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DIMOSTRAZIONE ULTRASTRUTTURALE DEL VIRUS DEL PAPILLOMA
UMANO (HPV) IN LESIONI PROLIFERATIVE ORALI

Ultrastructural Demonstration of Human Papilloma Virus (HPYV) in Oral Prolifera-
tive Lesions

G. Broich*, T. Sasaki**

ABSTRACT — The Human Papilloma Virus (HPV) has been found in a series of benign proliferative
lesions of the skin and mucosa. The virus has also been found in verrucous laryngeal carcinoma and
carcinomas of the oral cavity and other organs. DNA hybridization technigues have made it possible
to classify 51 types of HPVs, some appearing to be associated with specific lesions.

In order to study the intracellular distribution of HPVs, an ultrastructural morphological analysis
was performed with an electron microscope on 10 specimens taken from 5 patients. The specimens
were obtained through large excisional biopsy, histologically classified as «fibropapilloma». For each
patient specimens were taken from the clinically evident lesion and from the surrounding clinically nor-
mal mucosa. The specimens were fixed in glyceraldehyde, washed in a cacodylate buffer, post-fixed
in potassium ferrocyanide reduced-osmium tetroxide, stained with uranyl acetate and included in EPON
812. The fissue was subjected to amylase digestion prior to electron microscope examination.

A great number of viral particles were found in both the nucleus and the cytoplasm, without form-
ing erystal array structures as typically described for the verruca vulgaris virus (HPV-2). No significant
differences could be found between the cells derived from the clinical lesion and those derived from
the surrounding mucosa. The passage of viral particles from infected to as yet uninfected cells through
the intercellular space could be seen. The high intracytoplasmatic presence of the virus, and its clear
abundance in those cells surrounding the clinical lesion, is felt to be of special interest.
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INTRODUZIONE

11 virus del papilloma umano, generalmente noto come HPV (Human Papil-
loma Virus), ¢ stato dimostrato in una serie di lesioni benigne proliferative della
cute e delle mucose; inoltre & stato visto associato a forme di carcinoma della
laringe, della cavita orale e della cervice uterina. Questo virus della famiglia delle
papovaviridae ¢ costituito da un capside icosaedrico di circa 55 nm con DNA
circolare a doppia elica di circa 8000 paia di basi, complessato con istoni ed
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organizzato in nucleosomi. Esso & stato recentemente riconosciuto come facente
parte di un gruppo tassonomicamente autonomo. Il virus veniva considerato non
coltivabile in vitro; solo recentemente Taichman® & riuscito a coltivarlo in col-
ture di cellule epiteliali in vitro. Il virus risiede prevalentemente in forma extra-
cromosomica nel nucleo cellulare e solo in cellule in degenerazione carcinomatosa
¢ stato visto integrato nel DNA cromosomico. Sono stati dimostrati finora 51
tipi di HPV (Nuovo et al.’®). Il virus mostra uno spiccato tropismo per i che-
ratinociti (Taichman?), i fibroblasti ne sono sempre privi (Syrjanen'®). La repli-
cazione extracromosomica del DNA virale avviene prevalentemente nel 1/3 infe-
riore dell’epitelio nella sua parte suprabasale, mentre nello strato basale il virus
rimane allo stato latente. Con il differenziarsi delle cellule in senso squamoso
il virus passa all’espressione attiva, la produzione del capside e ’assemblaggio
dei virioni completi appaiono prevalentemente nello strato granuloso e corneo
(Orth et al.’),

L’infezione da HPV di un epitelio squamoso provoca una proliferazione va-
scolare ed epiteliale con caratteristiche configurazioni istologiche che sono un’esa-
gerazione della normale architettura tissutale. Tutti gli strati sono rappresentati,
ma sono distorti da una crescita di capillari subepiteliali, proliferazione dello
strato spinoso e caratteristica degenerazione delle cellule di superficie. Si osserva
proliferazione dello strato parabasale (acantosi) e crescita dei capillari dermici
(papillomatosi). La continua sintesi di DNA da parte delle cellule degli strati
parabasali ed intermedi & vista microscopicamente come ipercromasia, discariosi
e ritardata maturazione delle cellule di superficie. Negli strati superiori, I’ultimo
evento nel ciclo del virus produce un caratteristico effetto citopatico, noto come
coilocitosi, in cui & presente un’aggregazione degenerativa della cromatina, collas-
so nucleare e formazione di vacuoli intracitoplasmatici. E stato dimostrato che
la coilocitosi ¢ un buon marker indiretto per l’infezione con virus HP, special-
mente nella mucosa genitale (16, 4, 11). Sono stati descritti 6 tipi di coilociti
(Gross et al.” ) e la lesione pud essere divisa in stadi secondo Ferenczy*. La
specificita della coilocitosi per infezioni con HPV anche nella mucosa orale &
stata dimostrata recentemente (Madinier et al.'®) in uno studio comparato di di-
mostrazione immunoistochimica del virus e della presenza di coilocitosi.

