas histoldgicas y clinicas de las
verrugas estan determinadas por el genotipo viral, y sefialan que la identificacion del

tipo de VPH podria permitir una clasificacién mas precisa [8, 14].

Entre todos los genotipos de VPH se incluyen un pequeiio grupo de virus que infectan
la piel y producen verrugas vulgares (verrucae vulgaris), verrugas palmares y plantares
(verrucae palmares et plantares), verruga en mosaico, verrugas planas (verrucae

planae) y verrugas del carnicero [8].

1.2.7.1 Verrugas vulgares

Son papulas o nédulos escamosos, hiperqueratdsicos, exofiticos en forma de

cupula con un nucleo queratdsico rodeado de un borde hiperqueratésico y se
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asocian generalmente a VPH-1, 2, y 4. Se localizan en cualquier superficie
cutanea siendo frecuentes en los dedos, la superficie dorsal de las manos y
otras zonas que sufren microtraumatismos, como las rodillas y los codos, pero
pueden aparecer en cualquier localizacién anatémica. Se presentan con forma
filiforme o como durezas cutdneas. Se caracterizan por puntos negros que
representan capilares trombosados y hemorragia capilar que sigue al rasurado
de la superficie hiperqueratésica (Fig. 1.5). La autoinoculacién por rascado

puede determinar que las verrugas aparezcan alineadas [8; 44; 64].

Fig. 1.5
Verruga vulgar en borde lateral del 1*' dedo del pie

1.2.7.2 Verrugas plantares y palmares

18

En su inicio, tienen el aspecto de una pdpula pequefia y brillante en forma de
grano de mijo, pero después adopta su forma caracteristica de lesién
redondeada bien definida con una superficie rugosa de color de la piel,
amarillenta o marrén, rodeada de un anillo liso de capa cérnea engrosada [65;

79].

Las verrugas tipo mirmecia son papulas gruesas de superficie lisa y profunda,

endofiticas e hiperqueratdsicas en las plantas, palmas y bordes laterales de las
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manos y pies, con margenes inclinados con una depresién central que recuerda
un hormiguero (de ahi el término mirmecia, que significa hormiguero) (Fig. 1.6).
En la planta son dolorosas al andar debido al crecimiento profundo hacia
dentro, siendo este mds agudo si la lesion se encuentra cerca de una

terminacioén nerviosa [8; 48; 66].

Fig. 1.6
Mirmecia en verruga plantar

Los puntos negros que se observan después de rasurar la superficie externa

queratinosa representan capitales trombosados de la verruga (Fig. 1.7).

Fig. 1.7
Capilares trombosados
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Las verrugas en mosaico son lesiones mas superficiales fruto de la coalescencia
de verrugas plantares o palmares en grandes placas. Son poco dolorosas. [8 -

10; 44]. Pueden estar causadas por el VPH-2 [62] (Fig. 1.8).

Fig. 1.8
Verruga en mosaico en cabezas metatarsales.

Se han observado verrucosis extensa crdonica marcadamente resistente al
tratamiento en pacientes inmunodeprimidos, y a veces en pacientes sin

disfuncion inmunoldgica aparente [8].

Las verrugas de inclusion o quistes verrucosos plantares en las plantas son
quistes con epitelio arrugado, de 1,5-2 cm, en la superficie plantar. Los quistes
tienden a aparecer en zonas de apoyo, sugiriendo que la epidermis infectada
por el VPH se introduce en la dermis formando el quiste [67]. Se han aislado los

tipos VPH-4, 60, 63 y 65 de VPH [62; 68].

En un amplio estudio realizado en Europa, la mayoria de las verrugas
palmoplantares estaban producidas por los tipos de VPH-2, 27 y 57, que estan
intimamente relacionados y que aparecen con mas frecuencia en pacientes de

6-10 afios [69].
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El VPH-60 origina un tipo de verruga plantar llamada verruga en cresta, por la
presencia de dermatoglifos sobre su superficie. Por lo general, las verrugas son
papulas del color de la piel, ligeramente elevadas, de 3 a 5 mm. No aparecen en

zonas de apoyo, a diferencia de las verrugas plantares tipicas [67].
1.2.7.3 Verrugas planas

Son papulas color piel o rojizas, de superficie lisa, de 1 a 4 mm, ligeramente
sobreelevadas, con escamas minimas, localizadas con frecuencia en el dorso de
las manos, brazos, piernas o cara, y a menudo alineadas (Fig. 1.9).
Habitualmente estan producidas por los tipos 3 o 10, y con menos frecuencia

por VPH-28 y 29 [8 - 10].
1.2.7.4 Verrugas del carnicero

Reciben este nombre porque se observan en profesionales que procesan carne.
Son pdapulas verrugosas extensas o lesiones en forma de coliflor en el dorso,
palma o bordes periungueales de las manos y dedos y se asocian a VPH-7 [70].
No existe evidencia que el causante sea un virus de papiloma animal [8; 14]. La
combinacién de maceracion y trauma parece ser un factor predisponente en su

aparicion [14].

Fig. 1.9
Verruga plana en dorso del pie
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La tabla 1.1 muestra las diferentes manifestaciones clinicas de los tipos de VPH que

afectan a la piel del pie, asi como la asiduidad de su aparicion, segun diferentes

autores. Puede comprobarse que hay disparidad entre alguno de ellos.

Tabla 1.1

Asociaciones clinicas de los tipos de papilomavirus humano (VPH)

Manifestacion clinica Tipo de VPH Autor
Lesiones de la piel Mads frecuente Raramente detectable
Verrugas vulgares/comunes 1,2,4 26, 27,29, 41, 57, 60, Handisurya ]
63, 65
2,4,27,29 1, 16, 18, 31, 33-35, 39, Androphy "
40, 51-60
2 1,4,7 Odom
2,27, 57 De Villiers
1,2,4 Yelverton !
2,4 26, 29, 49, 57 Conejo
2a,b,c,d, e 4 Westonigs]
1,2,4,27,57,63 James
1,2,4 26,27, 29, 41, 57, 60, Handisurya ¥
63, 65
1 2,4,27,29 Androphy
1 2, 4, otros Odom 7
1 orth =¥
1,2,4 Yelverton !
1 Conejo (2]
1a, b, c. 4, 60, 63, 65 Weston *
1,2,4,27,57 James !
Verrugas planas 3,10 28,29 Handisurya ]
3, 10, 28, 49 Androphy "
3, 10, 28, 29, 77, 78, Bernard *}
94,117
3 10, 27, 41 Odom
3,10 Yelverton !
3,10 28, 29 Conejo
3a,b; 103, b Weston E;S]
3,10, 28, 41 James

1.2.8 Histopatologia

Las verrugas se caracterizan por acantosis de la epidermis con papilomatosis,

hiperqueratosis y paraqueratosis. Las crestas interpapilares alongadas a menudo

apuntan al centro de la verruga. Los capilares de la dermis son prominentes, pueden
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estar trombosados, y observarse la presencia de células mononucleares [9; 10; 71]. Las
verrugas asociadas a VPH se caracterizan por queratinocitos grandes con un nucleo

picndtico excéntrico rodeado por un halo perinuclear (coilocitos) [63; 71].

Las verrugas palmoplantares, mediante microscopia de bajo aumento, se observan
bien delimitadas de la piel circundante, existe ortoqueratosis y paraqueratosis
intensas, acantosis y papilomatosis extensas. Las crestas epidérmicas penetran en la
dermis mas que las de la piel no afectada y las crestas de los bordes laterales de la
verruga se inclinan hacia adentro, creando una invaginacién en forma de copa por

debajo de la papilomatosis [8].

La dermis papilar por debajo de las crestas elongadas muestra un aumento de
vascularizacion, con alguna trombosis. Estas trombosis corresponden a los “puntos
negros” (capilares trombosados) que se observan en la exploracién clinica, sobre todo

en verrugas deslaminadas [8].

A mayor aumento, se observan numerosos granulos eosinofilicos intracitoplasmaticos
similares a la queratohilaina dentro de las células epiteliales del estrato inferior de
Malpigio. En niveles epiteliales superiores, los granulos confluyen y forman cuerpos de
inclusién mas grandes; se pueden detectar también nulcleos vacuolados, halos

perinucleares y granulos eosinofilicos intranucleares [8, 68].

Las verrugas planas tienen menor acantosis e hiperqueratosis, no contienen

paraqueratosis o papilomatosis, pero tienen abundantes coilocitos [71].

1.2.9 Diagnoéstico

El diagndstico generalmente es clinico [72], si bien actualmente existen métodos
diagndsticos basados en la deteccién del DNA viral [28]. Estos son la PCR (polymerase

chain reaction) y la hibridacién in-situ [28].
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Los signos clinicos incluyen lineas de la piel divergentes, multiples puntos pequefios y
oscuros e, hiperqueratosis. Los pliegues papilares de normales de la piel,
dermatoglifos, no sobrepasan la superficie de la verruga [73]. Una vez deslaminada la
zona, pueden observarse multiples puntas capilares perpendiculares a la superficie de
la lesion. Cuando el deslaminado es mas profundo estos pueden sangrar [74]

(Fig.1.10).

La compresion de la verruga plantar de medial a lateral, a modo de pellizco, realizada
por el clinico, provoca dolor agudo [75; 76]. Esta maniobra exploratoria recibe el

nombre de signo del timbre [77].

Fig. 1.10

Aspecto de una verruga plantar una vez deslaminada.
Pueden apreciarse las lineas divergentes de la piel y el
sangrado de los capilares

La dermatoscopia es una técnica sencilla, simple y no invasiva que permite la
visualizacién de caracteristicas morfolégicas de la piel que no son visibles a simple
vista, formando wun vinculo entre dermatologia clinica macroscépica vy
dermatopatologia microscépica; siendo util el uso del dermatoscopio a la hora de

realizar el diagndstico de verrugas [64].
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También pueden realizarse pruebas basadas en la respuesta tisular, a través de la
microscopia optica o electrdnica. El estudio de la biopsia de toda la lesidon o parte de
ella por un especialista en anatomia patoldgica también puede confirmar el

diagnéstico [78].

1.2.10 Diagnéstico diferencial

Lesiones comunes pueden asemejarse a las verrugas. El diagndstico diferencial varia
considerablemente segun el tipo de lesidn y localizacién [8; 78; 79]. Las que aparecen

en la tabla 1.2, se han centrado a nivel de la planta del pie.

Tabla 1.2
Diagnéstico diferencial de lesiones de tipo verrugoso en palmas y plantas

Numero de lesiones

Localizacién Lesion aislada Lesiones multiples

Palmas y plantas - Tiloma, callo/heloma - Helomas miliares
- Queratosis plantar intratable
- Poroqueratosis punteada, porosa y
punteada hiperhidrética
- Angioqueratoma
- Quiste de inclusién epidérmico
(Inclusion de cuerpo extrafio)
- Carcinoma escamoso

- Carcinoma verrucoso

Tiloma

Lesidn hiperqueratdsica difusa de color amarillento, sin nucleo [80; 81].

Callo o Heloma

Los callos y las callosidades son areas de piel engrosada que aparecen en sitios de

presién o de friccién prolongada.
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El heloma o callo presenta un engrosamiento de todas las capas de la epidermis y estd
mas circunscrito (2-5 mm) que la callosidad. Aparecen como una masa cdrnea, seca y
dura de color beig, amarillento o blanco-amarillento y puede ser doloroso a la presidn.
La eliminacién de la superficie de la lesidon pondra al descubierto un nicleo central en
un callo. En el centro se aprecia un nlcleo compacto de coloracién mas palida, que se
extiende hacia el interior de la epidermis. La eliminacién de la superficie de estas

lesiones pondra al descubierto los dermatoglifos [80; 82 - 85].

Heloma por inclusion

La cronificaciéon de un heloma provoca que su base se haga mas profunda y forme un

nucleo quistico-fibrético [82].

Helomas miliares

En caso de apreciarse formaciones de queratina bien encapsulada en forma de heloma

de pequefio tamafio y poca profundidad reciben el nombre de helomas miliares [82].

Queratosis plantar intratable

Mann y Duvries introdujeron el término queratosis plantar intratable (IPK) para

describir una callosidad plantar sintomatica que no se resuelve [40].

Poroqueratosis

Trastorno crénico y progresivo de la queratinizacidn, caracterizado por papulas o
placas hiperqueratdsicas anulares bien delimitadas, rodeadas por un anillo

hiperqueratdsico elevado asociado a un area de atrofia central [66; 84].

Angioqueratoma

Se aplica a un conjunto de enfermedades agrupadas bajo una base clinica de lesiones
vasculares. Las malformaciones capilares hiperqueratdsicas se distinguen por una

epidermis hiperqueratdsica y acantosis recubriendo una malformacion capilar [84; 85].
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Quiste de inclusion epidérmico

Formacién quistica secundaria a la inclusién traumatica de la dermis. Una vez dentro
de la dermis, las células epidérmicas crecen lentamente y producen una cavidad
quistica cuyo interior contiene particulas de queratina y lipidos. Esta implantacién de
epidermis dentro de la dermis puede ser consecuencia de una cirugia, fuerzas

biomecanicas o en conjuncién con la penetracion de un cuerpo extrafio [86].

Carcinoma verrucoso

Variante del carcinoma epidermoide, que se denomina de varias formas segln su
localizacidon anatémica. Cuando se encuentran en el pie se denominan carcinomas o
epiteliomas cuniculados. Su aspecto es el de una gran verruga plantar de aspecto
verrucoso y endofitico, en cuya superficie se observan multiples orificios a modo de

tuneles. Son tumores de crecimiento lento [87].

1.2.11 Tratamiento

El abordaje terapéutico 6ptimo suscita controversias. El tratamiento ha de ser de facil
aplicacién, econdmico, eficaz y libre de efectos secundarios. No se ha mostrado que

exista el tratamiento efectivo al 100% [88].

El tratamiento de las verrugas depende del grado de molestia fisica y emocional, de la
extension y duracidn de las lesiones, del estado inmunolégico del paciente y del deseo
de tratamiento de éste. El objetivo del tratamiento se basa en eliminar la verruga, sus

signos y sintomas.

El tratamiento ideal seria aquel que cura todas o un elevado porcentaje de verrugas,
en una o tres sesiones, indoloro, que no provoque cicatrices, que ofrezca inmunidad al
HPV de por vida y esté disponible para todos los pacientes [71]. En 1995, la Academia

Americana de Dermatologia establecid una serie de criterios para la indicacién del
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tratamiento de las verrugas [71]: 1) Deseo del paciente para la terapia, 2) sintomas de
dolor, sangrado, pinchazo o quemazdn, 3) lesiones incapacitantes o desfigurativas, 4)
elevado numero o gran tamafio de las lesiones, 5) deseo del paciente para prevenir la
diseminacion de las verrugas a piel sana, tanto suya como la de los demas, 6)

enfermedad con un compromiso inmunoldgico.

Existen numerosas opciones de tratamiento para la eliminacién de las verrugas. Entre

las cuales cabe destacar los siguientes:

Tratamientos fisicos

- Crioterapia: La congelacién provoca destruccion del tejido mediante el efecto
del frio producido sobre la célula y su aporte vascular y, se cree que también
estimula el sistema inmune [89]. Puede realizarse con nitrégeno liquido,

didxido de carbono, dimetil-éter-propano, etc.

- Terapia hipertérmica:

o Laser: El tratamiento de las verrugas mediante ldser se basa en la
elevacion exdgena de la temperatura del tejido (hipertermia local), ya
que estd comprobado que el tejido infectado es mas sensible a los
efectos de la temperatura elevada que el tejido normal [90],

destruyendo la red capilar que nutre a la verruga [91].

o Terapia fotodinamica (TFD): En la TFD se usa una reaccién quimica
activada por la energia de la luz para destruir el tejido de forma
selectiva [92]. Tiene un efecto antiinflamatorio y antiproliferativo sobre
las verrugas. La TFD destruye los queratinocitos infectados y las

particulas virales de los virus sin cubierta [93].
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Tratamientos quimicos

Se trata de la aplicacion tdpica de preparados comerciales o el principio activo

formulado. Su mecanismo de accién consiste en provocar la coagulacién quimica de las

proteinas. Pueden ser:

Alcalis,

Sales:

Acidos:

como el hidréxido de potasio.

