
Riesgo de transformación maligna de las le-
siones verrucopapilares orales

Resumen

Objetivos: evaluar el riesgo potencial maligno mediante la tinción de azul de 
toluidina y gradificación displásica de las lesiones verrucopapilares de la 
cavidad oral (LVPO). 
Materiales y métodos: Se identificaron pacientes con LVPO localizados en la cav-
idad oral, se les aplicó azul de toluidina y posteriormente se evaluó los cambios 
displásicos para finalmente gradificarlos histopatológicamente en ausente, bajo 
o alto riesgo de transformación maligna. Pacientes que se negaron a la tinción 
con AT, no aceptaron la biopsia escisional o el tejido no poseía coilocitos, daño 
citopático asociado a la presencia del virus papiloma humano fueron eliminados 
del estudio. 
Resultados: se incluyeron 34 pacientes con LVPO, 4 con tinción positiva al AT 
(3 fueron considerados intensos y 1 leve). 
Conclusiones: las LVPO pueden emitir una tinción positiva al azul de toluidina 
así como presentar una variedad heterogenea de cambios displásicos arquitec-
turales y citológicos evaluados histopatologicamente, que en la totalidad de las 
muestras, de acuerdo al sistema binario, son clasificadas como riesgo leve de 
transformación maligna.
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Abstract

Key words: Human Papillomavirus, Toluidine blue, 
dysplasia

Palavras Chave: Papilomavírus Humano, Azul de 
Toluidina, Displasia

Objetivos: Avaliar o risco de potencial maligno através da 
coloração com azul de toluidina e da classificação displá-
sica das lesões verrucopapilares da cavidade oral (LVPO). 
Materiais e métodos: Foram identificados pacientes com 
LVPO POVE localizados na cavidade oral nos quais foi 
aplicado azul de toluidina e posteriormente avaliadas as 
alterações displásicas para finalmente serem classificadas 
histopatologicamente como ausentes, baixo ou alto risco 
de transformação maligna. Os pacientes que recusaram a 
coloração com azul de toluidina AT, não aceitaram a bi-
ópsia excisional ou o tinha tecido insuficiente, presença 
de coilócitos ou dano citopático associado ao papiloma-
vírus humano foram eliminados do estudo. 
Resultados: Foram incluídos 34 pacientes com LVPO, dos 
quais 4 foram interpretados como tendo coloração posi-
tiva para azul de toluidina AT positiva, sendo 3 considera-
dos intensos e 1 leve.
Conclusões: A LVPO pode emitir coloração positiva para 
azul de toluidina, bem como apresentar uma variedade 
heterogênea de alterações arquitetônicas e citológicas 
displásicas avaliadas histopatologicamente, que em todas 
as amostras, segundo o sistema binário, são classificadas 
como leve risco de transformação maligna.

2

Los virus del papiloma humano (VPH) tienen un tropismo 
por el epitelio escamoso (1). Las partículas virales infectan 
las células basales del epitelio, que quedan expuestas a 
través de microabrasiones o heridas epiteliales. Los recep-
tores del VPH y el modo de entrada viral en la célula aún 
son desconocidos mayoritariamente. Sin embargo se ha 
señalado que la participación de los glucosaminoglucanos, 
proteoglucanos y glipicanos podrían actuar como recep-
tores de unión en la superficie de la célula (2, 3).

Las manifestaciones de las infecciones por VPH pueden 
ser múltiples, las cuales pueden variar de una infección 
asintomática, una lesión papilomatosa o verrucosa benig-
na, lesiones potencialmente malignas, neoplasia intraepi-
telial e inclusive carcinomas invasivos (3).

La variedad de estas lesiones y su comportamiento 
se deben a la diversidad genotípica encontrada en la 
configuración molecular del VPH, (los cuales hasta la 

realización de este trabajo se conocen aproximadamente 
200 tipos y suelen diferenciarse entre VPH de alto riesgo 
(AR) y bajo riesgo (BR) con base en la interacción con 
oncogenes relacionados a la carcinogénesis) (3,4).

