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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue identificar y tipificar Virus Epstein Barr y Virus
Papiloma Humano en carcinoma espinocelular en cavidad bucal y
bucofaringe, con el fin de establecer relacion entre la infeccidon viral y los
cambios en lesiones potencialmente malignas (displasias) y malignas
(carcinoma espinocelular). Entre agosto-2008 y febrero-2009, se obtuvieron
48 muestras de lesiones de displasia epitelial y carcinoma espinocelular de
cavidad bucal y bucofaringe de pacientes que asistieron al Servicio de
Cabeza y Cuello del Hospital Oncolégico Dr. Luis Razetti, al Postgrado de
Cirugia Bucal y al Laboratorio Central de Histopatologia Dr. Pedro Tinoco, de
la Facultad de Odontologia de la Universidad Central de Venezuela. Dichos
casos fueron distribuidos en 3 grupos: Grupo diagnosticado con carcinoma
espinocelular (28 individuos); grupo diagnosticado con displasia epitelial (10
individuos) y Grupo control (10 individuos). A estas muestras se les aplicaron
técnicas de biologia molecular. Para la identificacion vy tipificacion de VPH se
aplicé el ensayo INNO-LIPA genotiping extra, de alta sensibilidad y
especificidad. Para la identificacion de VEB se aplico Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (RCP), empleando el kit Epstein Barr Virus- BMLF1. Los
resultados fueron analizados estadisticamente. En la muestra fue
predominante el género masculino (60%) sobre el femenino (39%) con una
edad promedio de 52 afios, el rango de edad mas frecuente fue el de
mayores de 50 afios. El 78% de los pacientes con diagndstico de carcinoma
y el 80% de los pacientes diagnosticados con displasia resultaron ser
fumadores, representando el habito tabaquico el factor etiolégico extrinseco
mas frecuente. La localizacién anatébmica mas comun para ambos grupo de
estudio fue el reborde alveolar seguido de la bucofaringe. El diagndstico
histopatolégico predominante para el grupo carcinoma fue carcinoma
espinocelular bien diferenciado, y para el grupo displasia el diagnéstico de
displasia epitelial moderada. La infeccion por VEB alcanzé un 55,6% en el
grupo de pacientes con displasias. El VPH se identificé en el 60,7% de los
pacientes con carcinoma y en la totalidad de los pacientes con displasia
epitelial. El genotipo de VPH més frecuentemente identificado fue le VPH 16,
seguido de VPH 18, VPH 6, VPH 11 y VPH 33. Un total de 5 pacientes del
grupo displasia presentd coinfeccion por VEB y VPH. Los resultados de la
investigacion promueven el desarrollo de nuevos estudios orientados a
despejar las incognitas que persisten en el tema de la participacion de las
infecciones virales en el desarrollo de carcinomas bucales y bucofaringeos,
como también a la ampliacion de los recursos del profesional de la
odontologia y cirujanos bucales en el area de la patologia Bucal.



INTRODUCCION

En la actualidad es aceptado el papel de las coinfecciones por VPH y
VEB en la carcinogénesis de células escamosas de cabeza y cuello. Ambos
virus son considerados factores de riesgo para el desarrollo de estas
neoplasias. Sin embargo reportes recientes como el de Liuzzi y col;(2007)
plantean el estudio otros tipos de virus, en especial de VPH, considerados de
bajo riesgo, concluyendo que la presencia de VPH en Carcinoma
espinocelular de cabeza y cuello se han asociado a una enfermedad de
menor agresividad con evidencia de tumores bien diferenciados y en
estadios menores, y con pacientes con mejores tasas de sobrevida general y

libres de enfermedad.

En otra publicacion Correnti y col; (2004) reporta 50% de casos
positivos a infeccion por VPH en una muestra de 18 pacientes con

carcinoma espinocelular en cavidad bucal en una poblacién venezolana.

Chiang y col (2008) concluyen que los pacientes con identificacion
positiva para VPH-16 en los fluidos salivales posterior a tratamiento,

presentan alto riesgo de desarrollar recurrencia y metastasis a distancia.

Estos, junto con muchos otros estudios demuestran no solo el papel

de las infecciones virales en la génesis de los carcinomas espinocelulares,



sino que proyectan un mayor alcance en la aplicabilidad de estos
marcadores como diagnosticos y prondsticos de la evolucion de la

enfermedad.