Una diagnosi diretta del’lHPV puo essere fatta con I'immunoistochimica,
I’ibridazione in situ del DNA e I'analisi ultrastrutturale con il microscopio elet-
tronico. L’ibridazione in vitro richiede personale specializzato e rimane confinata
per ora nei centri di ricerca. Come I'immunoistochimica, non permette una valu-
tazione della presenza del virus e dei suoi rapporti con le strutture intracellulari.
La microscopia elettronica non consente una tipizzazione in genotipi dei virus,
ma preservando l'ultrastruttura cellulare, permette di osservare la distribuzione
intracellulare del virus. Alcuni virus, del resto, appaiono prediligere caratteristi-
che forme di aggregazione intracellulare, come la formazione di conglomerati
ad aspetto cristallino in sede intranucleare descritta per il virus della verruca vol-
gare (Lutzner et al.''). Per altri tipi di HPV sono comunque state descritte di-
stribuzioni sparse intranucleari, specialmente in lesioni orali (12). Non risultano
invece descrizioni in sede citoplasmatica. I rapporti con gli organuli intracellulari
sono spesso insufficientemente visibili (Hills et al.!). Noi ci siamo preposti di
analizzare: primo, la presenza e la distribuzione intracellulare del virus del papil-
loma umano in lesioni fibropapillomatose orali e, secondo, la presenza e distribu-
zione del virus nella mucosa circostante la lesione, clinicamente sana (Tab. I).
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Tab. 1 - Tipi di HPV associati con lesioni specifiche della
regione cervico-facciale.

I verruca plantaris

2a-e verruca vulgaris e plantaris
6a-f papilloma laringeo

11a, b papilloma laringeo

13a, b 32 iperplasia epiteliale focale (FEH)
30 carcinoma squamocellulare laringeo

40 carcinoma laringeo

MATERIALI E METODI

Sono state prelevate lesioni fibropapillomatose orali da 5 pazienti tramite
ampia biopsia escissionale, tale da comprendere anche una zona di mucosa sana
circostante. Subito dopo I’escissione la lesione clinicamente evidente ¢ stata sepa-
rata dalla mucosa circostante apparentemente sana. I campioni sono stati tagliati
in fette sottili e divisi per ’analisi istologica di routine e I’analisi al microscopio
elettronico. Per la microscopia elettronica i campioni sono stati sezionati in fette
di 1 mm di spessore e fissati tramite immersione in glutaraldeide al 2,5% in
tampone di cacodilato di sodio 0,1 M (pH 7,4) per 6 ore a 4°C. Dopo diversi
lavaggi in soluzione tampone i campioni sono stati post-fissati in 1% tetrossido
di osmio ridotto da 1,5% ferrocianuro di potassio per 3 ore a 4°C. Infine i
campioni sono stati colorati in blocco con acetato di uranile all’1% etanolato,
deidratati attraverso passaggi in etanolo graduato ed inclusi in EPON 812. Sezio-
ni sottili sono state ottenute usando una lama di diamante su un ultramicrotomo
Reichert-Jung Ultracut OmU-4. Queste sono state colorate con acetato di uranile
e citrato di piombo ed esaminate con un microscopio elettronico HITACHI
HU-12A a 75kV. Alcune griglie con campioni sezionati sono state esposte ad
una soluzione di amilasi per digerire il glicogeno. In pili, HPV isolati sono stati
montati direttamente su griglie coperte di Formvar, colorate con acido fosfotung-
stico al 1% ed esaminati al microscopio elettronico come descritto. Gli HPV
isolati sono stati gentilmente forniti dal Dr. L. Taichman, Department of Oral
Biology and Pathology, State University of New York at Stony Brook, USA
(Tab. II). ;

Tab. II - Lesioni esaminate.

Numero Nome Eta Sesso Aspetto clinico Regione Mlci(ff:pia
1 L.P. 51 a. M verrucoso, esofitico guancia sn pseudopolipo
2 V.R. 61 a. F soft, flat margine lingua fibropapilloma
3 DiV: 37 a. M verrucoso, esofitico velo acantosi
4 G.G. 57 a. F esofit. peduncolato velo fibropapilloma
3 A.C. 57 a. F esofitico velo fibropapilloma
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RISULTATI

All’analisi istopatologica convenzionale al microscopio luce i campioni sono
risultati variamente classificati (vedi tab. II). Purtroppo non ¢ stato possibile
ottenere maggiori informazioni specifiche riguardo alla presenza di coilocitosi.
All’esame in microscopia elettronica, HPV isolati e colorati apparivano come
particelle rotonde (Fig. 1). In tutti 10 campioni esaminati, analoghe particelle
rotonde del diametro di 40-55 nm, compatibili con virus HP (8, 14, 18) sono
stati trovati nelle cellule squamose. In sezioni trattate con amilasi, queste particel-
le elettrondense erano chiaramente distinte dalle particelle di glicogeno digerite,
che formavano spazi elettron-trasparenti nel citoplasma (Fig. 2). Le particelle
virali erano presenti sia nel nucleo che nel citoplasma delle cellule degli strati
spinoso e granulare, sia nei campioni derivanti dalla parte clinicamente evidente
della lesione, sia in quelli della mucosa apparentemente sana circostante (Figg.
2, 3, 4). Particelle virali potevano essere viste negli spazi extracellulari dello stra-
to granuloso, ma erano solo raramente visibili nello strato basale (Figg. 4, 5).
La coesistenza di cellule infette e cellule ancora prive di particelle virali poteva
essere notata (Fig. 5). Le particelle virali erano particolarmente abbondanti nel
citoplasma ma non formavano mai agglomerati cristallini. In diverse cellule deri-
vate dalla circostante mucosa apparentemente sana potevano essere viste ampie
raccolte intracitoplasmatiche del virus senza presenza intranucleare.