Las lesiones por VPH no son consideradas dentro 
de los desórdenes potencialmente malignos (5), porque 
generalmente son provocadas por VPH-BR. Sin embar-
go, se considera que cualquier agente que ocasiona el 
aumento de la proliferación celular aumenta el riesgo de 
transformación neoplásica (6).Además tres datos obteni-
dos recientemente obligan a evaluar la posibilidad de 
transformación neoplásica de las lesiones verrucopapi-
lares  de la cavidad oral (LVPO); 1) se ha reportado un 
aumento en la co-infección por VPH-AR con VPH-BR en 
citologías cervicales con presencia de neoplasia intraepi-
telial en cualquiera de sus grados (7).  2) la displasia epite-
lial oral asociada al virus del papiloma humano (VPH-
DEO) se incorporó recientemente la 5ta Clasificación 
de la OMS de los tumores de cabeza y cuello, como un 
tumor de distinto tipo de displasia oral caracterizada por 
una arquitectura típica con cambios arquitecturales y 

Introducción y 
Antecedentes

Objectives: to evaluate the risk of malignant potential 
through toluidine blue staining and dysplastic grading of 
verrucous papillary lesions of the oral cavity (VPLO). 
Materials and methods: patients with VPLO located in the 
oral cavity were identified to whom toluidine blue was 
applied and dysplastic changes were subsequently evalu-
ated and graded histopathologically as absent, low or high 
risk of malignant transformation. Patients who refused 
toluidine blue staining, did not accept excisional biopsy 
or had insufficient tissue, or the tissue lack of presence of 
koilocytes, damage associated with the presence of human 
papilloma virus were eliminated from the study. 
Results: Thirty-four patients with VPLO were included, 
of which 4 were found to have positive toluidine blue 
staining. Of these, 3 cases were considered intense and 
1 was mild.
Conclusions: LVPO may emit a positive stain to toluidine 
blue as well as present a heterogeneous variety of ar-
chitectural and cytological dysplastic changes evaluated 
histopathologically, which in all samples, according to 
the binary system, are classified as low risk of malignant 
transformation.

Resumo



Vol XXVI - Nº44 / Julio - Diciembre 2024 

InvestIgacIónOdontoestomatología

3

Materiales y Métodos

GrAdIfIcAcIón hIstopAtolóGIcA

pruebA de deteccIón oportunA
de tpMo.

En la clínica de patología y medicina bucal de la Uni-
versidad de Guadalajara se captaron pacientes con lesio-
nes detectadas clínicamente por especialistas en el área 
como LVPO con la aplicación de los siguientes criterios de 
inclusión: lesiones de primera vez no asociadas a algún 

citológicos causados por VPH-AR (8,9) y  3) los factores de 
riesgo asociados al carcinoma oral de células escamosas 
en adultos jóvenes incluye la infección por el virus del 
papiloma humano (10,11).

Dentro de los métodos adyuvantes utilizados como 
auxiliar en la selección de lesiones con riesgo de maligni- 
zación, el de mayor acceso a nivel mundial y con mejores 
porcentajes de sensibilidad y especificidad reportados es 
el azul de toluidina (AT) (12,13). Esta tinción supravital se 
ha utilizado para resaltar lesiones orales potencialmente 
malignas y poder identificar lesiones tempranas, que 
podrían pasar desapercibidas en el examen clínico (14,15). 
El AT (también conocido como cloruro de tolonio) es 
un colorante metacromático acidófilo que tiñe selectiva-
mente los componentes ácidos del tejido, por lo que tiene 
afinidad por los ácidos nucleicos y, por lo tanto, se une al 
material nuclear de los tejidos con un alto contenido de 
ADN y ARN (15).

Richart propuso por primera vez el uso del AT como 
tinción vital para revelar displasia y carcinoma in situ del 
cuello uterino. Neibel y Chomet y Shedd y colaboradores 
fueron los primeros en informar sobre la aplicación vital 
de AT para la detección de lesiones premalignas y malig-
nas de la cavidad bucal. Ellos confirmaron la propiedad 
de AT para verificar lesiones clínicamente sospechosas 
como neoplásicas, así como para delimitar márgenes de 
lesiones premalignas y crecimiento maligno, y detectar 
tumores satélites o inadvertidos (16).

El marcador ampliamente aceptado para evaluar el 
riesgo de que un trastorno potencialmente maligna oral 
(TPMO) eventualmente sufra transformación maligna, es 
la presencia y el grado de displasia histopatológica en la 
lesión. La displasia se define como  cambios arquitectóni-
cos y citológicos epiteliales específicos, secundarios a la 
pérdida de maduración normal y estratificación (17).