Es por lo antes expuesto que se hace necesario continuar
investigaciones orientadas a identificar la presencia de patdégenos como
virus Epstein-Barr y Virus de Papiloma Humano y su rol en el desarrollo del
carcinoma espinocelular en cavidad bucal, con la finalidad perfeccionar el
conocimiento de la patogénesis de estos tumores, por lo tanto esta
investigacion plantea como objetivo la deteccion y tipificacion de Virus
Papiloma Humano y Virus Epstein-Barr en Carcinoma espinocelular bucal y
bucofaringeo, en los pacientes del Instituto Oncoldgico “Dr. Luis Razetti” y
Laboratorio Central de Histopatologia Dr. Pedro Tinoco de La Facultad de

Odontologia de La Universidad Central de Venezuela.

Alcanzar este objetivo traeria importantes aportes para la prevencion
del cancer como por ejemplo la implementacién de programas de vacunacién
contra los virus para poblacion de alto riesgo; establecimiento de protocolos
de atencion que minimicen el riesgo de transmision iatrogénica entre

pacientes; entre otras.
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|.- ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

1. - Carcinoma espinocelular o de células escamosas

El cancer constituye en Venezuela una de las primeras causas de

morbilidad y mortalidad, de tal magnitud, que si una de cada cuatro personas

alcanza la edad de 74 afios, puede padecer alguna de sus variedades y una

de cada siete tiene el riesgo de morir por cancer.(Capote, 2006)

En la figura 1 se presentan las primeras cinco causas de mortalidad

en ambos géneros en Venezuela para el afio 2005, de acuerdo a lo

publicado en el Anuario de Mortalidad del Ministerio de Sanidad (MS). Como
puede observarse el cancer ocupa el segundo lugar entre las diversas
causas de muerte, posicion, que ha mantenido en los ultimos 25 afios,

siendo sélo superado por enfermedades del corazén y representando el 15

% de la mortalidad diagnosticada en el pais.

Tabla 1 primeras cinco causas de mortalidad
en Venezuela. Ambos Géneros. 2005

Causas de muerte

Mortalidad

ey

ad by —

e

Enfermedades del corazdn. 24 353
|

Cancer. I8 155
Enferm. cerebrovasculares. 8 693
Suicidios y Homicidios. 8614
Accidentes de todo tipo. 8471
Otras causas 49 543

20,71
14,93
7,40
7,31
7.19
42,05

Total
Fuen

117 831

te: anuario de mortalidad 2005, MSDS

100,00
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Aproximadamente uno de cada tres americanos viven en la actualidad
con una enfermedad maligna en desarrollo, segun refiere Neville (2002).
Alrededor del 54% de estas personas afectadas sobreviven a esta
enfermedad; el cancer causa 552.200 muertes al afio en los estados Unidos

lo que significa el 20% de mortalidad general en este pais.

El cancer bucal representa mas del 3% de todos los canceres en los
Estados Unidos, pero éste es el sexto cancer mas comun en hombres y el
doceavo en mujeres. En algunos paises como la India, éste es el cancer mas
comun. Aproximadamente el 94% de todas las lesiones malignas en cavidad

bucal son Carcinomas espino celulares.

Neville (2003) reporta que entre la poblacion adulta de América del
Norte, el carcinoma bucal se encuentra entre las 25 lesiones de la mucosa
bucal con mayor prevalencia y que aproximadamente 21.000 nuevos casos
son diagnosticados anualmente, provocando mas de 6.000 muertes en este

pais al afo.

La Federacion Odontolégica Latinoamericana, afirma que el cancer
bucal tiene una prevalencia del 5%, y que representa una patologia grave
con implicaciones psicosociales y econdémicas importantes, ya que solo el

15% de los casos se diagnostican en etapas tempranas de la enfermedad.

12



La Organizacion Mundial de la Salud (2005), define el carcinoma
espinocelular o de Células Escamosas (CCE) como una neoplasia epitelial
invasiva con distintos grados de diferenciacion de las células escamosas y
que es propenso a la rapida y extensiva produccién de nédulos linfaticos
metastaticos, y que ocurre predominantemente en adultos con habitos
tabaquicos y alcohdlicos, entre la quinta y sexta década de vida.

Compromete a la piel y a las mucosas con epitelio escamoso.

Es el primer cancer més frecuente de la cavidad bucal, con importante
crecimiento de las tasas de incidencia en las Ultimas décadas, especialmente

en inmunodeprimidos.

Su etiopatogenia se considera multifactorial. Muchos estudios
identifican como factores de riesgo el habito tabaquico, el consumo de
tabaco masticado, el habito alcohdlico, asi como la dieta pobre en
betacarotenos y vitamina A, la predisposicion genética, la contaminacion
ambiental entre otros.(Forastiere, 2001; Pintos, 2008; Pérez-Ordofiez, 2006;

Ben-Izhak, 2005)

La revista Médica del Instituto Mexicano de Seguro Social en el 2006
reporta que el 80% de los casos de carcinoma de células escamosas de la

cavidad bucal (CACECB) se asociaron a consumo de alcohol y tabaco y que

13



en la mitad de estos casos hubo asociacion con la infeccion por VPH. Por
otra parte los estudios empleando la reaccion en cadena de la polimerasa
(RCP) mostraron asociacion con CACECB en 69% de los pacientes que
consumian tabaco y alcohol, comparado con el 29% de los individuos que no

los consumian.