DISCUSSIONE

Il virus HPV é stato recentemente centro di crescente interesse per due moti-
vi principali. In prima istanza si & potuto osservare che alcuni genotipi sono
associati ad un crescente numero di carcinomi, specialmente della cervice uterina,
sul quale & stato eseguito il maggior numero di ricerche (Giorgi et al.’). In se-
conda istanza il virus & presente con sempre maggiore frequenza in varie infezio-
ni, specialmente in associazione con il virus HIV (Goisis et al.®). Nella Sindro-
me da Immunodeficienza Acquisita (AIDS) infezioni con virus, batteri e protozoi
aumentano come aumenta l’incidenza di neoplasie. Ci sono segni che il virus
HP possa essere attivamente coinvolto nello sviluppo di carcinomi. Con sempre
maggiore frequenza ¢ possibile vedere lesioni fibropapillomatose in sede orale.
Esse sono state messe in rapporto con il virus HIV e la trasmissione dei due
virus sembra avvenire prevalentemente per via sessuale. Finora comunque non
risultano studi sull’associazione tra virus HPV e HIV per quanto riguarda la
sede orale.

Il nostro intento era di analizzare Ieffettiva presenza del virus HPV in que-
ste lesioni sospette orali e nella mucosa circostante e studiarne la distribuzione
intracellulare. Abbiamo potuto osservare la presenza del virus non solo nel nu-
cleo delle cellule, ma anche in abbondante quantita nel citoplasma. La tecnica
di preparazione ¢ stata in grado di conservare P'ultrastruttura cellulare con la
dimostrazione del passaggio di virus da una cellula all’altra. Le particelle virali
apparivano in tutti i campioni nelle cellule suprabasali, mentre le cellule basali
ne erano prive. Di particolare interesse & la dimostrazione del virus nelle cellule
della mucosa apparentemente normale circostante la lesione. Analogamente a quan-

to suggerito in ginecologia, ove frequenti controlli sono ritenuti necessari in per-
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Fig. 1 — Colorazione negativa di HPV di controllo (x75000).
Fig. 2 — HPV e granuli digeriti di glicogeno (% 50000).
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Fig. 4 — HPV nel citoplasma e negli spazi extracellulari (% 25000).

Fig. 3 — HPV nel nucleo ( x 75000).
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sone positive per HPV cervicale, anche nella regione orale deve essere considerata
la possibilita che il virus favorisca o sia comunque coinvolto nella degenerazione
carcinomatosa della cellula squamosa. In ogni caso appaiono opportuni frequenti
controlli dopo la rimozione chirurgica di fibropapillomi. Il virus rimane certa-
mente presente nella mucosa, anche senza esprimere la sua capacita di indurre
una proliferazione cellulare.

SINTESI

1 virus del papilloma umano & stato dimostrato in una serie di lesioni benigne prolife-
rative della cute e delle mucose. Esso & stato inoltre trovato nel carcinoma verrucoso
della laringe ed in carcinomi della cavita orale e di altri organi. Tecniche di ibridazione
del DNA hanno permesso di identificare 51 tipi di HPV, alcuni associati preferenzialmente
con determinate lesioni. Per studiare la distribuzione intracellulare dell’HPV abbiamo ese-
guito analisi ultrastrutturali al microscopio elettronico di 10 prelievi tratti da 5 pazienti
tramite ampia biopsia escissionale di lesioni classificate come fibropapillomi. Da ogni pa-
ziente sono stati analizzati campioni tratti dalla lesione clinicamente evidente e dalla mu-
cosa apparentemente normale circostante. 1 campioni sono stati fissati in gliceraldeide,
lavati in tampone di cacodilato, post-fissati in ferrocianuro di potassio-tetrossido di osmio,
colorati con acetato di uranile ed inclusi in EPON 812. Il tessuto é stato sottoposto a
digestione amilasica prima di essere analizzato con il microscopio elettronico. Abbiamo
potuto trovare una grande quantita di particelle virali in entrambi il nucleo ed il citopla-
sma, senza che si assista alla formazione di aggregati cristallini tipici per il virus della
verruca volgare (HPV-2). Non era possibile osservare differenze significative tra le cellule
tratte dalla lesione propria e cellule derivate dalla mucosa sana circostante. Il passaggio
del virus attraverso lo spazio intercellulare da cellule infette a cellule ancora sane poteva
essere visto. Riteniamo di particolare importanza il dato dell’elevata presenza intracitopla-
smatica del virus e della sua presenza abbondante in cellule circostanti la lesione clinica.

Parole chiave: Virus del papilloma umano, HPV, Fibropapillomi.
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