Nitrato de plata: Produce alteracién de las proteinas celulares,
provocando su desnaturalizacion y precipitacion. A concentraciones

altas presenta accidn caustica [94].

Acido salicilico: Se trata de un agente queratolitico, cuyo mecanismo de
accion aun es incierto [95]. Se cree que actla reduciendo la cohesién
entre los queratinocitos, y permite la descamacién de la superficie

cornea de la piel antes de la lisis de la queratina [71; 96; 97].

Acido lactico: Sustancia queratolitica [62].

Acido tricloroacético 70-80%.

Acido monocloroacético: Compuesto irritante que rompe las proteinas y

causa una reaccion inflamatoria que favorece la destruccién celular [36].

Glutaraldehido: El glutaraldehido es un desinfectante con accidn
germicida de amplio espectro. La solucién de glutaraldehido al 25% es

viricida y ligeramente caustica [94].

Podofilino-Podofilotoxina: El podofilino es extracto vegetal que se
obtiene a partir de una mezcla de resinas obtenidas del rizoma del

Podophyllum. La podofilotoxina es el ingrediente del podofilino
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biolégicamente activo purificado [96]. Posee accidén citotdxica,
inhibiendo la mitosis de las células epiteliales durante la mitosis,
interrumpe el proceso de division celular y permite la necrosis celular

[96; 98; 99].

o Cantaridina: (Cio-H1,-04): Se trata de un anhidrido cristalino del acido
cantarico que se obtiene de la desecacion y pulverizacion de la
cantarida, insecto coledptero de la familia Meloidae, usado como
vesicante. La aplicacién topica de este compuesto formulado produce
hipertermia en la piel, calor, prurito y flictenas de contenido amarillo-
albuminoso. La cantaridina actua inhibiendo la proteina fosfatasa 22, un
importante enzima en el metabolismo del glucégeno [98]. Degenera la
capa desmosdmica, permitiendo la separacién de monofilamentos de
los desmosomas por la activacién o liberacion de serina-proteasas
neutras [100]. Este proceso permite acantolisis, flictenas

intraepidérmicas vy, lisis no especifica de la piel [101].

Tratamientos medicamentosos-inmunomoduladores

30

Interferdn: Proteina segregada por células nucleadas infectadas por virus y que
actla sobre otras células vecinas, previniendo que sean infectadas, es decir,
capaces de "interferir" con la replicacién viral. Existen diferentes tipos de
interferones. Su aplicacion puede ser tdpica, intralesional y sistémica en

dependencia del tipo de verruga (extragenitales o mucogenital).

Dinitroclorobenceno (DNCB): Inmunoterapia de contacto, que causa una
respuesta inmune in situ que precipita la sensibilizacion al un mediada por
células respuesta inmune in situ que precipita la sensibilizacién al antigeno viral

mediada por células [5].

Difenciprona (DCP): Sensibilizador estandar utilizado para la inmunoterapia

tépica. No es mutagénico y estd disponible en solucién de acetona [102].
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- Cidofovir: actua inhibiendo la sintesis de DNA viral. No existe una pauta
posolégica ni duracién de tratamiento establecida. Hay que tener en
consideracion el elevado coste asociado a la preparacién del cidofover tépico

[103].

- Cimetidina: aumenta la respuesta inmunitaria bloqueando los receptores de las

células T-supresoras [104].

- Imiquimod: Potente estimulador de la respuesta inmunitaria innata y adquirida,
induce la formacién de alfa interferén, interleuquinas y la formacién de
factores de necrosis tumorales, y activa citoquinas y linfocitos citotdxicos.

Mediado por este mecanismo, se ha observado que disminuye los VPH [94].

Tratamientos antimitoticos

Inhiben la replicacién del VPH

- Retinoides: El crecimiento de la verruga queda afectado debido a que los
retinoides interrumpen el crecimiento y la diferenciacién epidérmica. También
son potentes inmunomoduladores. Existe cierta evidencia de que los retinoides
pueden disminuir la transcripcion del VPH en las células que esten afectadas

[105].

- 5-Fluorouraacilo (topico): Se trata de un citostatico y antivirico capaz de inhibir
la duplicacién celular del VPH. Bloquea la sintesis del acido timidico y como

consecuencia la del DNA [94; 106 - 108].

Tratamiento quirurgico

La cirugia supone la escisidn primaria de la lesién. Se puede realizar mediante cirugia

clasica, curetaje, electrobisturi o cirugia laser.
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Combinacion de tratamientos

Debido a la capacidad de resistencia y la recurrencia de muchas verrugas, a veces se

realizan combinaciones de terapias [71]. Como ejemplos podriamos citar:

- Acido salicilico + acido lactico.

- Crioterapia + acido salicilico [109].

- Crioterapia + podofilotoxina.

“Tratamientos” Alternativos

- Homeopatia: A pesar que no existe explicacion cientifica para el mecanismo de
accién de la homeopatia, ni base cientifica alguna, estd ampliamente aceptada,

a pesar del debate y la falta de base [110].

- Hipnosis: Si bien aun no estd comprobado, se ha postulado que la hipnosis o
terapia sugestiva podria estimular el sistema inmune durante el tratamiento de

verrugas [111].

- Acupuntura.

- Remedios caseros como extracto de ajo. Se ha mostrado que componentes del
ajo tienen actividad antiviral e inhiben la proliferacién celular de células

infectadas viricamente [112].

1.3 Laser

1.3.1 Introduccion

El término Laser es un acrénimo de Light Amplification by Stimulated Emission of

Radiation. Asi pues, el lIaser es una luz amplificada mediante la emisién estimulada de
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radiacién [113]. Dentro del espectro electromagnético, estd localizado entre las

longitudes de onda de 10* a 10® metros.

Theodore Maiman (1960) construyé el primer laser, a partir de los estudios de Charles
Townes y Arthur Leonard Schawlow sobre el amplificador de microondas por emision
estimulada de radiacidén. El medio activo utilizado era el rubi. Este laser emitia una luz
de 694 nm de longitud de onda. En 1961, Elias Snitzer construyd el primer ldser de

Neodimio (Nd:YAG de 1064 nm).

1.3.2 Principios fisicos de la luz laser

El significado de cada una de las palabras que componen el acrénimo del término laser

es importante para entender su funcionamiento y sus caracteristicas.

La luz es una forma de energia electromagnética que se transmite mediante ondas.

Estas ondas pueden definirse segun tres propiedades (Fig. 1.11)

- Amplitud de onda: Distancia maxima que existe entre la cresta y el valle de una
misma onda. Es la medida de la cantidad de energia que tiene una determinada
onda; cuanto mayor sea la amplitud mayor serd la cantidad de energia que

puede realizar un trabajo util. La energia se mide generalmente en Julios (J).

- Longitud de onda (Lambda, A): Distancia comprendida entre dos puntos
cualquiera equivalentes de una onda (entre dos crestas consecutivas en una

onda). Se mide en nandmetros (nm).

- Frecuencia (f): Nimero completo de longitudes de onda que pasan durante un

segundo. Se mide en ciclos por segundo y su unidad es el Hertz (Hz).
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Longitud de onda

Amplitud
'

1segundo

Fig. 1.11
Propiedades que definen una onda

La emision estimulada de radiacidn se produce cuando un atomo en estado de
excitacién es activado por un fotén. Cuando esto acontece, se produce un nuevo fotdn
gue tiene idénticas caracteristicas al fotén incidente. Asi pues, se originan nuevos

fotones que van a tener la misma longitud de onda y frecuencia [114].

I”

La amplificacidn de la luz se produce cuando tiene lugar el “estado de inversidon” de los
atomos debido a una fuente externa de energia. Este estado se produce cuando la
mayor parte de los atomos se hallan en estado de excitacion. En condiciones normales
estos 4tomos tendrian que estar en reposo mientras que unos pocos se encontrarian

en estado de excitacion. A la radiacion que se emite se suma la radiacidn incidente.

1.3.3 Tipos de laser

Los laseres se pueden clasificar de multiples formas; las mas habituales se diferencian
segln su medio activo, espectro de emisién, potencia de emisién y densidad de

potencia, y su forma de emisién.

a) Segun el medio activo se dividen en:

- Gases (CO,, argdn, helio-nedn).
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- Liquidos (colorantes inorganicos).

- Sélidos (Nd:YAG, Nd:YAP, Er:YAG, Er, Cr:YSGG, alejandrita, rubi, KTP,

semiconductores).

Segln su espectro de emisidn, se clasifican en base al lugar donde se situa la

longitud de onda respecto al espectro electromagnético.

- Infrarrojos: A > 700 nm.

- Visibles: A =400 - 700 nm.

- Ultravioletas: A < 400 nm.

En funcidon de la potencia de emisién es posible conocer los efectos y sus

aplicaciones practicas.

- Alta potencia: Se les denomina laseres quirldrgicos. Actian sobre el tejido
por medio del efecto térmico produciendo su ablacidn. Su utilizacién es
principalmente quirdrgica, si bien en algunos casos se emplea como terapia

no invasiva.

- Baja potencia: Se trata de ldseres terapéuticos ya que producen un efecto

de bioestimulacion tisular.

Referente a la densidad de potencia, se clasifican en:

- Alta densidad de potencia o HLLT (High Level Laser Therapy): su utilidad

principal es la quirurgica.

- Baja densidad de potencia o LLLT (Low Level Laser Therapy): su uso es

terapéutico no invasivo.

En cuanto a su forma de emitir, se clasifican en base al modo de emision:

- Continua (continuous wave, CW).
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- Pulsado: en este caso hay diferentes tipos en funcién de como sean estos

pulsos; asi pues existen laseres superpulsados, Q-switched, etc.

No obstante, la clasificacion mas comprensible y util es la que hace referencia al medio

activo que utilizan los laseres.
1.3.3.1 Laseres solidos

Los medios mas comunes en los laseres de estado sélido son varillas de cristal de rubiy
cristales con impurezas de neodimio. Los extremos de la varilla se tallan de forma que
sus superficies sean paralelas y luego se recubren con una capa reflectante no
metalica. Los laseres en estado sélido proporcionan las emisiones de mayor energia.
Normalmente, funcionan por pulsos, generando un destello de luz durante un tiempo

breve.

Se han logrado pulsos de sélo 1.2x10™ segundos, que son utiles para estudiar
fendmenos fisicos de duracién muy corta. El bombeo se realiza mendiante luz de
ldmparas de xendn, lamparas de arco o ldmparas de vapor metalico. La gama de
frecuencias se ha ampliado desde el infrarrojo (IR) hasta el ultravioleta (UV) al
multiplicar la frecuencia original del laser con cristales de dihidrogenofosfato de
potasio, y se han obtenido longitudes de onda aun mas cortas, correspondientes a

rayos X, enfocando el haz de un |aser sobre blancos de itrio.
1.3.3.1.1 Laser de Nd:YAG

El laser de Neodimio: YAG es un laser sélido que esta compuesto por un cristal
sintético formado por itrio y aluminio y contaminado con neodimio (Nd: Y3Al;5015). El
cristal esta dopado con neodimio cuando el 1% de los 4tomos de itrio son sustituidos

por los de neodimio.

Es un laser pulsado que emite en el infrarrojo cercano a una longitud de onda de
1064nm. Como esta longitud de onda no es visible al ojo humano se incorpora otro

laser, o una luz roja, para que sirva de guia durante el tratamiento. Las longitudes de
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onda mads largas concentran menos energia en la dermis y la epidermis y pueden
penetrar mas profundamente. Para una longitud de onda de 1064 nm, la absorcién de

radiacién por la melanina es minima [115].

Este laser produce un elevado efecto térmico, es muy poco absorbido en la superficie,
y segun algunos autores su capacidad de penetracién puede llegar a los 6-8 mm de
profundidad [113; 116]. La utilizacién de un pigmento (tinta china) que crea una
barrera dptica actia como iniciador bloqueando el paso de la luz, produciendo efectos

por absorcion [114].

1.3.4 Efectos bioldgicos del laser

La extension de los efectos del laser sobre los tejidos viene determinada por dos

variables [118]:

- Los pardametros fisicos y de emisién del laser.

- Las propiedades épticas de cada tejido en particular.

1.3.4.1 Pardametros fisicos

Los parametros fisicos del laser son aquellos que son propios de cada instrumento y
estan prederminados por el fabricante (longitud de onda, forma, distribucidn y tiempo

de emisién del haz), y los que pueden ser modificados por el operador.

Los parametros que son modificables por el operador van a condicionar la diferencias

entre la interaccién entre laser y materia.

a) Frecuencia

Es el numero de pulsos que se producen en 1 segundo y se miden en Hz. Sélo

puede hacerse referencia a la frecuencia en el caso de los ldseres pulsados. Los
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b)

c)

laseres que emiten en pulsado son aquellos que durante la emisidon del haz
inducen algunos picos en los cuales se produce emisidn mientras que en otros
picos no. Mientras esta activado el laser sélo habra algunos picos durante los

cuales se emitiran fotones.
Energia y potencia

La potencia de emisién es la energia emitida en un segundo. Su unidad es el

vatio (W).
[Potencia=Energia/Tiempo].

La energia es la potencia aportada en un tiempo determinado. Su unidad es el

julio (J).
[Energia=Potencia x Tiempo].

Cabe tener en cuenta que, 100 J de energia liberada pueden equivaler a 100 W
aplicados en 1 segundo, pero también pueden equivaler a 10 W aplicados en 10
segundos. La energia liberada es la misma, si bien los efectos bioldgicos
producidos sobre el tejido son totalmente diferentes y también dependeran del
tiempo de irradiacién. Los efectos bioldgicos pueden ser térmico, eléctrico,

mecanico y fotoquimico [113].
Densidad de potencia (DP) y densidad de energia

La densidad de potencia, también llamada irradiancia o intensidad, es la
relacién que existe entre la potencia real de salida del emisor laser y la

superficie del haz (spot) que emite el mismo [119].

[DP=Potencia/area de impacto del laser= Potencia/(rt x r’)= W/cm?].
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La densidad de potencia da el umbral del efecto de la radiacién laser indicando
que un laser que emite a una misma potencia puede producir diferentes

efectos si se varia la superficie irradiada [120].

La superficie del haz de irradiacion sobre el tejido diana (spot) puede cambiar
cuando la distancia entre el laser y el tejido varia por la desfocalizacién del haz

y por la divergencia del area iluminada.

La distancia focal es la distancia que existe entre el laser y el tejido diana con la
gue se obtiene la menor superficie posible del spot. La figura 1.12 muestra
como cuando se irradia a distancia focal se produce un corte del tejido ya que
se trabaja a la maxima concentracidon de potencia por unidad de superficie,
mientras que si se desfocaliza el haz, se aumenta el didmetro del spot con lo
que se reparte la misma cantidad de potencia en una superficie mayor,

resultando en una vaporizacion o coagulacion sobre el tejido.

Corte Vaporizacion

10 Watios 10 Watios

Spot 1 mm? Spot 3 mm?

Distancia focal Distancia focal

Fig. 1.12
Efecto de la densidad de potencia

La densidad de energia o fluencia es la relacién que existe entre la potencia del

laser y la superficie donde impacta el haz por unidad de tiempo [120].

[Fluencia = (Potencia x tiempo)/Superficie del haz del ldser= W-s/cm? = J/cm?]
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1.3.4.2 Propiedades dpticas de los tejidos

La ley de Grothus-Drayer postula que la luz sélo puede tener efectos si es absorbida
por el tejido. La luz que incide sobre un tejido puede reflejarse, transmitirse,

dispersarse y absorberse (Fig. 1.13).

a) Reflexion

Es la primera interacciéon de la energia ldser al incidir sobre el tejido. No
produce ningun tipo de efecto sobre el mismo. Este efecto es importante ya
que el reflejo sobre el tejido o superficie puede afectar los ojos del operador. Es
necesaria la utilizacién de gafas de proteccidn para evitar esta reflexion nociva

durante el uso del laser.

b) Transmision

La energia que no ha sido reflejada se transmite al interior del tejido sobre el

cual incide el laser.