En recientes décadas los datos moleculares y epidemiologicos
obtenidos indican la participacion de Virus Papiloma Humano y Virus
Epstein-Barr como factores coadyuvantes para el desarrollo del CACECB.
Adicionalmente estan involucrados en mutaciones de distintos genes,
especialmente del gen supresor de tumor p53. También puede surgir de
novo o de lesiones pre malignas existentes como Leucoplasias Verrugosas

proliferativas.

El comportamiento biolégico depende de una serie de variables
clinico-patologicas tales como: localizacion; tamafo; caracteristicas
histopatolégicas del tumor y si este es localmente invasivo y posee

capacidad metastastisante.

2. Signos y sintomas

Los pacientes con pequefios CCE bucales o bucofaringeos, por lo

general se presentan asintomaticos o presentan leves sintomas y minimas
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manifestaciones, es por eso que el profesional debe ser cuidadoso en el
examen clinico y muy suspicaz en especial si el paciente refiere habitos

tabaquico y/o alcohdlico.

Los pacientes se pueden presentar con lesiones rojas, lesiones mixtas
rojas y blancas o con placas (Leucoplasias). Sin embargo muchos pacientes
se presentan con signos y sintomas de enfermedad local avanzada. Las

caracteristicas clinicas varian segun la zona bucal afectada.

Mucosa recrecida y ulcerada, dolor, dolor referido al oido, halitosis,
dificultad para hablar, trismos, dificultad y dolor para masticar y deglutir,
sangramiento, y tumoraciones en el cuello, son los sintomas que
comunmente se presentan en carcinomas avanzados de la cavidad oral y

bucofaringe.

En ocasiones los pacientes se presentan con nédulos en el cuello sin

ningun otro signo ni lesién en la cavidad bucal.

Los casos de carcinoma extremadamente avanzados se presenta
como tumoraciones ulceroproliferativas con areas de necrosis y extendidas
hacia estructuras vecinas como hueso, musculos y piel. En los estadios
terminales el paciente puede presentar fistulas oro-cutaneas, hemorragias

continuas, anemia severa y caguexia.
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Segun Ben-lzhak y Col; (2005), La ubicacion anatbmica mas comun
es la lengua usualmente en reborde lateral posterior y en la superficie
ventral. El piso de boca es afectado con mayor frecuencia en hombres pero
tiende a aumentar su incidencia en los ultimos afios en mujeres. Otros sitios
de aparicion de esta lesidon, en orden descendente de frecuencia son:

paladar blando, encia, mucosa bucal, mucosa labial y paladar duro.

El carcinoma de lengua representa alrededor del 50% de los
canceres intrabucales estudiados en la poblacion Norte americana (Neville,

2002).

Dos de cada tres carcinomas linguales son indoloros. Aparecen como
masas induradas o ulceras ubicadas en los bordes laterales de la lengua
hacia la parte posterior; 20% se ubican en los bordes laterales anteriores o
en la superficie ventral, y solo el 4% ocurre en el dorso de la lengua. La
lengua es el sitio involucrado en pacientes jévenes y, es la Unica ubicacion

anatdmica donde se ha reportado carcinoma espino celular bucal congénito.

El carcinoma de piso de boca representa el 35% de todos los

canceres intrabucales y se observa un incremento en la frecuencia de éste

en mujeres.
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De todos los carcinomas intrabucales, los de piso de boca son los mas
relacionados con inicio en lesiones preexistentes como leucoplasia o
eritroplasia. Por otra parte los carcinomas en piso de boca son los mas
comunmente asociados con desarrollo de lesiones secundarias en otra area

del tracto aerodigestivo o en 6rganos distantes.

Los carcinomas en reborde alveolar y encia por lo general cursan
asintomaticos y mayormente provienen de mucosa queratinizada de la parte
posterior de la mandibula (zona de terceros molares). Estos tumores tienen
la especial propiedad de mimetizar inflamaciones benignas o lesiones
reactivas, como los granulomas piogénicos, los cuales son muy comunes en

la encia.