Se han propuesto diversos enfoques para la gradu-
ación de la displasia epitelial oral (DEO), pero se reconoce 
que el sistema binario, que clasifica en baja o alto grado 
de displasia, es el que presenta menor ambigüedad (17,18).

Hasta ahora no existen estudios que haya evaluado 
ambos métodos en LVPO por lo que se desconoce si estos 
cuentan con algún riesgo de transformación maligna. Por 
lo que el objetivo del presente trabajo es evaluar la pos-
itividad con el azul de toluidina y los cambios histológi-
cos de displasia en LVPO.

síndrome o condición hereditaria con la aceptación de 
consentimiento informado o asentimiento en pacientes 
menores de edad. Dentro de los criterios de eliminación 
se consideraron a los pacientes que no accedieron a la 
aplicación del azul de toluidina o no continuaron el proce-
so para la evaluación histopatológica, así como muestras 
que no contaron con el daño citopático (coilocitos) aso-
ciado a la presencia de VPH . El proyecto de investigación 
fue aprobado por el comíte de ética e investigación de la 
Universidad de Guadalajara CI-04219.

Las lesiones fueron retiradas mediante biopsia escisional. 
Luego del procedimiento quirúrgico, el tejido obtenido 
se sumergió en formol al 10% para su posterior estudio 
histopatológico. Se identificaron las lesiones con cambios 
citológicos asociados a la infección por VPH con presen-
cia de coilocitos. La gradificación se realizó de acuerdo 
con el  sistema binario establecido por la Organización 
Mundial de la Salud en el 2005 (19) en el cual se toman en 
cuenta nueve posibles alteraciones arquitectónicas como 
son: 1) estratificación irregular, 2) perdida de polaridad 
de las células basales, 3) procesos gotosos, 4) queratini-
zación prematura generalizada, 5) altas mitosis en todo el 
epitelio, 6) perlas de queratina, 7) anidamiento de células 
basales, 8) arquitectura papilar o verrucosa, 9) perdida 
de la cohesión de los queratinocitos. A la vez considera 
nueve alteraciones citológicas tales como: 1) variación 
anormal en el tamaño del núcleo, 2) variación anormal 
en la forma nuclear, 3) variación anormal en el tamaño de 
la célula, 4) variación anormal en la forma de la célula, 
5) incremento en la relación núcleo-citoplasma, 6) figuras 
mitóticas atípicas, 7) incremento del tamaño, 8) número 

Posteriormente al llenado de datos sociodemográficos 
se realizó la prueba de tinción intravital con azul de 
toluidina de acuerdo a protocolos previamente estable-
cidos (15). Inicialmente se le pide al paciente que realice 
enjuagues con agua potable durante 20 s para retirar el 
espesor de la saliva; luego se limpia la lesión con un hiso-
po de algodón impregnado con Bluedetect limpia (ácido 
Acético 1%) por 20s, posteriormente se aplica Bluede-
tect tiñe (Azul de Toluidina 1%) por 20s. Para limpiar 
nuevamente se aplicó bluedetect limpia igualmente por 
20s y finalmente se le solicitó al paciente se enjugará con 
agua potable dos veces. La interpretación fue basada en 
la intensidad del color azul la cual pudo ser de leve a un 
azul intenso para considerarlo positivo, mientras que la 
ausencia total del color se interpretó como negativo.
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resultados
De los 34 casos incluidos en el estudio, 23 (67,6%) corres-
pondieron al sexo masculino y 11 (32,3%) al sexo femeni-

figura 1. Positividad al AT de LVPO. 
A. LVPO en paladar blando que muestra coloración azul intensa (+) a la tinción por AT 
B. LVPO en paladar duro en el margen gingival que muestra mayor intensidad del azul (+) en las hendiduras de la placa 
verrucosa 
C. LVPO en orofaringe con espectro intenso del azul en la totalidad de la lesión 
D. LVPO de intensidad leve (+) en vientre de lengua.