Haz laser
REFLEXION
o~ —
TRANSMISION TRANSMISION
LN

ABSORCION

/ \
77 T\

Fig. 1.13
Esquema de las propiedades dpticas de los tejidos
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c) Dispersion

La falta de homogeneidad y el indice de refraccién de los diferentes tejidos por
los cuales se transmite la luz es la causa por la que se produce la dispersion de

la luz en el interior del tejido.

d) Absorcidn

Es la que produce la transferencia de energia desde el haz de laser al tejido. El
efecto del ldser sobre los tejidos sélo se produce si se absorbe la luz. La
absorcion de la energia determina el efecto sobre el tejido y cada tejido tiene
un coeficiente de absorcidon que depende en parte de sus caracteristicas dpticas

y de su longitud de onda de emisién.

Los diferentes efectos que se pueden producir en los tejidos dependen de la longitud
de onda, tiempo de emision, densidad de potencia y densidad de energia. En funcidn
de los diferentes parametros los efectos del laser se pueden clasificar en cuatro

grupos:

- Electromecanico o fotoacustico

- Fotoablativo

- Fototérmico

- Fotobioquimico

El efecto fototérmico es el mas conocido y utilizado del laser. Uno de los laseres mas
utilizados que producen este efecto es el Nd:YAG (1064 nm). La longitud de onda es la
gue determina la penetracidon del laser en el interior del tejido en funcién de la

absorcion y la dispersiéon de la luz. Cuando se aumenta la densidad de potencia
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también aumenta la temperatura del tejido irradiado, provocando diferentes efectos

tisulares (Tabla 1.3).

Tabla 1.3.
Efecto fototérmico sobre los tejidos

Temperatura Efecto tisular
42-45 °C Hipertermia transitoria
>65°C Desecacion, desnaturalizacion proteica y coagulacién
70-90°C Coagulacién y fusion tisular
100 °C Vaporizacién
>100°C Carbonizacién
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2. OBIJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivos

2.1.1 Objetivo principal

- Identificar los genotipos de los virus que ocasionan verrugas plantares

diagnosticadas en el Hospital Podologic de la UB.

2.1.2 Objetivos secundarios

- Evaluar la eficacia del tratamiento de las verrugas plantares mediante el laser

de 1064 nm de longitud de onda.

- Valorar el tiempo de curacién de las verrugas plantares con el tratamiento con

laser asi como comprobar la tolerabilidad del tratamiento en estudio.

2.2 Hipétesis

El genotipo predominante en las verrugas plantares diagnosticadas en el Hospital

Podologic de la UB pertenecen al género alfa

El genotipo del virus que ocasiona las verrugas plantares no influye en la curacion de

las mismas con el laser de 1064 nm de longitud de onda.
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3. MATERIALY METODOS

El Comité de Bioética de la Universitat de Barcelona informo positivamente sobre este

proyecto, aprobando los procedimientos del estudio.

3.1 Disefio

La primera fase de este estudio fue de tipo observacional, prospectivo, abierto carente
de grupo control y unicéntrico. El presente estudio pretendié evaluar la eficacia del
tratamiento de las verrugas plantares mediante el laser de 1064 nm de longitud de

onda.

En la segunda fase se ha efectuado un estudio molecular del tejido lesional para
detectar el VPH y conocer su genotipo. Las técnicas de biologia molecular aplicadas a
tejidos conservados permitian efectuar estudios retrospectivos de amplias series de

pacientes.

3.2 Poblacion en estudio

3.2.1 Muestra

La poblacién objeto de estudio estuvo formada por pacientes atendidos en la Unitat de
Laser del Hospital Podologic-Universitat de Barcelona, diagnosticados clinicamente de
verruga plantar. Todos fueron informados oralmente del objeto del estudio y se les
entregd documento informativo como participante en el tratamiento de verrugas con
laser (Anexo 10.1). Para poder ser incluidos como participantes, era necesaria la firma

de la hoja de consentimiento informado de las caracteristicas del estudio (Anexo 10.2).
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3.2.2 Criterios de seleccion

En el presente estudio se incluyeron pacientes con verrugas plantares confirmadas por
diagnéstico clinico. Para ser incluidos, los pacientes debian satisfacer los criterios

descritos a continuacion.

3.2.3 Criterios de inclusion

- Seincluyeron pacientes de ambos sexos.
- Pacientes con diagndstico clinico de verruga plantar.
- Se incluyeron pacientes con tratamiento tdpico para las verrugas plantares

pero que hubieran suspendido su aplicacion durante 2-3 meses como minimo.

3.2.4 Criterios de exclusion

- Pacientes tratados en los 2-3 meses previos a la inclusidn.

- Pacientes con neuropatia y/o vasculopatia.

3.3  Metodologia clinica

3.3.1 Recogida de datos

Se disefié un protocolo clinico que incluia la recogida de datos en una anamnesis y una

valoracidn fisica y clinica de la lesiéon (Anexo 10.3).

Caracteristicas de los pacientes

De cada paciente se llevé a cabo el registro de los siguientes datos: sexo; edad (4-11
afios vs. 12-20 afos vs. mayor de 21 afos); ocupacion (tipo de actividad laboral); tipo

de calzado (habitual, actividad laboral); actividad deportiva (gimnasio, natacidn
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deportes de equipo, deportes al aire libre, actividad descalzo); actividades
complementarias (caminar, senderismo, baile, otras); localizacién de las verrugas
plantares (pie derecho vs. pie izquierdo, taldon [borde interno vs. borde externo],
mediopie [borde interno vs. borde externo], zona antepie [1* radio vs. 22 radio vs. 3%
radio vs. 42 radio vs. 52 radio], dedos [1*" dedo vs. 22 dedo vs. 3" dedo vs. 42 dedo vs.
52 dedo]); tiempo de evolucidn de las verrugas (< 6 meses, 6 - 12 meses, > 12 meses,

NS/NC); nimero de verrugas por paciente; presencia de verrugas en mosaico.

3.3.2 Recogida de muestras

Antes de la toma de las muestras, se realizo la desinfeccidn de la zona con alcohol 96°.
Posteriormente, se enumeraban las lesiones y se tomaba fotografia a nivel
macroscopico para llevar a cabo su identificacion. Las muestras fueron recogidas
previo corte laminar de la hiperqueratosis superficial de la verruga plantar, mediante
bisturi. La muestra, hiperqueratosis préxima al interior de la verruga que se obtenia
mediante el raspado con nueva hoja de bisturi, era depositada en un eppendorf. (Fig.

3.1). Para conservar la muestra se afiadia 0,5 ml de suero fisioldgico y se congelaba a

-80°C.

3.3.3 Descripcion del aparato laser

El equipo S30 PODYLAS™ (INTERmedic) es un equipo laser portatil. Estd dotado de un
generador laser de 1064 nm de longitud de onda y de 30 W de potencia sobre el tejido.
Este laser cuentaba con certificados CE y FDA. La pieza de mano utilizada da un spot de

4 mm de diametro.
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(a) (b)
Fig. 3.1
(a) Marcaje de las lesiones a tratar. (b) Deslaminacidn de la hiperqueratosis superficial de la verruga. (c)
Recogida de de la hiperqueratosis profunda en el eppendorf.

3.3.4 Metodologia de aplicacion del laser

3.3.4.1 Medidas de proteccién al emplear el laser

Debido a que el laser podia producir efectos tisulares era imprescindible adoptar
medidas de seguridad para evitar dafos en la piel y fundamentalmente en los ojos, en
los cuales puede provocar efectos irreversibles en la retina. Por tanto, antes de iniciar

cualquier tratamiento habia de seguirse las siguientes recomendaciones [113]:

a) Generales

- Seguir las indicaciones del fabricante del equipo, para evitar riesgos
eléctricos (se generan corrientes de alto voltaje), mecanicos (por
desplazamiento del equipo) o quimicos (por sustancias empleadas, como
colorantes, refrigerantes, etc.).

- Realizar el calibrado del equipo para comprobar la eficacia de la radiacién.

- Llevar a cabo revisiones periddicas de los equipos.
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c)

3.3.4.2
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Proteccion de los ojos

Identificar el lugar donde se utiliza el |aser.

Usar las gafas de proteccidn, tanto para el poddélogo como para el paciente
u otra persona que se encontrase en la sala de tratamiento.

Nunca dirigir el laser hacia los ojos, manteniendo la pieza de mano en
posicion perpendicular al area a tratar, para evitar incidencias que
provocasen refraccion y reflexion del haz hacia otras zonas.

Sélo dirigir el Iaser hacia el orificio de calibracién o el area a tratar.

Proteccion contra quemaduras o explosiones

Mantener el sitio donde se utilizaba el laser libre de sustancias inflamables
(p.ej. anestésicos) o que tuviesen riesgo de explosidon (p.ej. equipos de
oxigeno).

No usar alcohol para limpiar o refrigerar el drea a tratar. En el caso de
utilizar alcohol para limpiar o desinfectar cualquier parte de la pieza de

mano, debia secarse antes de iniciar cualquier maniobra con el laser.

El sistema de enfriamiento

Con la intenciéon de reducir dafios en tejidos circundantes a la verruga y reducir el dolor

se empled el frio como elemento coadyuvante; aunque sus resultados pudiesen ser

cuestionables. El enfriamiento epidérmico era fundamental para impedir la lesién de la

piel por el calor que asciendia desde las capas mas profundas a las mas superficiales

tras la destruccion de la verruga.

Al inicio de la investigacién se tomaron diversas imdagenes con una cdmara

termografica, con el fin de evaluar el efecto térmico del laser. En la figura 3.2 puede

apreciarse el aumento de la temperatura después de tres disparos con las siguientes

caracteristicas: Pulso 250 ms, Pausa 800 ms, Potencia 30 w, Fluencia 106 J/cmz.
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i
Dist = 1.0 Trefl = 20.0 € = 0.95 25/07/20%2 09H | Dist = 1.0 Trefl = 20.0 = = 0.95{25/07/2012 0%

Fig. 3.2
Aumento de la temperatura en 20 °C en el punto de aplicacién del ldser, después de tres disparos

Durante la aplicacidon del laser era muy aconsejable el empleo de algin sistema de
enfriamiento para la piel [121]. Resulta dificil cuantificar el “grado” o intensidad de
enfriamiento que hay que aplicar especificamente en cada paciente y en cada zona a
tratar. El sistema de enfriamiento puede ser de contacto continuo o spray dinamico

[122] (Tabla 3.1).

Tabla 3.1.
Sistemas de enfriamiento para laserterapia

Tipo de enfriamiento Tiempo de contacto Reduccién de temperatura
Contacto continuo Delal0s De10a19°C
Spray dindmico Sincronizado con el pulso de De17a20°C

laser, pocos ms antes

En el estudio, el sistema de enfriamiento se llevd a cabo mediante la aplicacién de gel
transparente utilizado en ultrasonografia sobre un portaobjetos. Se aplicaba un
cubreobjetos sobre el gel y se presionaba para esparcir uniformemente el gel en el
portaobjetos. A continuacién, y por la parte del cubreobjetos se pulverizaba con

cloruro de etilo hasta conseguir la cristalizacidn del gel por congelacion (Fig. 3.3).
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(a) (b)

(c) (d)
Fig. 3.3
(a) Aplicacion de gel transparente sobre portaobjetos. (b) Cubreobjetos cubriendo el gel. (c)
Presidn sobre el cubre objetos para esparcir y unificar la superficie del gel. (d) Aspecto que
presenta el gel una vez congelado

El conjunto de porta-cubreobjetos se colocaba encima de la verruga y se procedia a

disparar (Fig. 3.4).

Fig. 3.4
Utilizacion del sistema de enfriamiento in situ
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Se utilizd este sistema porque al realizar el contacto del portaobjetos sobre el tejido,
la superficie del tejido se uniformiza a un mismo plano permitiendo que la zona donde
se aplica el laser forme un dngulo de 90° con la pieza de mano. Esta perpendicularidad
hace que la distancia focal (distancia laser-tejido diana) sea la 6ptima para obtener la

superficie efectiva del spot.

3.34.3 Ajuste de la dosis

Se pretendia determinar unos pardmetros de ldser con las cuales obtener una
efectividad de tratamiento 6ptima y evitar el dolor para el paciente. De acuerdo a la
literatura consultada [90; 121; 123] se inicid el tratamiento con los parametros de la

tabla 3.2.:

Tabla 3.2
Parametros iniciales del tratamiento laser

Pulso Pausa Potencia (w) Fluencia Energia Energia - tiempo de exposicién
(J/em?) () (minimo efectivo)
250 ms 800 ms 30 106 7 45)-1s

Durante el estudio, los parametros se fueron modificando para conseguir mayor

efectividad, con menos tiempo y menor dolor (Tabla 3.3).

Tabla 3.3
Evolucion de las parametros del tratamiento laser

Pulso Pausa Potencia (w) Fluencia ((J/cmz) Energia (J)
7,5s 1.0s 10 4
75s 1.0s 07 3

300 ms 1.0s 13 3

200 ms 1.0s 30 84 6

300 ms 1.0s 30 127 9

Basandonos en la diversidad de criterios en cuanto a los parametros del laser utilizados
por diferentes autores al llevar a cabo el tratamiento con laser, y teniendo en

consideracion los diferentes efectos tisulares que éste puede producir sobre el tejido a
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temperaturas elevadas (vaporizacién, carbonizacion); se realizé una prueba sobre
espécimen fresco en la sala de diseccidon del Campus de Ciéncies de la Salut de
Bellvitge. Esta prueba se basé en la utilizacion de los parametros minimos usados para
la eliminacién de la verruga plantar en pacientes anestesiados, evaluando Ia

profundidad a nivel dérmico una vez aplicados.(Fig. 3.5)

Fig. 3.5

(a) Aplicacion del laser sobre zona del talén en
espécimen fresco.

(b) Aspecto de la zona una vez aplicado el laser
(Imagen dermatoscopica)

(c) Diseccion de 1 cm’ de la zona incluyendo
tejido subcutaneo.

(d) Seccién del tejido, donde apreciar la

capacidad de penetracion del laser de Nd-YAG

(d)

(b)

La seccion del tejido (Fig. 3.5.d) mostraba que la profundidad conseguida con la
vaporizacion del tejido, con un spot del laser de 4 mm, era la suficiente para que la
profundidad obtenida llegase a los 6-8 mm de profundidad [113; 116]. La utilizacién
del pigmento (tinta negra) creaba una barrera éptica y actuaba como iniciador
bloqueando el paso de la luz y produciendo efectos por absorcion que favorecian esta

penetracién [117].
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Los parametros que finalmente fueron objeto de estudio en la valoracién de la
efectividad del tratamiento con laser en el tratamiento de las verrugas plantares se

reflejan en la tabla 3.4.

Tabla 3.4
Parametros finales del tratamiento laser

Pulso Pausa Potencia (w) Fluencia Energia Energia - tiempo de exposicién
(J/cm?) (J) (minimo efectivo)
500 ms 1.0s 30 212 15 120J-4s

3.3.4.4 Técnica anestésica de la zona

A los pacientes que solicitaron anestesia de la zona antes de inicar el tramiento o
aquellos en que la técnica de enfriamiento para disminuir la sensaciéon de dolor no
fuera efectiva, se les ofrecio la posibilidad de anestesiar la zona. La técnica anestésica,
en caso de ser una lesidon Unica, fue una técnica local. Cuando las lesiones fueron

multiples se realizé un blogueo del nervio tibial posterior.

3.3.4.5 Técnica de aplicacion del laser

Se tifié la superficie de la verruga mediante hisopo con tinta negra. Una vez se aplicd
sobre la verruga el sistema de enfriamiento (Fig. 3.4), se realizaron los sucesivos
disparos del ldser mediante la pieza de mano con el spot de 4 mm de didmetro. En
caso de que el paciente referia molestia, se aplicé de nuevo el sistema de enfriamiento

y se repiti6 el tratamiento hasta aplicar la dosis de energia descrita en la Tabla 3.4.

Si el didametro de la verruga era mayor de 4 mm, se realizaba la divisidn de la superficie

de la misma, con el fin de poder abarcar toda la superficie con el laser (Fig. 3.6.b y 3.7).
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Tras la aplicacion del laser, se observaba mediante dermatoscopia la vaporizacién del

tejido, asi como la efectividad del tratamiento (Fig. 3.6.a).