Cuando el céancer se desarrolla en areas edéntulas, pueden tener
aspecto de mucosa flacida en relacibn a los flancos de la dentadura
removible y con aspecto superficial de una hiperplasia fibrosa inflamatoria.
Los tumores del maxilar en el arco alveolar pueden extenderse hasta el
paladar duro. Si el tumor se encuentra adyacente a piezas dentarias, este
puede mimetizar una enfermedad periodontal o un granuloma piogénico. Los
carcinomas gingivales tienden a destruir la estructura 6sea subsiguiente

produciendo movilidad dentaria.
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El carcinoma del labio inferior usualmente inicia en el borde bermellén
y aparece como una lesion indurada o como una ulcera. El carcinoma de

labio superior es raro, por lo general se origina de carcinoma de piel.

Los tumores en el paladar duro frecuentemente se presentan como

proliferaciones papilares o exofiticas.

En el paladar blando el carcinoma se presenta con aspecto de ulcera
con margenes definidos. En el caso del carcinoma ubicado en las amigdalas
tiene aspecto de ulcera o exofitico. En ocasiones este carcinoma se presenta

con nédulos linfaticos en el cuello y sin ningln otro signo o sintoma.

3. Clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud para los tumores

de la cavidad bucal y bucofaringe

18
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3.1 Carcinoma Verrugoso

Aungue es poco comun, el 75% de todos los casos de Ca verrugoso
(CV) ocurren en la cavidad bucal. Esta es una variante exofitica y de lento
crecimiento del CCE. Se presenta comunmente en individuos del sexo

masculino y de edad avanzada.

El uso crénico de tabaco masticado es aceptado como el principal
factor etiolégico del CV bucal. Los tipos 16 y 18 de VPH han sido
identificados en mas del 40% de CV bucal. El CV bucal comienza como una
placa queratdcica bien definida y que desarrolla proyecciones papilares o
verruguiformes en la superficie. En ocasiones la lesibn se presenta

eritematosa o con papulas de color rosa.

La coloracion de la lesion depende de la cantidad de queratina
producida y del grado de respuesta inflamatoria del huésped hacia el tumor.
Es comuUn encontrar queratosis actinica en las mucosas adyacentes en

aguellos pacientes que consumen tabaco masticado.

Cuando el tumor no se encuentra infectado o no esta lesionando los

nervios alveolares, se presenta como una lesion asintomatica.

21



Histopatologicamente el CV consiste en una gruesa capa de epitelio
escamoso bien diferenciado y con marcada queratinizacion que se invagina
en el estroma. Las mitosis son raras y se observan en las capas basales. Se

observa denso infiltrado linfocitico.

En relacion a los diagnosticos diferenciales del CV incluyen CCE
exofitico, CV hibrido, CCE papilar, papiloma queratinizante de células

escamosas Yy la verruga vulgar.

En relacién al prondstico y a los factores predictivos: el CV esta
caracterizado por un desarrollo lento y localmente invasivo que causa
destruccion extensa si no es tratado. El CV puro no posee capacidad
metastatisante. En contraste el CV hibrido tiene potencial de producir
metastasis, y es por esto que el tratamiento de pacientes con este
diagndstico es similar al manejo de los pacientes con CCE. El CV tiene un
excelente prondstico, se reporta una tasa de sobrevida de cinco afios del 85

al 95% en CV laringeo.

Los pacientes con CV pueden ser tratados quirdrgicamente o con
radioterapia, sin embargo la cirugia arroja mejores resultados, pero la
radioterapia representa una alternativa a quienes no son candidatos a

cirugia.
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3.2 Carcinoma Basaloide de células escamosas (CBCE)

El carcinoma basaloide de células escamosas (CBCE) es una variante
agresiva y bien diferenciada de CAEC compuesto tanto por componentes

escamosos como basaloides.

El CBCE se presenta en ambos sexos, pero es predominante en
hombres entre 60 y 80 afios. Clinicamente puede presentarse con masas en
el cuello, dolor, ronquera, disfagia y sangramiento. Macroscépicamente se
presenta como una masa con ulceracion central con extensiva sub-mucosa
indurada que puede ser confundida con un tumor de glandulas salivales
menores 0 un tumor de tejido blando. En cuanto a la histopatologia el CBCE
presenta dos componentes: basaliode y células escamosas. Las células
basaloides son pequefas, con nucleos hipercrométicos sin nucléolos y con
citoplasma escaso, ellas se encuentran muy juntas, organizadas en un
patrén solido y con configuracion lobular, y en algunos casos presentan en la

periferia disposicién en empalizada.

Hay una caracteristica distintiva del CBCE que no se encuentra en el
CCE, son pequefios espacios quisticos que contienen material que reacciona
al PAS asi como hialinizacion del estroma. CBCE siempre esta asociado a
componentes de CCE tales como carcinoma in situ o carcinoma de células

escamosas queratinizante invasivo, estos estan usualmente localizados

23



superficialmente, y quizas solo se presenten como una diferenciacion
escamosa focal dentro de los islotes basaloides de tumor. El cruce entre

células escamosas y basaloiedes puede ser abrupto.