de nucleolos, 9) hipercromasia.
La gradificación de los cambios displásicos se basó en 

la sumatoria de los cambios displásicos, que de acuerdo 
con la propuesta por la OMS en 2017 (20), displasia de 
alto grado se consideró cuando existieron >5 cambios 
citológicos y > 4 cambios arquitectónicos, y displasia de 
bajo grado cuando se presentaron <5 cambios citológi-
cos y <4 cambios arquitectónicos.

no con un promedio de edad de 32,4 años. La localización 
más frecuente fue paladar duro o blando con 12 (35,3%) 
casos ubicados en esta zona. La siguiente zona anatómi-
ca oral afectada con mayor frecuencia fue la encía con 9 
(26,5%) casos mientras que las ubicaciones con menores 
frecuencias fueron la lengua en la que se identificaron 7 
casos (20,6%) y la orofaringe con 6 (17,6%) casos. 

Cuatro casos al realizar la tinción intravital mostraron 
la retención del reactivo dando un espectro azul sobre 
el tejido de la lesión. Tres fueron interpretadas en un 
espectro azul intenso a la absorción del AT (Figura 1 A, 
B y C) y 1 caso se determinó como leve (Figura 2D).

Referente a los cambios displásicos arquitectónicos, se 
observó apariencia verrucosa o papilar en todos los casos 
(Figura 2A). El siguiente cambio displásico que se detectó 
fue la pérdida de la polaridad del núcleo (Figura 2B), pre- 
sente en 4 casos (11,8%). 

Se reconocieron cambios displásicos citológicos, de 
los cuales el hipercromatismo nuclear (Figura 2C) tuvo 

mayor presencia en 16 (47,0%) de los casos, seguido por 
la alteración en la relación núcleo-citoplasma (Figura 2D) 
en 14 (41,2%) muestras. En menor proporción fue posible 
apreciar aumento en el tamaño y número de nucleo-
los (Imagen 2E), en 4 lesiones de los casos analizados 
(11,8%) y variación en el tamaño de la célula en 1 caso 
(Figura 3E) (2,9%). 
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figura 2. Cambios displasicos en LVPO. 
Arquitecturales:

A. apariencia verrucosa o papilar 
B. perdida de la polaridad del núcleo de las 
células basales. 

Citológicos: 
C. hipercromatismo nuclear  
D. alteración en la relación núcleo-citoplasma 
E. aumento en el tamaño y número de nucleolos 
F. variación en el tamaño de la célula. 
Las magnificaciones se encuentran a 4, 10 y 40 x.
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figura 3. Sumatoria de cambios celulares y arquitecturales agrupados de acuerdo al resultado de la tinción 
intravital.

El grupo de lesiones negativas a la tinción mostraron una frecuencia descendente conforme se aumentaba la cantidad 
de cambios arquitecturales o celulares (flecha morada), contrario a las lesiones positivias, donde la frecuencia ascien-
de a mayor número de cambios (flecha naranja). 

Dados los datos recabados, se clasifican los casos en displasia epitelial de bajo grado.

discusión
El desarrollo del carcinoma oral de células escamosas 
ocurre en un proceso multietapas a partir de la hiperpla-
sia epitelial inicial que puede progresar hacia un carcino-
ma invasivo (21).

Hasta ahora no existían estudios que hayan utilizado 
métodos previamente establecidos para la identificación 
de lesiones con cambios displasicos en el tamizaje clínico 
e histopatológico.

El AT se basa en que las células displásicas y neoplási-
cas pueden contener cuantitativamente más ácido nucléi-
co que los tejidos normales. Además, el epitelio maligno 
puede contener canales intracelulares más anchos que el 
epitelio normal, lo que puede facilitar la utilización del 
AT (22). Las otras propuestas sobre la adopción del AT en 
los carcinomas y tejidos displásicos incluye la alta den 

sidad del material nuclear, la pérdida de cohesión celular 
y aumento de la mitosis (23).

Este es el primer estudio que expone imágenes de 
LVPO positivas al AT. La positividad por el AT en las LVPO 
se puede adjudicar a la sumatoria de características dis-
plásicas que pueden estar presentes en el tejido infectado, 
pues como se observó en los resultados las LVPO positivas 
pueden presentar (hasta 6 cambios displásicos). Algunos 
casos presentaron en conjunto hipercromatismo nuclear, 
aumento en la relación núcleo-citoplasma, aumento en 
el tamaño y número de nucleolos, variación en el tamaño 
de la célula, apariencia verrucosa o papilar y pérdida de la 
polaridad del núcleo. Además, las lesiones que tiñeron son 
las que presentaron el aumento en el tamaño y número 
de nucleolos, lo cual representa la alta actividad mitótica. 