En caso de apreciarse aun papilas y si el investigador creia oportuno podian realizarse

mas disparos, hasta visualizar el tejido subcutaneo.

Posteriormente, se confeccionaba una descarga con fieltro de 4 mm para evitar el

apoyo de la zona.

(b)

(a)

Fig. 3.6

Verruga plantar de didmetro superior a 4mm. (a) Aspecto de la verruga una vez realizado el
tratamiento con laser. (b) Simulacidn de la aplicacion de los diferentes puntos de disparo con el spot
de 4 mm para abarcar la superficie total de la verruga.

3.3.5 Seguimiento del paciente

3.3.5.1 Cuidados posteriores al tratamiento

El paciente realizaba curas tépicas una vez al dia mediante la aplicacién de antiséptico,
previo lavado y secado de la zona y, apésito de proteccidn debido a que la vaporizacion

del tejido provocaba exudado seroso de la zona.
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3.3.5.2 Visitas posteriores

El paciente era citado a la semana del tratamiento para evaluar estado de la lesidn.
Después de deslaminar la zona queratdsica superficial, si se apreciaba continuidad de
los dermatoglifos y no se observaban papilas mediante dermatoscopia se daba el alta
del proceso (Fig. 3.7). Se citaba al paciente a las tres semanas para dar el alta

definitiva.

En caso que al deslaminar la zona presentase una ligera ulceracidn, se prescribiria el
tratamiento adecuado para la regeneracion del tejido y se citaba al paciente para

volver a ser evaluado del proceso.

Fig. 3.7
Verruga plantar de diametro superior a4 mm, a la semana de haber
sido tratada

Si se observaban papilas, se realizaba nuevo tratamiento con el laser. En estas sesiones
sucesivas, segln estado de la zona y criterio del investigador, la energia aplicada podia

ser igual o menor a la establecida como objeto del estudio.
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3.4  Metodologia experimental

3.4.1 Extraccion del DNA cromosomico

La lisis celular y extraccién del DNA se llevd a cabo mediante el método descrito por

Green et al. descrito a continuacion [125].

1. En un tubo tipo Falcon de polipropileno cénico, se adicionaban 8 ul de
proteinasa Ky 2 ml de solucién SNET. Afiadir a la soluciéon tamponada de lisis, el
tejido hiperqueratésico verrucoso.

2. Incubar el tubo durante toda la noche a 55°C, con una inclinacion de 30° en un

agitador orbital a 50 rpm.

Era importante que la muestra fuese mezclada adecuadamente durante
la digestion. Después de la incubacion, el tejido no habia de ser visible y

la solucion tampdn habia de tener una coloracién blanco-grisacea.

3. Se extraia 1 ml del contenido incubado a un nuevo tubo Falcon y se afiadia igual
volumen de Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamil (25:24:1), incubdndolo a
temperatura ambiente (24 °C) durante 30 minutos, con una inclinacién de 30°
en un agitador orbital a 50 rpm.

4. Se procedia a separar las fases organica y acuosa mediante centrifugaciéon. En
un tubo eppendorf de 2 ml se transferian los 2 ml de muestra y se centrifugaba
a 14000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se transferian 900 pl
la fase acuosa superior a un nuevo tubo de microcentrifuga.

5. El DNA solubilizado se precipitaba afiadiendo una décima parte del volumen
(90 pl) de acetato de sodio 3 M e igual volumen (900 pl) de isopropanol. Se
sedimentaba el DNA por centrifugacién a 14000 rpm, a 24 °C durante 15
minutos.

6. Se extraia el isopropanol por decantacion. Se lavaba el sedimento con 1 ml de
etanol 70% frio. Se extraia el etanol por decantacién y, se dejaba que el

sedimento se secase al aire durante 15-20 minutos a temperatura ambiente.
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7. EI DNA cromosdémico se resuspendia en 0,5 ml de solucién tampdn TE (pH 8,0)

y se conservaba a 4 °C.

Soluciones y tampones utilizados

Proteinasa K

Proteinasa K 20 mg
H,0 MiliQ 1ml

Se adicionaba cada uno de los componentes en el orden sefialado y se agitd

hasta su completa disolucion. Se hicieron alicuotas de 50 pl y se almacenaba a

-20°cC.

Solucion de SNET
Tris HCI (pH 8,0) 20 mM
EDTA (pH 8,0) 5mM
NaCl 400 mM
SDS 1% (w/v)

Se mezclaba bien y se ajustaba el pH a 8,0.

Solucion de fenol equilibrado

1. A un volumen inicial de fenol, se afiadia igual volumen de solucién tampdn
de Tris HCL 0,5M (pH 8,0). Se agitaba la mezcla, mediante un agitador
magnético durante 15 minutos. Se retiraba el agitador, y cuando las dos
fases se habian separado, se aspiraba la fase superior (acuosa), utilizando

una pipeta de vidrio equipada con un sistema de aspiracion.
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2. Se anadia un volumen igual de soluciéon tampén de Tris HCL 0,1M (pH 8,0) al
fenol. Agitando de nuevo la mezcla durante 15 minutos mediante el
agitador magnético. Se retiraba de nuevo el agitador y se extraia la fase
acuosa como se habia descrito anteriormente. Se comprobd, mediante una
tira de papel indicadora de pH, que el pH de la fase fendlica fuese mayor
que 7,8. Las extracciones se repetirian en caso que el pH de la solucién
fendlica no tuviese el pH indicado.

3. Afiadir 0,1 de volumen de Tris HCI 0,1M (pH 8,0).

4. La solucion fendlica habia de almacenarse a resguardo de la luz a 4°C.

Solucién de Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamil (25:24:1)

Se mezclaban, 25 volimenes de fenol con 24 volimenes de cloroformo y un

volumen de alcohol isoamilico.

Solucion tampon TE

Tris HCl pH 8,0 10 mM

EDTA 0,5 M pH 8,0 1mM

Se mezclaba bien y se ajustaba el pH a 8,0. Se esterilizé en el autoclave durante

15 minutos a 121 °C.

3.4.2 Cuantificacion de DNA

La concentracién de DNA se determiné mediante un espectrofotémetro, NanoDrop®

Spectrophotometer ND-1000.
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La calidad de las muestras obtenidas se determinaba por la pureza, que estd

relacionada con el valor de maxima absorbancia de los acidos nucleicos detectada a

una longitud de onda de 260 nm (Fig. 3.8).

La relacion de las absorbancias A260/280 permitia saber si el DNA obtenido estaba

contaminado por la presencia de compuestos aromati

una longitud de onda de 280 nm. Se considerd que el DNA es de calidad éptima
cuando la relacién 260/280 es mayor de 1,8. La relacién de absorbancia A260/230 se
utilizé como medida adicional para determinar la pureza del DNA ya que a 230 nm se
detectaba la maxima absorbancia de sales presentes en la solucién, carbohidratos u

otros posibles contaminantes. Se consideraba que el DNA es puro si el ratio 260/230

oscilaentre 1,5y 2,2.

cos ya que éstos absorbian en
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Fig. 3.8

Imagen de una muestra donde aparecian la concentracion de DNA

y la absorbancia de los acidos nucleicos.

3.4.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR (Polymerase Chain

Reaction), es una técnica de biologia molecular descrita en 1985 por Saiki et al. que se
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basa en la amplificacion de forma exponencial in vitro de un fragmento especifico de
DNA localizado entre dos regiones de secuencia conocidadenominadas cebadores o
primers [126]. Ademas de obtener grandes cantidades de DNA, a partir de un dacido
nucléico molde, la PCR hace posible la introduccién de modificaciones especificas, con

dianas de restriccion en los extremos del DNA, mutagénesis dirigidas, etc.

3.43.1 Cebadores utilizados y fragmento amplificado

Los cebadores o primers utilizados fueron disefiados Sasagawa et al. para amplificar
una regidn bien conservada de diversos VPH: un fragmento de la regién L1 del genoma
viral, que codifica la proteina mayoritaria de la capside (L1), de 210-238 pb de longitud
[124].

La secuencia de estos primers se muestra en la tabla 3.5.

Tabla 3.5.

Oligonucledtidos o cebadores utilizados en la amplificacién del DNA

Gen amplificado Primer Secuencia de nucledtidos
SKF1 AAATATCCAGATTATCTRAARATG
L1 SKF2 AAATATCCTGATTATTTRGGMATG
SKR1 ATACCATAGAYCCACTRGG
SKR2 AAACYATAGAGCCACTWGG

3.43.2 Mezcla de los componentes o Master Mix

Para llevar a cabo la reaccion preparamos la mezcla o Master Mix de todos los

componentes necesarios para la reaccién de amplificacion.

Todos los productos utilizados, con excepcién de los primers, son de Fermentas,

(Lithuania).
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Master Mix (volumen total: 100 pl)

2 mM MgCl,

1x Tampdn con KCI

0,2 mM Desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs)
0,01 u/ul Tag-polimerasa

0,4 pmol/pl SKF1

0,4 pmol/pl SKF2

0,4 pmol/pl SKR1

0,4 pmol/pl SKR2

H,0 MiliQ, estéril, c.s.p

3.43.3 Amplificaciéon del DNA

Una vez preparadas las reacciones se procedié a la amplificacion de fragmentos de

DNA; ésta se llevd a cabo en un termociclador Techne TC-312.

Las condiciones de amplificacidn fueron las siguientes:

Numero de ciclos Etapa Tiempo Temperatura
1 Pre-desnaturalizacién 3 min 95 °C
Desnaturalizacidn 30 seg 95 °C
35 Annealing 30 seg 45 °C
Extensidn 30 seg 72°C
1 Extension final 2 min 72°C
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3.4.4 Electroforesis de DNA en geles de agarosa

La electroforesis en geles de agarosa es un método que se utiliza para separar,
identificar y purificar fragmentos de DNA. Se basa en la carga negativa que presenta el
DNA a pH neutro, y que condiciona su migracién hacia el polo positivo cuando estd
sometido a un campo eléctrico. Forzando este desplazamiento a través de una matriz
porosa, se consigue una separacion por tamafo (la velocidad de migracidon es
inversamente proporcional al logaritmo del peso molecular), de los diferentes
fragmentos de DNA que pueda contener una mezcla heterogénea, valorando su

tamanio frente a un patrén de medidas adecuado.

El porcentaje de agarosa requerido depende del tamafio del fragmento amplificado. La
tabla 3.6 muestra la concentracién de gel de agarosa recomendada para separar

moléculas de DNA lineales.

Tabla 3.6

Concentracion recomendada de gel de agarosa para separar
moléculas de DNA lineales

% de agarosa Gamas de tamafios de DNA (pb)
0,75 10.000 - 15.000
1,0 500 -10.000
1,25 300 -5.000
1,5 200 —4.000
2,0 100 —2.500
2,5 50 —-1.000

En el presente estudio, se utilizé una solucién de agarosa al 2,5% y se siguid el

siguiente protocolo:

1. Se afiadian 2,5% de agarosa a 100 ml de tampdn TBE x1.

2. Se calenté la solucion hasta que la agarosa quedaba totalmente disuelta.
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Se dejo enfriar y se afiadié Red Safe™ Nucleic Acid Staining Solution (20,000x)
(iINtRON Biotechnology) (1 ml por cada 100 ml de solucién).

Una vez solidificado en el soporte adecuado, se extraia el peine que nos
permitia marcar los pozos de carga, y el soporte con el gel se introducia en la
cubeta de electroforesis, que contienia el mismo tampén, TBE x1.

Las muestras se cargaban en los pozos, previamente diluidas en solucion
tampodn de carga.

Se rellend la cubeta con el tampdn TBE x1 hasta cubrir completamente el gel.
Seguidamente, se aplicé un voltaje constante de 90 voltios.

Transcurrido el tiempo necesario para que los fragmentos del DNA se
separasen en el gel, se procedia a su observacién con la ayuda de un

transluminador de luz ultravioleta.

Soluciones y tampones utilizados
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Solucion TBE x10

Para un volumen final de 1 litro:

Tris Base 108 g
Acido bérico 55¢g
EDTA 0,5 M pH 8,0 40 ml

Afadir agua destilada hasta 1 litro

Tampodn de carga

Thermo Scientific 6X DNA Loading Dye
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En todos los geles, se incluyé un marcador de peso molecular, con el fin de determinar,
el tamafio aproximado de los fragmentos amplificados observados. Se utilizé el
marcador GeneRuler™ 50bp DNA Ladder (Fermentas) que cubre un rango de entre 50

y 1000 pb (Fig. 3.9).

La muestra se defini6 como VPH positiva cuando la banda observada en el gel se

encontraba entre 210-238 pb [124].

GeneRuler™ 50bp DNA Ladder

0’GeneRuler™ 50bp DNA Ladder,
ready-to-use

bp ng/0.5ug %

2,5% TopVisiort™ LE GO Agarcse (#10481)
|
=
®
=
"
=

0.5 ppane, 8 cm kength gel,
1XTEE 5Vem, 1 h

5% polyacrylamide

0.5 pglane, 20 om length gel,
14 TAE, & Viom, 3 h

Fig. 3.9
Patrdn utilizado en la identificacion de fragmentos
de DNA: GeneRuler™ 50bp DNA Ladder

3.4.5 Purificacion de los productos amplificados

Los fragmentos de DNA obtenidos mediante PCR se purificaron con el kit de la casa
comercial Promega, Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, con referencia A9281.
Este método de purificacion permite purificar fragmentos amplificados de DNA de

entre 100 pb y 10Kb, obteniendo fragmentos de DNA altamente concentrados.
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3.4.6 Determinacidn de las secuencias de los fragmentos amplificados

Posteriormente a la purificacién de los fragmentos amplificados obtenidos, se llevaron
las muestras a la Unitat de Genomica de los Serveis Cientificotécnics (CCiT) de la

Universitat de Barcelona para proceder a la determinacion de su secuencia.
El protocolo seguido fue el siguiente:

1. Mezclar el DNA vy los primers, en un eppendorf, teniendo en cuenta las

cantidades necesarias en la reaccion:

- 100 ng por 1 Kb de DNA molde (fragmento de PCR).

- 4 pmol/ul de primers: SKF1 y SKF2.

2. Dejar el tubo abierto y secar el DNA y el primer ya mezclados en un
termociclador a 80 °C durante 15 minutos, hasta la total evaporacién de la
muestra.

3. Tapar las muestras desecadas y guardar a -20 °C hasta su procesamiento.

3.4.7 Alineamiento de secuencias

Una vez obtenidos los resultados de la secuenciacién del CCiT, se accede a la web del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) para realizar el alineamiento de
las secuencias “resultado” con las secuencias disponibles en la base de datos:

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE TYPE=BlastSearch.

Se utilizdé el método aproximativo BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool) que se

basa en la realizacién de andlisis comparativos entre secuencias.
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1. Seintroduce la secuencia en el formato FASTA®

2. Se eligen los parametros de busqueda mas adecuados. Se optimizd que las

secuencias fueran las mas similares.

3. Se procede a la obtencidn de los resultados (BLAST).

El programa muestra la coincidencia de la secuencia con el genotipo del VPH

correspondiente (Fig. 3.10).