El CBCE raramente es asociado a componentes de células
espinosas. La metastasis puede demostrar carcinoma basaloide, carcinoma

escamoso 0 ambos.

Dentro de los diagnésticos diferenciales del CBCE se encuentran el
carcinoma neuroendocrino, carcinoma adenoideo quistico y el carcinoma

adeno-esacamoso.

El carcinoma neuroendocrino tipicamente no presenta diferenciacion
de las células escamosas, y tiene una respuesta positiva fuerte a los
marcadores endocrinos. El carcinoma adenoideo quistico, especialmente la
variante solida, puede parecerse al CBCE pero el carcinoma adenoideo
quistico posee componente mioepitelial y falta en la mayoria de los casos de
diferenciacion escamosa. Por otra parte, los nddulos linfaticos metastaticos
cervicales comunes del CBCE, son muy raros en el CA adenoideo quistico.
Los adenocarcinomas y carcinomas adenoescamosos se pueden diferenciar
del CBCE por la presencia de verdaderas diferenciaciones ducto glandulares

y por mucina intracelular.
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3.3 Carcinoma papilar de células escamosas

El carcinoma papilar de células escamosas (CPCE) es una variante
del CAEC caracterizado por un desarrollo exofitico, papilomatoso, y tiene un
pronéstico favorable. El CPCE se presenta predominantemente en hombres
entre la sexta y séptima década. El abuso de tabaco y alcohol son
considerados factores etiologicos, algunos tipos de VPH se sugiere pueden
ser causa de CPCE, se reporta una prevalencia de VPH que varia de un 0 a
un 48% pero el rol de estos virus en la carcinogénesis no esta

completamente claro.

La ronquera y la obstruccion de las vias aéreas son los sintomas que
mas frecuentemente se presentan, otros sintomas incluyen disfagia, tos,

irritacion de la garganta y hemoptisis.

En cuanto a las caracteristicas macroscopicas tenemos que el CPCE
se presenta como una lesion tumoral suave. Friable, de aspecto polipoide,
exofitico y papilar. Frecuentemente se presenta pediculado pero también

se describen lesiones con base sésil.

En relacion a la capacidad de producir metastasis, este carcinoma

puede producirlas en nodulos linfaticos regionales pero rara vez a distancia.
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Se han descrito metastisis pulmonares en pacientes con CPCE laringeo.

(Ferlito y col;1994)

Histopatologicamente el tumor se caracteriza por un predominante
patrén de desarrollo papilar. Estas papilas presentan un nacleo fibrovascular
cubierto por células Basaloides neoplasicas inmaduras por células mas
pleomdrficas; por lo general con minimas queratosis. Los focos de necrosis y
hemorragia son frecuentes.

La invasion estromal consiste en Unicos o multiples nidos de células
tumorales con denso infiltrado inflamatorio linfocitico en la interfase tumor-
estroma. Si no se observa invasion del estroma, la lesion podria clasificarse

como hiperplasia papilar atipica o CPCE in situ.

Los diagnésticos diferenciales del CPCE incluyen papiloma escamoso
y CA verrugoso por lo similar de sus arquitecturas, el CPCE se reconoce

facilmente por la atipia del epitelio escamoso. (Ferlito y col; 1999)

Segun Batsalis y Suéarez (2000) la distincién entre carcinoma de
células escamosas papilar y exofitico puede ser complicada ya que los

criterios de diagnostico del Ca exofitico no estan claramente delimitados.

En general las proyecciones papilares del CPCE son mucho mas

definidas que las del CCE exofitico. Suarez y col; (2000) sugieren que el
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CPCE puede evolucionar de hiperplasias mucosas papilares o papilomas de

células escamosas preexistentes.

3.4 Carcinoma de células fusiformes (CCF)

Esta inusual variante es mas comun en laringe que en cavidad bucal u
orifaringe.

El carcinoma de células fusiformes (CCF) es un tumor bifasico
compuesto por células escamosas bien sea in situ y/o invasivas, y un
componente de células fusiformes malignas con apariencia mesenquimal,

pero de origen epitelial; segun lo describe Neville (2002)

En su estudio; Lewis, Olsen y Sebo (2000), plantean que el CCF se
presenta predominantemente en hombres en la sétima década de vida, y
asocian su etiologia con el consumo de tabaco y alcohol asi como a la
exposicion a la radiacion. Consideran la laringe como localizacion mas

comun en cabeza y cuello.

En relacion a los sintomas usualmente se describe ronquera, disfagia

y obstruccién de la via aérea.