0
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Debido a la hiperplasia provocada por el VPH, todas las 
lesiones contaron con al menos 1 cambio displásico ar-
quitectural hasta 6 cambios displásicos ya sea citológico 
y/o arquitecturales, que de acuerdo a la imagen 4 fueron 

las lesiones positivas a AT las que contaron con mayor 
número de cambios citológicos a diferencias de las negativas 
las cuales se concentraron en 1 a 3 cambios displásicos.
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Pero esto no es posible demostrarlo en la totalidad con 
la evaluaciòn histopatológica, y aunque el sitema binario 
es una herramienta útil para el riesgo de transformación 
maligna, no esta esclarecido cuales elementos arquitec-
tonicos o citologicos son los que se asocian directamente 
a un proceso de carcinogenesis. En la actualidad para 
valorar la actividad mitótica asì com la infección por VPH 
es necesario sumar métodos moleculares con la presen-
cia del inmunomarcador ki67 para conocer el indice 
mitótico (24) y en el caso de la infección se requiere el 
reconocimiento de ADN viral perteneciente al VPH (25).

Aunque la gradificación estableció que todas las lesio-
nes se encontraban en bajo riesgo, se enfatiza que este 
resultado no implica la inexistencia de riesgo, ya que se ha 
demostrado que lesiones positivas a AT muestran altera- 
ciones genéticas asociadas a la perdida de heterocigo-
sidad en múltiples sitios del material genético, evento 
frecuentemente implicado en las multietapas de carcino-
génesis del cáncer de cabeza y cuello (26).
En nuestra búsqueda sólo se encontró un trabajo en el 
cual se evaluó la posibilidad del riesgo de malignidad a 
través de la evaluación por la detección de genotipos de 
VPH-AR y VPH-BR presentes en los papilomas escamosos 
de la cavidad oral, así como el marcaje de proliferación 
celular por ki67. Tales investigadores al contrastar con 
tejidos tumorales con cáncer oral y de orofaringe, obtu-
vieron en sus resultados que los VPH-AR sólo se presen-
taban en los tejidos malignos y que el marcaje de ki67 no 

se podía considerar positivo para las lesiones por VPH (27). 
A pesar de utilizar una metodología muy sofisticada, en 
cavidad oral, la tinción por AT es de acceso fácil y puede 
ser realizado por cualquier especialista en el área de la 
salud. De igual manera la evaluación de datos displásicos 
pueden ser descritos en el reporte histopatológico.

No obstante el presente trabajo, no cuenta con el sufi-
ciente tamaño de muestra para determinar la sensibili-
dad o especificidad del AT en predecir la transformación 
maligna, así como descartar la posibilidad de encontrar 
LVPO con características displásicas gradificadas en alto 
riesgo. Pero este estudio prueba que el daño por VPH en 
los tejidos orales no es autolimitado y homogéneo, que 
pueden existir lesiones positivas al AT y presentar uno o 
más cambios displásicos. Es importante considerar que 
la tinción con azul de toluidina puede revelar alteraciones 
citológicas que son difíciles de detectar clínicamente. Sin 
embargo, estas alteraciones no siempre están relacio-
nadas con una transformación maligna. A pesar de esto, 
no se debe desestimar completamente el uso del azul de 
toluidina para el monitoreo del cáncer bucal, ya que la 
técnica presenta una alta sensibilidad. La baja especi-
ficidad se atribuye a la elevada tasa de falsos positivos, 
a menudo causada por una interpretación incorrecta del 
contexto clínico (28). Sin embargo, estos resultados pueden 
servir de precedente para futuros estudios, ya que no se 
desestima totalmente el uso del azul de toluidina para.

Las LVPO pueden emitir una tinción positiva al azul de toluidina así como presen-
tar una variedad heterogenea de cambios displásicos arquitecturales y citológicos 
evaluados histopatologicamente. Sin embargo se requieren investigaciones con mayor 
tamaño de muestra para analizar el riesgo de transformación maligna. 

conclusión
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