BlDownload ~ GenBank Graphics

Human papillomavirus type 27 genomic DNA
Sequence ID: emb|X74473.1] Length: 7823 Number of Matches: 1

Range 1: 6492 to 6650 GenBank Graphics

Score

285 bits(154)

Query
8bhjct
Query
gbijct
Query
gbjct

16

6492

76

68550

136

Gall

Fig. 3.10
Resultado obtenido mediante el programa BLAST de alineamiento de secuencias,
tomando como ejemplo la muestra 94. (99% de identidad con VPH27)

Expect Identities Gaps strand
2e-73 159/161(99%) 2/161(1%) Plus/Plus

GTTCTTTTCGCTGCGTAGRGAACAGATGGTTCACCCGGTCATTTTTTCARTAGGGCTGET
R e e e Ry
GTTCTTTTCGCTGCGTAGRGARCAGATG - TTCACCC-GTCATTTTTTCARTAGGGCTGET

RAGATGGGTGACRCAATCCCAGATGRGTTGTACATTARRAGTACCAC TATCTCGEACCCC
PETTTEEEEE P e i L e e bbb e e
RAGATGGGTGACRCAATCCCAGATGRGTTGTACATTARRAGTACCAC TATC TCGEACCCC

GGCAGTCATGTGTATACCTCCACTCCTAGTGGCTCTATGET 176

PELTLELEE T T e b e i
GGECAGTCATETETATACCTCCACTCCTAGTGEGCTCTATGET 6650

75

6549

135

6609

3 En bioinformatica, el formato FASTA es un formato de fichero basado en texto, utilizado para
representar secuencias bien de acidos nucleico, bien de péptido, y en el que los pares de bases o los
aminoacidos se representan usando cédigos de una Unica letra. Un ejemplo de una secuencia en el
formato FASTA, en el que el identificador de la secuencia es A5, puede ser:

>A5
GGGGGATTACTTTT
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4. RESULTADOS

4.1. Pacientes y muestras

En el estudio se incluyeron 72 pacientes a los que se les tomé muestra de
hiperqueratosis profunda de las verrugas plantares. La media de edad fue de 34 afios
(rango 6 — 89) y un 61,6% de los participantes fueron mujeres. En la mayoria de casos,
los pacientes presentaron una Unica verruga plantar (78%); un 12,3% de los pacientes

presentaron dos y el 9,7% restante, tres o mds verrugas (Tabla 4.1).

Tabla 4.1
Caracteristicas de los pacientes de la poblacion de estudio (n=72).
Sexo:
Mujeres 44 (61,1%)
Hombre 28 (38,9%)
Edad:
4-11 afios 3 (4,2%)
12-20 afios 16 (22,2%)
> 21 afios 53  (73,6%)
Localizacion de las verrugas:
Verrugas plantares 72 (100%)
Evolucién de las verrugas:
< 6 meses 17 (23,6%)
6 - 12 meses 14 (19,4%)
> 12 meses 18 (25,0%)
NS/NC 23 (31,9%)
Numero de verrugas:
1 56 (77,8%)
2 9 (12,5%)
3 3 (4,2%)
4 2 (2,8%)
5 1 (1,4%)
6 0 mas 1 (1,4%)

4.2. Prevalencia del tipo de VPH

El nimero total de verrugas fue de 105, de las cuales se obtuvo DNA para la posterior
amplificacién y secuenciacion del fragmento de la region L1 del genoma viral, que

codifica la proteina mayoritaria de la capside (L1), de 210-238 pb de longitud. Las
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secuencias de

las 105 muestras fueron alineadas mediante el

secuenciacion BLAST, obteniéndose un Unico genotipo de VPH.

programa de

La tabla 4.2 presenta los diferentes genotipos resultantes de la alineaciéon de

secuencias mediante el programa BLAST, asi como la posicion en el genoma de la

secuencia problema, el valor de E (Expect value) obtenido y el nivel de homologia.

Tabla 4.2

Resultados de la alineacion de secuencias mediante el programa BLAST y el nivel de homologia

Posicion del Posicién en la Homologia
Muestra HPV genoma secuencia problema E (Expect) (%)
1 57b 6490 - 6648 15-176 4,00E-65 96%
2 27 6492 - 6647 17-179 1,00E-64 96%
3 2 6504 - 6670 5-173 1,00E-74 98%
4 27b 6492 - 6647 15-175 2,00E-67 97%
5 57b 6486 - 6650 11-175 3,00E-66 95%
6 57b 6492 - 6648 21-181 1,00E-61 94%
7 57 6474 - 6634 9-170 8,00E-67 96%
8 57b 6481 - 6648 7-172 2,00E-67 95%
9 57 6485 - 6634 19-167 4,00E-55 93%
10 la 6156 - 6335 7-192 7,00E-78 96%
11 57 6502 - 6634 36-169 1,00E-54 96%
12 27b 6492 - 6646 19-184 1,00E-51 90%
13 57 6479 - 6634 13-166 3,00E-66 97%
14 27b 6492 - 6650 16-177 8,00E-72 98%
15 57 6479 - 6639 16-176 1,00E-75 99%
16 57 6468 - 6639 7-179 2,00E-73 97%
17 27 6495 - 6650 23-191 2,00E-54 92%
18 27b 6492 - 6647 16-179 5,00E-59 93%
19 57b 6486 - 6648 10-174 2,00E-67 96%
20 2 6531-6670 29-174 7,00E-48 92%
21 la 6173 -6334 38 -207 6,00E-34 81%
22 1la 6152 - 6335 8-191 1,00E-80 97%
23 57 6469 - 6639 6-174 5,00E-74 97%
24 57 6468 - 6639 5-175 6,00E-78 98%
25 2 6523 - 6673 26 -180 2,00E-58 94%
26 27 6492 - 6650 10-174 3,00E-66 96%
27 27b 6531 - 6648 77 - 207 1,00E-32 89%
28 57 6491 - 6637 28-176 4,00E-53 93%
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29 27b 6489 - 6647 12-178 4,00E-65 95%
30 27b 6480 - 6647 4-170 5,00E-74 98%
31 57b 6479 - 6650 6-175 8,00E-72 96%
32 2 6510 - 6673 10-173 2,00E-77 99%
33 la 6152 - 6335 8-193 1,00E-80 97%
34 27 6489 - 6650 12-177 2,00E-72 98%
35 2 6504 - 6670 5-170 8,00E-77 99%
36 la 6152 - 6334 8-196 7,00E-73 94%
37 2 6523 - 6670 23-174 9,00E-52 92%
38 2 6547 - 6670 46 - 175 2,00E-48 95%
39 2 6549 - 6670 49 - 180 9,00E-42 92%
40 la 6152 - 6329 6-181 7,00E-78 97%
41 57b 6486 - 6648 10-173 2,00E-67 96%
42 la 6176 - 6335 33-192 8,00E-73 98%
43 la 6152 - 6335 6-190 2,00E-77 96%
44 la 6163 - 6335 19-195 1,00E-75 97%
45 la 6152 - 6334 7-188 2,00E-78 96%
46 57b 6485 - 6559 7-84 6,00E-15 88%
47 la 6152 - 6335 6-188 7,00E-78 96%
48 la 6152 - 6335 8-193 3,00E-82 97%
49 la 6152 - 6335 7-191 2,00E-82 97%
50 la 6152 - 6335 7-190 5,00E-79 96%
51 27 6492 - 6647 14-172 4,00E-70 98%
52 27 6492 - 6647 11-176 1,00E-60 94%
53 27 6492 - 6650 18-184 4,00E-65 95%
54 27 6492 - 6647 16-175 3,00E-66 96%
55 57b 6485 - 6648 11-175 5,00E-69 96%
56 27b 6492 - 6650 18 - 185 9,00E-62 94%
57 27b 6492 - 6650 18-184 4,00E-65 95%
58 la 6152 - 6335 7-191 1,00E-80 97%
59 la 6156 - 6335 11-189 5,00E-79 97%
60 27b 6351 - 6647 197-493 8,00E-121 92%
61 57 6481 - 6634 16-172 5,00E-64 96%
62 65 6065 - 6253 12 -197 5,00E-79 96%
63 la 6152 - 6334 8-191 9,00E-77 96%
64 57b 6481 - 6648 7-171 4,00E-70 96%
65 57b 6485 - 6650 9-174 2,00E-68 96%
66 57b 6479 - 6650 5-173 3,00E-71 96%
67 57b 6486 - 6650 11-173 1,00E-70 97%
68 57b 6479 - 6648 5-172 8,00E-72 96%
69 la 6163 - 6335 18-191 6,00E-79 98%
70 2 6531 -6670 31-181 1,00E-45 91%
71 2 6554 - 6673 56 -179 5,00E-49 97%
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72 2 6531 - 6670 38-188 8,00E-43 90%
73 57b 6496 - 6648 20-172 9,00E-67 97%
74 57b 6479 - 6650 2-170 2,00E-72 97%
75 la 6152 - 6335 8-195 3,00E-76 95%
76 57 6484 - 6634 20-170 9,00E-67 98%
77 27b 6351 - 6488 199 - 336 9,00E-17 72%
78 2 6531 - 6670 29-173 1,00E-50 93%
79 la 6159 - 6335 12-190 7,00E-78 97%
80 27b 6492 - 6647 18 -187 5,00E-54 91%
81 65 6065 - 6253 10-197 8,00E-83 97%
82 57 6475 - 6637 12-178 7,00E-63 93%
83 57 6485 - 6637 18-170 8,00E-44 87%
84 27 6492 - 6650 16-179 5,00E-69 97%
85 65 6061 - 6253 8-197 3,00E-81 96%
86 27b 6492 - 6650 15-176 8,00E-72 98%
87 27b 6492 - 6650 17-179 1,00E-69 97%
88 57 6484 - 6634 19 - 169 1,00E-65 97%
89 la 6152 - 6335 8-188 2,00E-82 98%
90 2 6510 - 6673 12 -177 1,00E-74 98%
91 57 6479 - 6637 18-178 1,00E-65 95%
92 57 6481 - 6634 15-169 1,00E-65 97%
93 27 6492 - 6650 16 -176 2,00E-73 99%
94 27b 6511 - 6650 35-179 2,00E-32 86%
95 2 6510 - 6673 12 -183 4,00E-65 94%
96 57 6474 - 6634 5-165 6,00E-68 96%
97 2 6504 - 6673 6-178 8,00E-72 96%
98 la 6156 - 6335 11-191 7,00E-83 98%
99 57 6474 - 6634 6-169 2,00E-63 94%
100 2 6517 - 6673 18-184 7,00E-58 93%
101 57 6474 - 6644 10-179 1,00E-59 91%
102 57 6474 - 6644 9-177 7,00E-51 88%
103 57 6474 — 6637 6-175 7,00E-51 89%
104 57 6481 — 6634 14 - 167 5,00E-64 95%
105 57 6479 — 6634 16-176 4,00E-60 94%

El valor de E (Expect value) obtenido en cada andlisis sirvié para considerar aquellas
homologias que fueron significativas. Es un parametro que describe el numero de
éxitos que se puede dar por azar, teniendo en cuenta el tamafio de las secuencias
comparadas. Cuanto mas bajo sea el valor de E (0 mas cercano a 0), mas significativo

es. Por lo tanto, puesto que los valores de E obtenidos en todas las alineaciones son
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extremadamente pequefios, podemos afirmar que los resultados obtenidos son

altamente significativos.

La homologia entre las secuencias problema y las secuencias de la base de datos del
NCBI fue muy elevada en todos los casos. El 92,38% (97 muestras) oscilé entre el 90-
99% de homologia, un 6,67% (7 muestras) se encontro entre el 80-89% vy el 0,95% (1

muestra) presentd un 72% de homologia.

La tabla 4.3 presenta la prevalencia de los genotipos de VPH en todas las verrugas
positivas al VPH. El genotipo mas prevalente fue el VPH-57 (37,14%). A continuacion
fue el VPH-27 (23,81%) y el VPH-1a (20,95%). Los restantes genotipos fueron el VPH-2
(15,24%) y VPH-65 (2,86%).

Tabla 4.3
Tipos de virus del papiloma humano aislados

Genotipo VPH N2 pacientes (%)

1a 22 (20,95)

2 16 (15,24)

27 27a 10 (9,52)
27b 15 (14,29)

57 57a 23 (21,90)
57b 16 (15,24)

65 3 (2,86)

4.3 Tipo de VPH y caracteristicas de los pacientes

La tabla 4.4 muestra los datos de la relacidon entre las caracteristicas de los pacientes y
los tipos de VPH obtenidos. El 57,14% de las verrugas fueron diagnosticadas en
mujeres. El genotipo con mas incidencia en la poblacién femenina fue el VPH-57 (n=30,

50%) y en el masculino el VPH-1a (n=16, 35,55%).
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La mayoria de los genotipos del género alfa (2, 27b, 57a y 57b) estuvieron presentes
en la edad adulta, siendo nula o practicamente nula su presencia en la edad infantil. En
el caso del género mu, su presencia se aprecia repartida en las diferentes etapas de la

vida.

En cuanto al tiempo de evolucidon de las lesiones que el paciente refirid, en el caso de
los VPH-2, los pacientes afirmaban tener la lesidn hacia mas de 6 meses, llegando a ser
el tiempo maximo de aparicion superior al afio. En contraposicion, el VPH-1a

presentaba un tiempo de aparicién inferior al afo.

Tabla 4.4.
Perfiles demograficos y clinicos de todos los tipos de VPH (n=105)

Numero de verrugas, n (%)

Alfa Gamma Mu Todas las verrugas
(Esp. 4) (Esp. 1) (Esp. 1) n=105
VPH 2 VPH 27a VPH 27b VPH 57a VPH 57b VPH 65 VPH 1a
N=16 N=10 n=15 n=23 n=16 n=3 N=22
Sexo
Hombres 6(37,5) 4 (40) 9 (60) 4(17,4) 5(31,3) 1(33,3) 16(72,7) 45 (42,86)
Mujeres 10 (62,5) 6 (60) 6 (40) 19 (82,6) 11 (68,8) 2(66,7) 6(27,3) 60 (57,14)
Edad
4-11 afios 0(0) 0(0) 1(6,7) 1(4,3) 1(6,2) 0(0) 8(36,4) 11 (10,48)
12-20 afios 1(6,25) 5 (50) 3(20) 1(4,3) 3(18,8) 1(33,3) 6(27,3) 20 (19,05)
> 21 afios 15 (93,75) 5 (50) 11 (73,3) 21(91,3) 12 (75) 2 (66,7) 8 (36,4) 74 (70,48)
Evolucion de las verrugas
< 6 meses 0(0) 2(20) 1(6,7) 5(21,7) 1(6,2) 1(33,3) 7(31,8) 17 (16,19)
6 - 12 meses 6(37,5) 2 (20) 3(20) 2(8,7) 8(50) 1(33,3) 9 (40,9) 31 (29,59)
>12 meses 6(37,5) 5 (50) 3(20) 8(34,8) 2(12,5) 0(0) 3(13,6) 27 (25,71)
NS/NC 4 (25) 1(10) 8(53,3) 8(34,8) 5(31,3) 1(33,3) 3(13,6) 30 (28,57)

4.4 Pacientes con multiples verrugas

El 22,22% de los pacientes (n=16) presentd multiples verrugas. El genotipo del género
alfa estaba presente en 14 de ellos. El 50% de estos pacientes (n=8) presentd el
mismo genotipo en todas las verrugas. Los genotipos 2 y 57a estaban presentes, cada

uno, en 2 pacientes. Los genotipos 1a, 27a, 27b y 57b aparecieron sélo en 1 paciente.
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El 50% restante presentaron diferentes genotipos (Tabla 4.5). Cabe resefiar que un

paciente (LV-09) presentaba un unico genotipo (VPH-57) en sus dos subtipos (a y b).

Tabla 4.5
Relacién de pacientes con multiples verrugas de diferentes genotipos

Num ID Muestra Genotipo
2 27a
LV-08 3 )
4 27b
5 57b
LV-09 6 >7b
7 57a
8 57b
LV-35 30 27b
31 57b
42 1la
43 1a
44 1a
LV-44 45 1a
46 57b
47 1a
48 1a
49 1la
50 la
LV-50 60 27b
61 57a
LV-60 76 57a
77 27b
Lv-78 92 57a
93 27a
LV-85 9% 57a
97 2

Num ID: Ndmero de identificacion del paciente

4.5 Distribucion de las verrugas plantares seguin zona de aparicion

La figura 4.1 muestra la distribucion de todas las verrugas plantares. Esta distribucion

se realiz6 a partir de la recogida de datos.
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El numero de verrugas que aparecieron en la zona de los dedos, antepie y talén es muy
similar. A nivel de taldn, aparecieron en un 58,1% en el borde interno; en la zona del
antepie, la cabeza del primer metatarsiano fue la mds afectada con un 52,6%,

finalmente el dedo mas afectado fue el primer dedo con un 54,8%.

7 13 5 6
6,67% 12,38 % 4,76 % 571%

Fig. 4.1.
Esquema de la distribucidn de las verrugas en la planta del pie

4.6 Distribucion de los diferentes genotipos segtin la zona de aparicidn

La tabla 4.6 muestra las diferentes zonas del pie y los genotipos que aparecen en cada
una de ellas. El 51,61% del total de verrugas que aparecieron en el taléon fueron del
genotipo VPH-57. Del total de todas las verrugas del antepie, el 28,95% pertenecian al

VPH-2. Los genotipos VPH-27 y 57 aparecieron en los dedos en un mismo porcentaje.
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Se observé que el género alfa afecta tanto a la zona de los dedos y antepie como la del

talon.