Macroscopicamente se observa una lesion de apariencia papiloide de

tamafio variable. La superficie se presenta frecuentemente ulcerada.
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En relacion a las metastasis de CCF a nodulos linfaticos regionales
ocurre en un 25% de los casos, pero la diseminacion a distancia es menos

comun. (Thompson, Wineke, Miettinen, Heffner, 2002)

Histopatologicamente el componente fusiforme usualmente conforma
la mayor parte del tumor, por lo que puede presentar varios patrones. Los
patrones mas comunes son los que recuerdan al fibrosarcoma o al
histiocitoma fibroso maligno. En algunos casos el patron puede parecer
menos maligno y recordar al de una proliferacion fibroblastica reactiva o una
atipia del estroma inducida por radiacion. Focos de diferenciacion
osteosarcomatoide, condrosarcomatoide o rabdosarcomatoide pueden

evidenciarse en particular en pacientes con radioterapia.

La evidencia de derivaciones de epitelio escamoso pueden ser
observadas tanto como carcinoma in situ como carcinoma de células

escamosas invasivo.

3.5 Carcinoma Acantolitico de células escamosas (CACE)

La Organizacion Mundial de la Salud (2005) lo define como una
variante rara del CAEC, caracterizada por la acantolisis de las células
tumorales creando una pseudos luz y una falsa apariencia de diferenciacion

granular.
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No se conoce ningun factor etiolégico relacionado con la acantolisis

mucosa del CACE. (Brito y col; 2000)

El labio es la localizacion bucal mas comun, no se describen signos
clinicos caracteristicos. Histopatologicamente la OMS refiere que esta
neoplasia esta compuesta por carcinoma de de células escamosas, pero con
focos de acantolisis en los nidos de tumor, creando una aparente

diferenciacion glandular.

La pseudo luz usualmente contiene células acantdliticas y células
disqueratdcicas, o restos celulares, pero también puede estar vacia. Estas
son mas comunes en las areas profundas del tumor. EI componente
predominante es el CCE y usualmente es moderadamente diferenciado. El

estroma es usualmente desmoplasico y con respuesta inflamatoria.

Muchas veces el CACE debe diferenciarse del carcinoma
adenoescamoso, del carcinoma edenoideoquistico y del carcinoma
mucoepidermoide. Esto se logra por la demostracion de cordones de
verdadera formacion de glandulas; ausencia de células mioepitelalies y
ausencia de mucina. Los marcadores vasculares pueden ser utilizados para

distinguirlo del angiosarcoma.
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3.6 Carcinoma adenoescamoso (CAAE)

Esta rara y agresiva neoplasia se origina de epitelio superficial y se
caracteriza por presentar tanto Ca de células escamosas asi como verdadero
adenocarcinoma. El sexo masculino presenta predisposicion con tendencia a

desarrollarse entre la sexta y séptima década de vida.

En la cavidad bucal, esta variante es un CCE con areas de
adenocarcinoma, frecuentemente se identifica como un componente de un
gran CCE.

El habito tabaquico y el consumo de alcohol se relaciona con su

etiologia segun la OMS (2005) el sitio mas frecuente es la laringe.

Entre las caracteristicas clinicas el paciente presenta ronquera,

disfagia y/o hemoptisis.

Microscopicamente puede presentarse como una masa exofitica o

polipoide, o como una induracién mucosa, frecuentemente ulcerada.

Histopatologicamente presenta caracteristicas tanto de verdadero
adenocarcinoma como de CCE. Los dos componentes se presentan muy
cercanos pero nunca mezclados como en el carcinoma mucoepidermoide. El

componente CCE puede presentarse tanto in situ como invasivo. El
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componente adenocarcinoma tiende a aparecer en las profundidades del
tumor. Este consiste en estructuras tubulares que pueden derivar en
“glandulas dentro de glandulas”.

La produccibn de mucina es tipica, tanto intraluminal como
intracelular. Sin embargo la mucina no es un requerimiento para el
diagndstico entre la presencia de verdaderas formaciones glandulo-ductales.
Las metastasis usualmente presentan ambos componentes, con el

predominio de alguno.

Los diagnosticos diferenciales incluyen Ca mucoepidermoide,
carcinoma acantolitico de células escamosas, y sialometaplasia necrotizante.
El diagnéstico diferencial mas importante es con Ca mucoepidermoide, por

presentar ambos pobre prondstico.

Tabla 4 Diagnésticos diferenciales entre Carcinoma adenoescamoso y
Carcinoma Mucoepidermiode en cabeza y cuello

Componente escamoso in situ No hay Componente escamoso in situ

Perlas de queratina Pocas perlas de queratina
Disposicion no lobular Disposicidn lobular

FUENTE: Barnes L. y col; 2005
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3.7 Carcinoma Caniculatum (epitelioma caniculatum)

Esta rara variante de carcinoma bucal presenta similitudes con
lesiones mas comunmente descritas en miembros inferiores con infiltracion
tumoral en la profundidad del hueso. Los tumores pueden mostrar
proliferacion del epitelio escamoso estratificado en procesos amplios con
ndcleos de queratina y criptas llenas de queratina socavadas en el hueso,

pero con caracteristicas obvias de malignidad.