Tabla 4.6

Distribucidn de los genotipos segun la zona de aparicion

Localizacion

Género
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57b
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4.7 Efectividad del tratamiento con laser de las verrugas plantares

4.7.1 Estudio preliminar

En la valoraciéon de la efectividad del tratamiento con laser de las verrugas plantares se

realizé un estudio preliminar en el que se llevd a cabo el ajuste de los parametros del

laser con los cuales se queria conseguir la efectividad de tratamiento sin dolor para el

paciente. Durante este periodo los pardmetros de pulso, pausa, potencia y fluencia

fueron variando. En los casos en que el paciente notava dolor, se le ofrecia la

posibilidad de anestesiar la zona.

El 84,38% de las verrugas fueron curadas después de realizar el tratamiento con el

laser de 1064nm de longitud de onda con los diferentes pardmetros utilizados. Se

considerando abandonos de tratamiento aquellas verrugas a las cuales no se les pudo
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realizar el seguimiento de su evolucién porque los pacientes no acudieron a las vistas

de control o porque el paciente no quiso seguir con el tratamiento con laser. En este

caso, se describio un 10,94% de abandono de tratamiento. Al 4,69% restante se le

realizé un cambio de tratamiento debido a que la evoluciéon de la curacién con el

tratamiento laser no era el esperado (Tabla 4.7).

El genotipo con un porcentaje de curacién del 100% fue el VPH-57a. Un porcentaje de

curacion elevado, superior al 90%, se aprecié en el genotipo VPH-1a. Las verrugas con

el genotipo VPH-27 fueron las que registraron un mayor abandono del tratamiento,

con un 25% en el subtipo 27a y un 30% en el 27b. El VPH-2 fue el que presenté un

mayor porcentaje, de entre todos los genotipos, de cambio de tratamiento (25%)

(Tabla 4.7).

Tabla 4.7

Efectividad del tratamiento laser (estudio preliminar) versus genotipo del VPH

Muestra

Porcentajes

Cambio de Abando del Cambio de Abando del

Genotipo Total % Curados tratamiento tratamiento Curados tratamiento tratamiento
la 16 15,24 15 0 1 93,75 0,00 6,25
2 8 7,62 2 0 75,00 25,00 0,00
27a 8 7,62 0 2 75,00 0,00 25,00
27b 10 9,52 1 3 60,00 10,00 30,00
57a 13 12,38 13 0 0 100,00 0,00 0,00
57b 9 8,57 0 1 88,89 0,00 11,11
65 0 0,00 0 0 0,00 0,00 0,00
64 54 3 7 84,38 4,69 10,94

4.7.2 Estudio final

A partir de los resultados obtenidos del estudio preliminar, los parametros se

modificaron para conseguir mayor efectividad, con menos tiempo de tratamiento y

menor dolor. Los pacientes que fueron tratados con
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establecidos en este estudio (Pulso: 500 ms; Pausa: 1,0 s; Potencia: 30 w; Fluencia: 212

J/cm?) fueron 32. Se extrajeron un total de 41 muestras para conocer su genotipo.

Los genotipos con el 100% de curacién fueron el VPH-1a, 27a, 57b y 65. El VPH-57a
tuvo una curacion del 90% y el 27b del 80%. El VPH-2 presentd sélo una curacidn en la
mitad de los casos. El abandono del tratamiento se presenté en los genotipos VPH-2 y
27b, en un 12,5% y 20%, respectivamente. El VPH-2 fue el Unico que presentd un

porcentaje de cambio de tratamiento del 37,5% (Tabla 4.8).

Tabla 4.8.
Efectividad del tratamiento laser (con los parametros finales) versus genotipo del VPH
Muestra Porcentajes
Cambio de Abando del Cambio de Abando del
Genotipo Total % Curados tratamiento tratamiento Curados tratamiento tratamiento
la 6 14,6 6 0 0 100,00 0,00 0,00
2 8 19,5 4 3 1 50 37,5 12,5
27a 2 4,9 2 0 0 100,00 0,00 0,00
27b 5 12,2 4 0 1 80 0,00 20,00
57a 10 24,4 9 1 0 90 10 0,00
57b 17,1 7 0 0 100,00 0,00 0,00
65 7,32 3 0 0 100,00 0,00 0,00
41 35 4 2 85,00 9,8 4,9

La tabla 4.9 muestra las diferentes dosis de energia administra en cada sesion de los
pacientes que se les dio el alta (n=35). Los pacientes que en la primera visita recibieron
una energia igual o inferior a 120 J, presentaban una verruga con un didmetro igual o
inferior a 4 mm. La pieza de mano con un spot de 4 mm era la que se utilizaba para el

tratamiento.

En los tratamientos sucesivos de todas las verrugas, la energia administrada podia

variar a razon de:

- La disminucién del didmetro de la lesion, que implicé una disminucién de la

energia administrada.
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- La comprobaciéon mediante dermatoscopio de presencia de verruga después de
la aplicacion del tratamiento, que suponia un aumento de la energia

administrada.

Los pacientes que solicitaron la anestesia de la zona fueron el 15,62% (n=5).

Tabla 4.9
Energia total administrada en las diferentes verrugas plantares
con los parametros finales

Energia/sesion (J)

Muestra 12 22 32 42 52
sesion sesion sesion sesion sesion

62 135 - - - -
63 180 150 315 - -
64 360 450 135 195 240
65 360 285 135 180 210
66 120 120 - - -
67 120 120 - - -
68 120 120 - - -
69 180 195 - - -
73 210 120 - - -
74 345 255 210 - -
75 120 135 300 - -
77 120 - - - -
78 360 420 - - -
79 285 315 900" - -
80 165 165 165 135 285
81 150 - - - -
82 195 195 135 - -
83 120 120 120 - -
84 120 120 120 - -
85 210 210 300 - -
87 285 330 480" - -
88 225 585 - - -
89 270 270 - - -
91 120 - - - -
92 360 180 390 450 105
93 90 90 120 150 -
94 60 90 135° - -
95 120 120 - - -
96 330 330 150 360 240
97 120 120 90 - -
98 135 165 - - -
99 120 - - - -
100 120 60 90 - -
101 75 - - - -
102 300° - - - -

* .z .. . .
Sesion en la que se le administré anestesia
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El 42,85% de todas las verrugas presentaban un didmetro igual o inferior a 4 mm
(n=15). El 26,66% de estas verrugas sélo precisé de una sesién de ldser para su
eliminacién, el mismo porcentaje precisé de dos sesiones, el 40% de estas verrugas

precisaron de 3 sesiones de laser y el 6,68% de cuatro sesiones.

Las verrugas con un didametro superior a 4 mm fueron el 57,15% (n=20). El 11,53% de
estas verrugas solo precisé de una sesion de laser para su eliminacion, el 23,07% de
estas verrugas precisaron de dos sesiones, el mismo porcentaje precisé de tres

sesiones y el 19,23% de cinco sesiones.
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5. DISCUSION

Las verrugas son tumores benignos que aparecen en la piel y estan causados por el
virus del papiloma humano. En el caso de las verrugas palmo-plantares, su zona de

aparicién se produce en las palmas y plantas de los pies.

En el presente estudio, llevado a cabo en el Hospital Podologic de la Universitat de
Barcelona, se incluyeron pacientes sin restricciones de edad o sexo, que presentaron
verrugas plantares. El objetivo del estudio fue evaluar la eficacia del tratamiento de las
verrugas plantares mediante el laser de 1064 nm de longitud de onda y determinar el
genotipo de los virus presentes en las verrugas diagnosticadas en el hospital

podoldgico.

5.1 Pacientes y muestras

Un 61,6% de la poblacidn de estudio pertenecia al sexo femenino. Este resultado
refleja la predisposicion del género femenino a acudir con mayor asuididad a los
diferentes profesionales de la salud, como es el caso del poddlogo cuando aparece un
problema de salud en los pies, en sus estados iniciales. Este dato concuerda con el
porcentaje de mujeres asistidas que acude regularmente a visitarse al Hospital
Podologic UB, siendo del 60%, respecto al 40% de hombres. Sélo se ha encontrado un
estudio que refleje la prevalencia de la aparicidn de verrugas en el sexo femenino. Se
trata de un estudio sobre verrugas cutdneas en nifios y adolescentes, que manifiesta
qgue las verrugas cutdneas aparecen con mayor frecuencia en nifias adolescentes,

aunque no proporciona en qué porcentaje [56].

En el presente estudio, la edad de la poblacion no fue un factor determinante, debido

a que cualquier persona de cualquier edad puede ser susceptible del tratamiento de
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las verrugas plantares con el laser utilizado, si bien se constata que la mayoria de los
pacientes tratados fueron adultos mayores de 21 afos. Este rango de edad mostraria
la necesidad de buscar un tratamiento resolutivo para evitar una incapacidad temporal
o la sobre-solicitud de permisos retribuidos para visitas al especialista. Hay estudios en
los cuales los participantes son sélo nifios [128], sélo adultos [129; 130], incluso

estudios en los cuales el rango de edad no queda bien definido.

En nuestro estudio, tenemos un elevado nimero de personas a las cuales les es dificil
recordar el tiempo de evolucién de su verruga. Clinicamente sabemos que segun el
tipo de verruga y la zona de aparicién, las verrugas pueden ser indoloras y no
presentar sintomatologia, de manera que el paciente puede no ser consciente de la
presencia de la verruga hasta que no cursa con clinica. Posiblemente por este mismo
motivo no se han encontrado estudios en los cuales se refleje la prevalencia del tiempo

de aparicién o evoluciéon de las verrugas plantares.

5.2 Obtencion de la muestra

En el presente estudio, las muestras sobre las cuales se realizé la extracciéon del DNA
viral fueron hiperqueratosis laminares de las verrugas. A nivel podolégico, el protocolo
de actuacion en la verruga plantar se incia con el corte laminar de la hiperqueratosis
superficial, con el fin de eliminar toda la capa de queratina. La muestra se obtiene
posteriormente mediante el raspado de la queratosis mdas profunda con una hoja de
bisturi. En todas las muestras obtenidas con este método se obtuvo DNA para la

posterior amplificacidén y secuenciacion.

Se han descrito distintos métodos para la obtencidn de muestras de verrugas. En el
estudio de Bruggink et al. la extraccién de la muestra se realizaba en verrugas
plantares y verrugas vulgares localizadas en manos y resto del cuerpo [41]. La técnica
de obtencidén de la muestra descrita en este estudio fue mediante el frotado de la

superficie de la verruga con una torunda de algoddn pre-humedecida, segun el método
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descrito por Koning et al. [131]. El 7% de las muestras obtenidas mediante este
método fueron negativas en la deteccion de DNA para la posterior amplificacién y

secuenciacion.

Sasagawa et al. obtienen la muestra a partir de la reseccién de la verruga mediante
laser de diéxido de carbono, la mitad de la cual es troceada para realizar la extracciéon

de DNA. En todas las muestras se identificé un genotipo concreto de VPH [127].

Giannaki et al. presentaron un estudio sobre el tipo de genotipo de VPH de verrugas
cutaneas en nifos griegos [132]. La poblacion objeto de estudio presentaba multiples
tipos de verrugas cutdneas y localizadas en diferentes zonas del cuerpo. El DNA viral
se extraia a partir del laminado de las muestras de biopsia de la piel. En el 26,5% de las

muestras no se identificd ningin genotipo de VPH.

Por lo tanto, el método de obtencién de muestras utilizado en nuestro estudio aparece
como un método éptimo y eficaz para la posterior extraccién del DNA, con una

efectividad del 100% comparable al método de Sasagawa mediante laser de CO, [127].

5.3 Prevalencia de los genotipos de VPH

En nuestro estudio, para determinar el genotipo de las verrugas plantares se realizo la
amplificacién del genoma viral utilizando los cebadores que fueron disefiados por
Sasagawa et al., que amplificaban un fragmento de la regién L1 del genoma viral de 17
tipos de VPH: VPH-1a, 23, 3, 4, 7, 10, 27, 28, 29, 40, 57, 60, 63, 65, 77, 91 y 94. Después
de la purificacién de los fragmentos amplificados y su secuenciacidn, cada muestra

presentd un Unico genotipo [127].

Del total de las muestras analizadas, el genotipo prevalente fue el VPH-57 con un
37,14% (VPH-57a, 21,90%; VPH-57b, 15,24%), seguido del VPH-27 (VPH-27a, 9,52%;
VPH-27b, 14,29%). El genotipo del VPH-65 presentd una prevalencia proxima al 3%. Los

porcentajes de prevalencia encontrados para el genotipo VPH-1a, del género mu
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(20,95%) vy el del VPH-2 (15,24%) difirieron ostensiblemente de los presentados en el

estudio de Sasagawa et al. [127].

Segun la bibliografia consultada, el estudio de Sasagawa et al. es el Unico en el que las
muestras provienen sélo de verrugas plantares. Las muestras de este estudio fueron
50 verrugas plantares, obteniéndose un Unico genotipo para cada muestra. El genotipo
prevalente del 44% de las muestras era el VPH-27, seguido del VPH-57 con un 30% vy el
VPH-2a con un 18%. Todos ellos del género alfa. El género mu fue prevalente en un 2%
en el genotipo VPH-1a y 63, respectivamente. Y el VPH-4 y VPH-65, del género gamma,
de manera equitativa, en el 4% restante [127]. La poblacién de este estudio tenia una
media de edad préxima a la nuestra, si bien la presencia de las lesiones llegaba a ser de

10 afios.

Tanto en nuestro estudio como en el de Sasagawa [127], los genotipos VPH-27 y 57

son los mas prevalentes.

El resto de publicaciones disponibles hacen referencia a verrugas cutaneas. Por lo
tanto es dificil establecer una comparacién. El estudio de Bruggink et al. [41] refiere
gue un 17% de las verrugas cutaneas analizadas presentaban varios genotipos de VPH
en una misma muestra; sin embargo hipotetizan que aunque en una misma verruga
existan diferentes genotipos, sélo uno de estos genotipos es el responsable del
desarrollo de la verruga. El estudio no determina cual es el genotipo que prevalece
sobre el resto. Giannaki et al. en su estudio sobre verrugas cutdneas revelan que su
porcentaje es del 5,9% si bien apuntan que la presencia de diferentes genotipos de
VPH en una sola muestra podria sugerir que los tipos de VPH que se producen en la
piel pueden no ser naturalmente competitivos. También mencionan que no puede
excluirse la posibilidad de contaminacién, a pesar de las condiciones de esterilidad

utilizadas durante el proceso [132].

En el estudio que realizd Ribben et al. [69] para analizar la epidemiologia y la
presentacion clinica de verrugas comunes se describid que la mayoria de las verrugas

vulgares localizadas en palmas y plantas eran inducidas por los genotipos VPH-2, 27 y
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57. Este estudio sefialé que en una misma verruga existen diferentes genotipos, pero
no explica cual de los genotipos prevalecia sobre otro, con lo cual se desconoce la

prevalencia exacta de cada uno de estos tres genotipos.

En la literatura consultada, el genotipo VPH-1 es el mas frecuente en las verrugas
palmo-plantares, si bien no aparece porcentaje de prevalencia [9; 10; 14; 62; 66; 67;
85; 133]. El VPH-2 y VPH-4 aparecian también como genotipos muy frecuentes [9; 14;
66; 85], pero también se referian a ellos como raramente detectables [10; 67]. Los
genotipos VPH-27, 57, 65 se describian como raramente detectables a nivel palmo-
plantar [10; 14], si bien en otras localizaciones anatémicas con lesiones del tipo de
verruga plantar/comudn son mas frecuentes [10; 17; 66]. Cabe mencionar que no se

dispone de informacidn acerca de las poblaciones de estudio.

5.4 Tipo de VPH y caracteristicas de los pacientes

En nuestro estudio sobre verrugas plantares, el genotipo con mas incidencia en el sexo
femenino fue el VPH-57 y en el sexo masculino el VPH-1. Cabe destacar que ambos
genotipos pertenecen a géneros diferentes, alfa y mu, respectivamente. Bruggink et al.
[41], en su estudio sobre la prevalencia y la relacién de los tipos de VPH asociados a las
verrugas cutaneas con las caracteristicas del paciente, sefiala en sus tablas estos

mismos resultados.

En nuestro estudio se observa que el genotipo VPH-1 esta relacionado con pacientes
varones de cualquier edad, con una evolucidn de la lesidon entre 6 meses y un afio. El
genotipo VPH-65 estd relacionado con pacientes mujeres, mayores de 21 afios, con
una evolucién inferior a un afio. En el caso del género alfa, los genotipos estan
relacionados con pacientes del género femenino (a excepcion del VPH-27), mayores

de 21 afios y una evolucién de la lesiéon de mas de 6 meses.

Los resultados obtenidos sélo pueden equipararse con el estudio de Bruggink et al., a

pesar de que incluye tanto verrugas cutdneas vulgares como plantares [41]. El
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genotipo VPH-1 aparece en edades infantiles y con un periodo de evolucién inferior a
los 6 meses, con una mayor localizacién plantar. El VPH-65 aparece por igual en ambos
sexos y mayormente en la edad infantil, entre los 4-11. Todos los genotipos del género
alfa se relacionan con el sexo femenino, en pacientes mayores de 21 afios, a excepcion
del VPH-2 que aparece en la edad infantil, y con un tiempo de evolucién mayor a los 6

meses en todos ellos.

En la literatura consultada, no se han encontrado otros estudios que relacionen el

genotipo del VPH con el sexo, edad del paciente, y el tiempo de evolucion.

5.5 Pacientes con multiples verrugas

En el presente estudio, el 22,22% de los pacientes presentd multiples verrugas. La
mitad de estos pacientes presentaba el mismo genotipo de VPH. Este hecho muestra
gue un componente en la transmisién del VPH es el autocontagio. Autores como
Yelverton, Handisurya, Kirnbauer, Kopera, Salk, Conejo, Androphy, sefialan el contagio
por autoinoculacidon como fuente de infeccidén de las verrugas cutdneas de una parte a
otra del cuerpo, en nuestro caso la planta del pie [9; 14; 23; 60 - 62; 79]. El 50%
restante presentaron diferentes genotipos. En todos estos casos, a excepcidn de un
paciente, los genotipos encontrados fueron el VPH-2, 27 y 57, todos ellos
pertenecientes al género alfa. Rilbben et al. [69] en su estudio sobre caracteristicas
clinicas y distribucién por edad de pacientes con verrugas vulgares hace referencia a
las verrugas vulgares inducidas por el VPH 2, 27 y 57, englobando juntos estos tres

genotipos del mismo género.

Un Unico paciente de nuestro estudio presentd genotipos de VPH de diferentes
géneros. El 90% del género mu (1a) y el 10% del género alfa (57b). Podria considerarse
gue un mismo paciente puede presentar via de transmisién por autoinoculacién e

infeccion ex-novo.
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No se han encontrado estudios en los cuales se refleje la infeccién por diferentes tipos

de genotipos de VPH en un mismo paciente.

5.6 Distribucion de las verrugas plantares y los diferentes genotipos segtin zona

de aparicién

En nuestro estudio, la localizacion de las verrugas plantares en las cuatro zonas que se
dividio el pie (talon, mediopie, antepie y dedos) fue parecida. A nivel de taldn,
aparecieron en un 58,1% en el borde interno, con el genotipo VPH-57 siendo el mas
prevalente; en la zona del antepie, la cabeza del primer metatarsiano fue la mas
afectada con un 52,6%, siendo el genotipo VPH-2 el hallado con mads frecuencia;
finalmente el dedo mds afectado fue el primer dedo con un 54,8%, con los genotipos

VPH-27y 57.

Este patrén de aparicidn es coincidente con el patrén de apoyo del pie durante la
deambulacién. Los puntos de maxima carga durante la deambulacién, tanto en
superficie como en tiempo de apoyo, son la cara medial (interna) del talén en el inicio
del ciclo de la marcha y en el final, en la fase propulsiva, se utilizan dos sistemas de

balancin: el primer metatarsiano y el primer dedo, para propulsar [134].

El estudio de Lafuente refiere la distribucion de las verrugas plantares segun la zona
sea de presion (72%), de media carga (19%) o no apoyo (9%) [52]. En este caso no
especifica la anatomia de localizacidn de estas zonas. Bueno afirmé que la zona mas

frecuente era la zona metatarsal (80%) [55].

Referente a la distribucion de los diferentes genotipos segln su aparicion, en nuestro
estudio se aprecia que en el patrén de apoyo el género mas frecuente es el alfa (VPH-
2, 27 y 57). Si bien no se han encontrado estudios en los cuales se refleje la relacién
entre genotipo de verruga y lugar de aparicién en el pie, es de destacar la relacion de
genotipos del mismo género que insta Rilbben en su estudio (VPH 2, 27 y 57) con los

aparecidos en el patron de apoyo [69].
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5.7 Efectividad del tratamiento con laser de las verrugas plantares

En el estudio preliminar que realizamos para llevar a cabo el ajuste de los parametros
de pulso, pausa, potencia y fluencia del laser de 1064 nm de longitud de onda, la
efectividad del tratamiento fue del 84,38%. En este estudio preliminar no se tenia en
consideracion el tiempo de curacién de la verruga, si bien se obtuvo una media de 8
sesiones para la curacion. En el estudio con los parametros finales establecidos, el
porcentaje de curacion fue ligeramente mas elevado, un 85%. Sin embargo, los

tiempos de curacion oscilaron de 1 a 5 sesiones.

Los parametros finales establecidos fueron un pulso de 500 ms, 30 W de potencia y
una fluencia de 212 J/cmz. Con estas caracteristicas, en el tiempo de emisién de un
pulso, la zona recibia una energia de 15 J. Con una energia de emisién de 120 J, la
efectividad del tratamiento queda reflejada sin que ello produzca un algia no tolerable

para el paciente, con una media de 2 o 3 sesiones, segun el diametro de la verruga.

Se han encontrado estudios como los de Kimura et al. [135] y Han et al. [121] en los
cuales se muestra la utilizacién del laser de 1064 nm para el tratamiento de verrugas
cutdneas e incluidas en ellas, las verrugas plantares. Ambos estudios sefalan la
utilizacién de la pieza de mano con un didametro de spot de 5 mm. En el estudio de
Kimura, los parametros de aplicacion son una duracién del pulso de 15 ms y una
fluencia de 150-185 J/cm?, el numero de sesiones son seis con un intervalo de 4
semanas entre cada sesidn. El porcentaje global de curacién es del 56%, siendo el
especifico en las verrugas plantares del 39% [135]. Han utiliza una duracién del pulso
de 20 ms y una fluencia de 200 J/cmz, el niumero de sesiones son cuatro con un
intervalo de 4 semanas entre cada sesién. En este caso, el porcentaje de curacion es
del 96% [121]. En ambos estudios para evitar el dolor, antes del tratamiento se
aplicaba hielo en la zona, anestésico tdpico en pomada o infiltracidn de lidocaina 1%.
no refieren la energia final administrada en la verruga. Tampoco se han encontrado

estudios en los cuales se refleje este dato.
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Bacelieri et al. [56], en su estudio sobre el abordaje terapéutico de las verrugas
plantares para el tratamiento, presentan valores globales de curacidn de 48 a 93% para
las verrugas localizadas en diferentes localizaciones cutdneas mediante el tratamiento
con laser de colorante pulsado de 585 nm. Tan et al. [136] describieron un indice de

curacién del 50% en el caso de las verrugas plantares con el mismo tipo de laser.

Con los pardametros de nuestro estudio final, los géneros con un 100% de curacidn
fueron el mu (VPH-1a) y el gamma (VPH-65). El género alfa obtuvo un 100% de
curacién en el genotipo VPH-27a, y 57. El porcentaje de curacién de los restantes
genotipos de este género, VPH-2, 27b y 57a, oscilé entre el 50%, 80% y 90%,
respectivamente. Se desconoce la causa de esta disminucidn de éxito de curacién, si
bien al pertenecer todos al mismo género el efecto terapéutico del laser tendria que
ser similar. En el caso del VPH-2, podria correlacionarse con que la evolucién de las
verrugas plantares con este genotipo en nuestro estudio es superior a los 6 meses. No
se han encontrado estudios en los cuales se refleje la relacién entre los parametros del

laser y la energia administrada segun el genotipo de verruga.

En cuanto a los denominados abandonos de tratamiento4, en el caso del estudio
preliminar fue del 10,94% y en el estudio final del 4,9%. De estos porcentajes, no se
pudo conocer si alguno de los pacientes no acudid a las visitas de control después del
tratamiento por no observar la presencia de la verruga (esto podria equivaler a una

eficacia del tratamiento y sin embargo, se registra como abandono de tratamiento).

4 . - L .
Son aquellas verrugas a las cuales no se les pudo realizar el seguimiento de su evolucidn porque los pacientes no
acudieron a las visitas de control o porque el paciente no quiso seguir con el tratamiento con laser y abandoné el

estudio.
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CONCLUSIONES

Los parametros de aplicacién del ldser de 1064 nm de longitud de onda dptimos
en nuestro estudio, con una media de 2 o 3 sesiones y sin que éste produzca un
algia intolerable para el paciente, fueron: pulsos de 500 ms, 30 W de potencia, una
fluencia de 212 J/cm?y una energia de emision de 120 J.

El l1aser de 1064 nm ha demostrado su eficacia en el tratamiento de las verrugas
plantares. Por lo tanto, estos resultados sugieren el uso del ldser de 1064 nm de
longitud de onda como tratamiento de eleccién de las verrugas plantares.

En lo que se refiere a los diferentes genotipos presentes en las verrugas plantares,
nuestro trabajo confirma y amplia resultados al tener un mayor nimero muestras
analizadas (n=105) que los estudios anteriores.

La obtencién de la muestra mediante corte laminar de la hiperqueratoris
superficial de la verruga plantar es un método 6ptimo y eficaz, puesto que permitié
la extraccion del DNA viral con una efectividad del 100%.

La determinacién de las secuencias de los fragmentos amplificados mostré que el
género alfa, con el genotipo 27 y 57 en sus dos subtipos (a y b), fue el mas
prevalente en las verrugas plantares. Estos resultados obtenidos concuerdan con
datos previamente publicados.

Este estudio mostré que en el sexo femenino el género prevalente fue el alfa con el
genotipo VPH-57 y en el sexo masculino fue el género mu con el genotipo VPH-1.
Los individuos con multiples verrugas plantares pueden presentar via de
transmisidn tanto por autoinoculacién como por infeccién ex-novo.

La localizacion de las verrugas en la planta del pie es coincidente con los puntos de
maxima carga durante la deambulacion, tanto en superficie como en tiempo de
apoyo. El género alfa, con los genotipos VPH-2, 27 y 57, es el mas coincidente con

este patrén de apoyo.
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10. ANEXOS

Anexo 10.1

Informacion para el participante en el tratamiento de verrugas con laser

Los beneficios potenciales derivados de este estudio seran:
- La comprobacidon de la eficacia de aplicacion del laser 1064nm en el

tratamiento de verrugas plantares en los pies.

Los posibles efectos adversos o incomodidades derivados del estudio seran:

- Posibles reacciones inflamatorias.

En caso de efectos adversos se aplicara un tratamiento alternativo convencional que

decidird el poddlogo responsable para cada paciente.

La participacion en este estudio es de caracter totalmente voluntario. Existe la
posibilidad de retirarse en cualquier momento del estudio, sin que por ello se altere la

relacién podélogo-paciente ni se produzca perjuicio en su tratamiento.

Los datos de los participantes seran accesibles al equipo de poddlogos promotores del

estudio. La informacion se mantendra confidencial.

Cualquier duda o pregunta puede realizarsela al poddlogo responsable del estudio

(Elena de Planell Mas; n. col 838-08-0564; - Tel. 620 51 31 07)
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Anexo 10.2

Consentimiento informado de tratamiento de verrugas con laser

He leido la hoja de informacidn que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido la suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con el poddlogo.

Comprendo que mi participacion en el estudio es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio cuando quiera, sin tener que dar

explicaciones y sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

De acuerdo con todo lo expuesto, presto libremente mi conformidad para participar

en el ensayo, asi como para la toma de fotografias durante el proceso.

El/La paciente

Firma

L'Hospitalet,.......... (o LT de 201.....

NUm ID: LV-.......
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Anexo 10.3

Laser en verrugas plantares

12 Visita

Identificacidn:
Ne Paciente: Ha neo: Fecha visita inicial: ___/ /

Poddlogo/a:

Datos demograficos:

/ Sexo:O H O ™

Afio nacimiento: /

Ocupacion:

Trabajo actual:

Calzado habitual en el trabajo:

Calzado habitual diario:

Deporte:
O Gimnasio O Natacion O Deportes de equipo O Otros deportes al
aire libre
O Actividad descalzo

Actividades complementarias:

O Caminar [ Senderismo O Baile 3 Otras:

Tratamientos concomitantes:

Nombre comercial Principio activo Indicacién
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Antecedentes:
Antecedentes personales de verrugas:

O No OSi Localizacién y nimero:

Antecedentes familiares de verrugas:
O No OSi Localizacion y nimero:

Varios:
¢Camina descalzo habitualmente?:

Informacién de la lesion:

Tipo de verruga:

3 Verruga plantar Numero de lesiones:
O Verruga en mosaico Numero de lesiones:

Localizacion:

(Anotar area de cada lesién)
Tiempo de evolucién:

Observaciones:

(J Foto macroscépica
O Foto dermatoscopia
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Anexo 10.4

Human papillomaviruses genotyping in plantar warts.
(Articulo pendiente de publicacion)
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Human Papillomaviruses Genotyping in Plantar
Warts
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2Podiatric Hospital, University of Barcelona, Barcelona, Spain

Plantar warts are caused by human papilloma-
viruses (HPVs) and have been associated with
several HPV genotypes. However, there are
few studies focused exclusively on plantar
warts. In this work, we aim to identify the HPV
genotypes of plantar warts and explore their
relation to demographic and clinical character-
istics of patients. A total of 72 patients diag-
nosed with plantar warts were recruited at the
Laser unit at Podiatric Hospital, University of
Barcelona, Spain. Inner hyperkeratosis laminar
sections of warts were collected and DNA of
samples were extracted. Amplification of a
conserved region of the HPV L1 gene was
performed with the SK-Polymerase chain reac-
tion method. DNA amplicons were sequenced
and HPV types identified. The most prevalent
genotypes detected among the 105 analyzed
plantar warts were HPV-57 (37.1%), HPV-27
(23.8%), HPV-1a (20.9%), HPV-2 (15.2%), and
HPV-65 (2.8%). The majority of patients (78%)
presented one single plantar wart, whereas
multiple warts were detected in 22.2% of
patients. One patient with multiple warts pre-
sented HPV types from two different genera,
suggesting the spread of warts by self-
inoculation as well as by de novo infection. No
significant differences between the number of
warts in toes, midfoot and heel were found.
The most prevalent HPV types detected in all
areas belonged to the alpha genus. This work
provides new insight on plantar warts and
their associated HPV genotypes, and evidences
the usefulness and reliability of both the sam-
ple collection procedure and the PCR method
used for HPV detection and typing. J. Med.
Virol. © 2016 Wiley Periodicals, Inc.

KEY WORDS: human papillomavirus; virus
classification; BLAST algo-
rithm; biostatistics and bioin-
formatics; DNA extraction;
DNA purification; research

© 2016 WILEY PERIODICALS, INC.

and analysis methods; plantar
warts (or foot warts); HPV
genotypes

INTRODUCTION

Cutaneous warts are benign intraepidermal tumors
of the skin with a variety of manifestations, including
common warts (verrucae vulgaris), palmar and plan-
tar warts (verrucae palmares et plantares), mosaic
warts, flat warts (verrucae planae) and butcher’s
warts [Kirnbauer et al., 2004]. The most prevalent of
these types are vulgar and plantar warts [Bruggink
et al.,, 2012]. They are usually diagnosed by their
clinical appearance [McCarthy, 1986] although defini-
tive diagnosis depends upon histopathologic examina-
tion. Histologically, the lesions caused by the
infection of keratinocytes are characterized by hyper-
keratosis, parakeratosis, papillomatosis, and acantho-
sis [Cardoso and Calonje, 2011; Viennet et al., 2012].
These lesions are capable of resolving spontaneously
by the action of the host immune system, or remain
asymptomatic for long periods of time evolving ulti-
mately to big tumors that persist for months or years
[Yelverton, 2007; Androphy and Lowy, 2009].