El diagnéstico por biopsia puede ser dificil y es necesaria la

correlacion con la clinica y los estudios radiograficos.

4. Epidemiologia

El carcinoma espinocelular es la principal neoplasia de células
queratinizantes de la epidermis y el tumor mas frecuente de semimucosas y
mucosas bucales y genitales. Ocupa el segundo lugar en incidencia dentro
de los tumores malignos de piel y mucosas, después del Carcinoma de
Células Basales, con una relacion 1:4; aunque en algunos paises esta

relacion se aproxima a 1:2 (Sociedad Argentina de Dermatologia 2005)

El carcinoma de cabeza y cuello representa la quinta neoplasia

maligna mas comun en el mundo entero, pero este término define un grupo
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heterogéneo de neoplasias malignas, involucrando diferentes subtipos con
factores de riesgo y caracteristicas patoldgicas similares. La mayoria de
estos carcinomas de cabeza y cuello corresponden a Carcinoma
Espinocelulares (CAEC), originarias del epitelio del tracto aero-digestivo
superiores como lo son cavidad bucal, laringe y orofaringe. (Termine y col.,

2008 ).

El carcinoma espinocelular de cabeza y cuello (CAECCC)
representa una significativa causa de morbilidad y mortalidad, con una
incidencia de aproximadamente 540.000 nuevos casos en el mundo y

271.000 muertes para alcanzar una mortalidad del 50% (Varela y col; 2007)

ncka

South Central Asia

MNeorthem America

W incidence
Meaetality
Figura 2 Tasas de incidencia y mortalidad de los tumores de la cavidad bucal y faringe

(todas las edades) en género masculino por 100.000 en poblacién y afio.
FUENTE: Barnes L. y col; 2005
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Especificamente el carcinoma espinocelular de la cavidad bucal
(CAECCB) ocupa el sexto lugar de frecuencia de lesiones malignas de esta
area y la mayor causa de morbilidad y mortalidad a nivel mundial (Huang y
col; 2008) con una incidencia de mas 330.000 casos anuales en hombres, y
mas de 100.00 en mujeres (3% de todos lo casos de cancer) lo que
representa el 8% de todos los casos de cancer, y con un porcentaje de
sobrevida que no ha variado en los ultimos afos. (Pintos y col; 2008,

Franceschi y col; 2000)

Kreimer y Col; (2005) reportan 5.046 casos de CAEC en 60 estudios
de 20 paises, de los cuales 2.642 conforman Ca de cavidad bucal, 969 Ca de
faringe y 1.435 Ca de laringe. Un estimado de 4.350 nuevos casos de
CAECCB son diagnosticados anualmente en Canada, con 1.560 tumores
relacionados con muerte para alcanzar una mortalidad de 36%.(Canadian

Cancer Society, 2005)

En India y el Sureste de Asia el CAECCB representa el 50% del total
de los tumores malignos reportados. (Huang y col; 2008). La OMS en el afio
2005 refiere que en hombres, el pais con mayor incidencia en el mundo
occidental es Francia, y los que presentan elevado aumento de los casos son
Suiza, Norte de Italia, Europa del Este y Central y parte de Latinoameérica.

Los casos son aun mayores en el Sur de Asia tanto en hombres como en
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mujeres. Este tipo de cancer se presenta mas frecuentemente en paises en

vias al desarrollo y es mas comun entre hombre que entre mujeres.

Figura 3 Incidencia global de los tumores de la cavidad bucal y bucofaringe (todas
las edades) en género masculino por 100.000 en poblacién y afio.

FUENTE: Barnes L. y col ; 2005

5. Bases moleculares del CCE

El carcinoma espinocelular de cabeza y cuello se presenta como una
enfermedad multifactorial con anormalidades moleculares complejas. Esta se
produce cuando un numero suficiente de alteraciones genéticas afectan de
manera irreversible la regulacién de la division celular y la apoptosis, lo que
trae como resultado un tejido de crecimiento rapido y desordenado (Parkin y

col; 2001). Las bases moleculares de la carcinogénesis oral se encuentran
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en estudio, los cuales parten de la premisa de que esta patologia se
desarrolla a partir de una lesion premaligna, que a consecuencia de una
expansion clonal de células con alteraciones genéticas acumulativas

progresa a una invasion maligna.