Warts are caused by human papillomaviruses
(HPVs) [Burns, 1992; Kirnbauer et al., 2004;
Androphy and Lowy, 2009]. Currently, over 120 HPV
types have been fully characterized and classified
into five genera (alpha, beta, gamma, mu, and nu)
and 16 species [Strauss et al., 1949; Bernard et al.,
2010; Bruggink et al., 2012]. The most frequently
HPV types associated with cutaneous warts are

*Correspondence to: Blanca Martinez-Garriga, Laboratory of
Molecular Microbiology, Faculty of Medicine, University of
Barcelona, Feixa Llarga s/n, 08907 Hospitalet de Llobregat,
Spain. E-mail: blanca.martinez@ub.edu

Accepted 11 October 2016

DOI 10.1002/jmv.24713
Published online in Wiley Online Library
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HPV-2, -3, -7, -10, -27, and -57 from the alpha genus,
HPV-4, -60, and -65 from the gamma genus, and
HPV-1, -63 from the mu genus [Bruggink et al., 2012;
Al Bdour et al., 2013].

Among the cutaneous HPV types, HPV-2, -27, -57,
and HPV-1 have been associated with the develop-
ment of plantar warts [Sasagawa and Mitsuishi,
2012; Al Bdour et al., 2013]. However, there are few
studies focused exclusively on plantar warts, and
more studies are needed to yield insights regarding
their associated HPV types.

In this work, we aim to identify the HPV genotypes
present in a sample of Spanish patients with plantar
warts, and to explore the relation between HPV types
and demographic and clinical parameters.

MATERIALS AND METHODS
Study Design and Participants

A total of 72 patients diagnosed with plantar warts
were recruited at the Laser unit at Podiatric Hospi-
tal, University of Barcelona, Spain.

Subjects were male or female patients, who were
not under topical treatment for at least 3 months
before the recruitment. Patients with neuropathy
and/or vascular diseases were excluded from the
study. Eligible patients agreed to participate and
provided informed consent. The study was performed
in accordance with the recommendations of the
Declaration of Helsinki and approved by the Univer-
sity of Barcelona Bioethics Committee.

Patients Characteristics

We recorded the following characteristics: sex; age
(4-11 years vs. 12-20 years vs. older than 21 years);
location of plantar warts (right foot vs. left foot, heel-
internal vs. external-, midfoot-internal vs. external-,
barefoot-first ray vs. second ray vs. third ray vs.
fourth ray vs. fifth ray-, toes-great toe vs. second toe
vs. third toe vs. fourth toe vs. fifth toe); time to
development of warts (<6 months, 612 months, >12
months, unknown); and number of warts per patient.

Sample Collection

Before sample collection, plantar warts were recorded
on standard forms and pictures of each of them were
taken. Then, disinfection with ethanol—was performed.
Superficial hyperkeratosis of warts were cut in laminar
sections by using a blade and discarded afterwards. A
new blade was used to collect the inner hyperkeratosis
laminar sections, which were introduced in an eppen-
dorf tube containing 0.5ml physiological serum and
frozen at —80°C until further analysis.

HPV Identification

DNA of samples was extracted using a previously
described phenol-chloroform-isoamyl alcohol method
[Green and Sambrook, 2012]. DNA purity and

J. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv
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concentration were determined spectrophotometri-
cally using a NanoDrop Spectrophotometer ND-1000.

We used the SK-Polymerase Chain Reaction (SK-
PCR) method described by Sasagawa and Mitsuishi
[2012], which detects most of the common HPV types
causing cutaneous warts. Briefly, this method uses
two pairs of degenerated primers (primers SKF1 and
F2 and SKR1 and R2) to amplify a conserved region
of the HPV L1 gene DNA. The resulting fragment is
about 210-238 base pairs length [Sasagawa and
Mitsuishi, 2012]. PCR amplicons were purified using
the Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega, Madison, WI) and sent to the Genomic
Unit of the Scientific and Technological Centres of
the University of Barcelona (CCiTUB) for DNA
sequencing. The results of DNA sequences were
compared to available HPV sequences in the Gen-
Bank database using the blast server (https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/blast).

RESULTS
Patients Description

The study included 72 patients. Median age was
34 years (range 6-89) and 61.1% (44/72) of the
participants were female (Table I). Most patients
(77.8%; 56/72) presented one single plantar wart;
12.5% (9/72) had two and 9.7% (7/72) had three or
more plantar warts (Table I).

HPYV Type Prevalence and Patient
Characteristics

A total of 105 plantar warts were analyzed. All of
them were positive for a single HPV DNA. The most
prevalent genotype was HPV-57 (37.1%; 39/105),
followed by HPV-27 (23.8%; 25/105), HPV-1a (20.9%;

TABLE 1. Patients Characteristics (n =72)

Number of patients (%)

Sex
Female 44 (61.11)
Male 28 (38.89)
Age
4-11 years 3 (4.17)
12-20 years 16 (22.22)
>21 years 53 (73.61)
Time to develop of warts
<6 month 17 (23.61)
6-12 month 14 (19.44)
> 12 month 18 (25.00)
Unknown 23 (31.94)
Number of warts per patient
1 56 (77.78)
2 9 (12.50)
3 3 (4.17)
4 2 (2.78)
5 1(1.39)
6 or more 1(1.39)
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TABLE II. HPV Genotypes Prevalence 8
Ll
HPV genotype Number of patients (%) g % &‘ @ @ @ § @ S ﬁ
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22/105), HPV-2 (15.2%; 16/105), and HPV-65 (2.8%; o o
3/105) (Table II). S =]
Table III shows the relationship between the Il s
HPV types and the patient characteristics. The E =
most prevalent genotype in women was HPV-57 8 a
(either -57a or -57b), and HPV-la in men (corre- & ;ﬁf o o
sponding values are shown in bold). HPV geno- > 45| BS 2Rt 2nsH
types-2, -27b, -57a, and -57b belonging to the alpha T 58 38 ;g g 8 g; 3
genus were present in adults older than 21 years, 2 §E HN OHAN O
and absent or minor in childhood. The mu genus £ gm
was detected in all ages. Time to development of g
warts was above 6 months in most cases (55.2%; E S
58/105), although the appearance of 28.6% (30/105) < g 88 SBg 823
of warts was unknown. Warts belonging to the mu 3 2 g T Ho o
genus mainly developed in less than 1 year, 8 0 o Lo dwes
whereas warts of the alpha genus were primarily 7] E - ~
detected over a prolonged period of time (6 months 2 T
to more than a year). g Q
Individuals with multiple warts were 22.2% = [ 858 -8 S-%&
(16/72), being alpha genotype the most prevalent % i RE 885 SRIS
(n=14). Among all individuals with multiple warts, = 5 2L IFS IR
half of them (n=8) had different HPV genotypes & > Y8 g waee
(Fig. 1). However, HPV types for each patient g" %
belonged to the same genus (alpha), except for one g = o
of the patients, who presented several warts from 2 - 'ﬂ‘ o o =
two different genera (alpha and mu) (Fig. 1). £ g o 28 =328 =333 |2
=S| 8| 8% <88 <£888|%
Location of Plantar Warts and HPV Genotypes -2 % ; 5o mmo m@oo E
Figure 2 shows the location of all plantar warts. S % E
There were no significant differences between the = - 8
number of warts in toes, midfoot and heel. Taking i s U by
into account both feet, the most affected areas were 5 e 88 288 8888 *g
the internal ones: medial (inside) zone of the heel pa § g3 ;@ 8 S883|:2
(17.1%; 18/105), the first metatarsal head (19.0%; > +© oww aNwe | o
20/105) and the great toe (16.2%; 17/105). % éf’
The most prevalent genotypes detected in all §
areas belonged to the alpha genus. The most = N w | ®
R . - I 22 ~ L2322 &
frequently identified genotype in the heel was o nR SREIZRARg |,
HPV-57 (51.6%; 16/31), while HPV-2 was more ~| 58 Sc8.SEES|3
prevalent in barefoot warts (28.9%; 11/38), and E ©g orRgovow ;
both HPV-27 and HPV-57 genotypes in toes (70.9% st & 5
in total; 22/31) (Table IV). w 2wy, g
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In the present study, we analyzed 105 plantar y gé o ES\ gé??\g E
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Fig. 1. Patients with multiple warts who presented with
different HPV genotypes: Number of warts and their corre-
sponding HPV genotypes.

hyperkeratosis of warts were obtained and DNA was
extracted using a standard procedure [Green and
Sambrook, 2012]. We were able to obtain PCR
amplicons for each of the warts and determine their
sequences, by using the method described by Sasa-
gawa and Mitsuishi [2012] to identify the HPV
genotypes.

The sample collection method used is a rapid and
simple procedure that allows good performance, since
all 105 samples were identified. Several other meth-
ods have been described in the literature. The study
by de Koning et al. [2011], for instance, aimed to
validate the use of surface swabs for reliable detec-
tion of HPV, and to compare the results with the

0
=
n -
1 |(1.9%)
(0.9%) 9
(8.5%)

!
13 5 6
(12.3%) @1%) | 67%)

Fig. 2. Location of plantar warts from all patients on the
soles of feet. Values are number of warts (percentage of warts).
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TABLE IV. Distribution of HPV Genotypes Depending on
the Area of Location

Genera

Alfa

Gamma Mu
2 27a 27b 57a 57b 65 la

Location

Both feet
Heel
Medial zone
Lateral zone
Total warts in
heel (n=31)
Midfoot
Medial zone
Lateral zone
Total warts in
midfoot (n=>5)
Barefoot
I ray
II ray
II1 ray
IV ray
V ray
Total warts in
barefoot
(n=38)
Toes
1st
2nd
3rd
4th
5th
Total warts in
toes (n=231)
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ones obtained when using scabs and deeper wart
portions. They found that the use of swabs was a
sensitive method, although it failed to identify two
out of 25 samples. In our work, the total number of
analyzed samples was much higher and all of them
were positively identified. Among studies based on
biopsy procedures, Giannaki et al. [2013] collected
cutaneous wart biopsies and obtained reliable identi-
fication of HPV in 73.5% of cases. In contrast, the
study by Sasagawa and Mitsuishi [2012] successfully
identified all warts, which were resected using a
carbon dioxide laser. Although the sensitivity of their
method is very high, the collection procedure based
on the extraction of the inner hyperkeratosis of warts
is equally sensitive, and in addition it is a simpler
and least invasive technique. These results confirm
the suitability of the method used in this study.

HPV-57 was the most prevalent genotype detected
in women and HPV-la in men, both genotypes
belonging to different genera: alpha and mu, respec-
tively. Bruggink et al. [2012], in their study on the
prevalence of wart-associated HPV types in a sample
of individuals with cutaneous warts showed similar
results.

In this study, warts with HPV-2, -27, and -57 mainly
occurred in adults older than 21 years, and were
absent or minor in childhood, whereas HPV-1-induced
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warts were detected in all ages. These findings are not
in accordance to those obtained by Bruggink et al.
[2012], who found that HPV-2, -27, and -57 types
occurred in all ages and HPV-1 warts were mainly
detected in childhood. This study included not only
plantar warts but also common warts that may
account for the differences observed. Moreover, it
should be noted that in our study the number of
patients younger than 20 years was low (26.4%; 19/72),
and the conclusions obtained from these results should
be further examined to better determine the age-
specific HPV prevalence.

Most of the studies on HPV types of warts that
have been published so far are focused not only on
plantar warts but also in cutaneous warts, except for
the Sasagawa study [Sasagawa and Mitsuishi, 2012].
Our results are similar to those obtained by Sasa-
gawa and Mitsuishi. In our study, all plantar warts
were infected with a single HPV type and the most
prevalent genotypes were HPV-57 (37.1%) and HPV-
27 (23.8%), followed by HPV-la (20.9%), HPV-2
(15.2%), and HPV-65 (2.8%). Sasagawa and Mitsuishi
analyzed 50 plantar warts, identifying HPV-27 as the
most prevalent type, and HPV-57 and HPV-2 as
relatively common types. However, significant differ-
ences between studies are found when comparing the
less prevalent HPV types. They rarely found HPV-1a,
-4, and -63, whereas in our study HPV-1a was almost
as prevalent as HPV-27. Although the median age of
the patients involved in both studies was similar, the
samples in that study originated from a different
source population.

Ribben et al. [1997] describe the most frequent
HPV genotypes associated with common warts in
palmoplantar location: HPV-2, -27, and -57. These
results are in accordance with our data, although
they did not detect the HPV-1a genotype in any of
the analyzed warts. It is important to highlight that
the methodology they used for the identification of
HPV genotypes relies on restriction enzyme digestion
patterns, and not on sequencing techniques. On the
other hand, the study does not differentiate between
plantar warts and warts extracted from other ana-
tomical locations.

Other investigations and data available in the
literature show that HPV-1 genotype is the virus
type with the highest frequency in palmoplantar
warts [Burns, 1992; Odom et al., 2004; Weston et al.,
2008; Androphy and Lowy, 2009; Handisurya et al.,
2009; Conejo-Mir et al., 2010; James et al.,, 2011],
whereas HPV-27 and HPV-57 types are rarely de-
tected [Androphy and Lowy, 2009; Handisurya et al.,
2009]. Data extracted from the literature on HPV-2
and HPV-4 frequency are also variable [Burns, 1992;
Odom et al., 2004; Weston et al., 2008; Androphy and
Lowy, 2009; Handisurya et al., 2009; James et al.,
2011], emphasizing the need for greater uniformity in
the methodologies used to detect and identify HPV
genotypes, as well as to characterize study
populations.

5

Half of patients presenting multiple warts had the
same HPV genotype, suggesting auto (self) inocula-
tion from one site to another. Several authors have
reported that autoinoculation is one of the causes of
newly acquired infections [Androphy, 1989; Burns,
1992; Kirnbauer et al., 1992; Kopera, 2003; Salk and
Douglas, 2006; Handisurya et al., 2009; Conejo-Mir
et al., 2010]. HPV-2, -27, or -57 genotypes, which are
closely related viruses belonging to the alpha genus,
were present in all other cases, except for one. The
presence of different HPV genotypes from the alfa
genus in patients with multiple warts has been
previously described by Riibben et al. [1997], al-
though samples in their study were extracted from
common warts.

Surprisingly, one of the participants with multiple
warts presented two HPV types (HPV-la and HPV-
57b) from two different genera (mu and alpha genus,
respectively), indicating that the warts were spread
by self-inoculation and by de novo infection. So far,
no other studies have reported the presence of
different warts from different genera in the same
patient.

It is important to highlight differences observed in
the time to development of warts based on their HPV
genotype. Warts belonging to the mu genus mainly
developed in less than 1 year and warts of the alpha
genus were primarily detected over a prolonged
period of time. Nevertheless, a significant percentage
of patients (31.9%) were not able to remember when
their warts appeared. Warts can be present but not
often recognized clinically, unless they cause harm or
are detected by the individual.

Considering the location of plantar warts, the
most affected areas were the medial (inside) zone of
the heel, the first metatarsal head and the great
toe. The observed distribution of warts reflects the
usual gait pattern. Plantar warts frequently appear
beneath pressure points, which are vulnerable sites
on the skin of feet [Perry and Burnfield, 2010]. The
most prevalent genotypes found in these locations
were HPV-2, -27, and -57 (HPV-57 in the heel,
HPV-2 in barefoot warts, and HPV-27 and HPV-57
in toes). These types were also predominantly found
in plantar warts in the study by Riibben et al.
[1997].

In conclusion, this study provides new insight on
plantar warts and their associated HPV genotypes,
and evidences the usefulness of the PCR method
used. The data presented also suggest that obtaining
laminar sections of inner hyperkeratosis of plantar
warts is an accurate and reliable collection procedure
for further detection of HPV genotypes.
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