Las células basales del epitelio oral presentan normalmente una tasa
relativamente alta de actividad mitotica. La aceleracion anormal de sus ciclos
celulares es uno de los pilares de la carcinogénesis. Las células pueden ser
estimuladas con el fin de que se dividan cuando son secretados factores de
crecimiento por parte de las células adyacentes o, incluso por la propia

célula.

Estos factores pueden originar una alteracion en la calidad o
cantidad de las proteinas reguladoras del ciclo celular, e inducir de forma
ocasional un crecimiento sin control. Los factores de crecimiento se unen a
receptores de la superficie celular, o que induce la actividad de cinasa dentro

del citoplasma adyacente a la region de union.

Empleando vias bioquimicas de transduccion de sefiales, los
factores de crecimiento progresan con el fin de activar los factores de
trascripcion. Que se unen a los genes diana para dar lugar a proteinas
(Ciclinas), que activan el ciclo celular de forma descontrolada, en ocasiones.

Los loci génicos especificos responsables de producir proteinas que pueden
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alterar el ciclo de replicacion de las células se denominan oncogenes y sus

productos proteicos se denominan oncoproteinas.

Cuando los oncogenes son activados para producir excesos de
proteinas que estimulan la mitosis, el resultado es un crecimiento neoplasico.
La alteracion de la actividad del oncogen ha sido asociada con uno o mas de
los factores ambientales como tabaquismo, alcoholismo, nutricion, entre

otros.

Las ciclinas activadas y las cinasas dependientes de ciclinas (CDC)
fosforilan a proteinas como pRB, y liberan el factor de trascripcion E2F de su
lugar de union, todo lo cual da como resultado la sintesis de proteinas

promotoras de mitosis, que llevan a la célula hacia las fases G1/S y G2/M.

Normalmente el ciclo de replicacion celular se encuentra
monitorizado y regulado por las proteinas supresoras de tumores (PST), que
son capaces de frenar el ciclo celular y conducir a las células hacia la
apoptosis. Se sabe que las PST p16, p53 y p21 detienen la progresion
anormal del ciclo celular. Los céanceres bucales muestran una alta
propension a tener mutacion en los genes supresores, con el consiguiente

funcionamiento alterado de las PST y la hiperactivacion del ciclo celular.
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Segun Van Der Riet (1994) la perdida de la region cromosomal 9p21
se describe en el 70-80% de los casos representando asi la alteracion
genética mas comun observada en la displasia escamosa y en CAECCC. La
pérdida del caracter heterocigoto de 9p21, aparece como un evento
temprano en la neoplasia escamosa de cabeza y cuello y puede encontrarse
el lesiones prenoeplasicas, incluyendo 30% de los casos de hiperplasia

escamosa.

La pérdida de la regibn cromosomal 3p, es otro evento genético
temprano en las displasias escamosas y CAECCC invasivo (Rosin y col;

2000).

La mutacion de p53 se observa en aproximadamente en el 50% de
los casos de CAECCC. Muchas de estas mutaciones parecen ocurrir
tardiamente en la progresién de displasia epitelial a carcinoma invasivo
(Nawroz y col., 1994). En un estudio que incluyé 102 carcinomas invasivos,
13 displasias severas, y 24 casos de carcinomas escamosas in situ, Boyle et
al (1993) reportd la prevalencia de mutacion de p53 en un 43% de los
carcinomas invasivos y 19% en las lesiones no invasivas. En un estudio
longitudinal de 10 pacientes con biopsias secuenciales en fase de progresion
de hiperplasia o displasia moderada a carcinoma in situ 0 carcinoma
invasivo, Shahnavaz et al (2000) identific6 mutaciones de p53 en 1 de 12

displasias (8%), 2 de 3 en carcinomas in situ (66%), y 6 de 8 en carcinomas
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invasivos (75%). Cercano al 64% de las mutaciones de p53 en CECCC que
ocurren en los nucledtidos Guanina, se desencadenan por exposicion a

carcinégenos como el tabaco (Boyle et al, 1993).

La sobre expresion de ciclina D1 se observa en el 30 a 60% de los
casos de CAECCC y estan asociados al incremento de los nddulos linfaticos
metastasicos y al mal pronostico. Ciclina D1 induce la fosforilacion de Rb,
esto causa el avance de la fase G1 a la fase S. La amplificacion y sobre
expresion de la ciclina D1 es descrita en mas del 40% de los casos de
displasia oral escamosa, incluyendo displasias moderadas (Merediht y col;

1995).

6. Factores etiologicos

6.1 Tabaco y alcohol

Dos factores de riesgo dominante para el CCE son el uso de tabaco
inhalado y el abuso de alcohol, los que presentan fuerte sinergismo. El
alcohol y el tabaco son responsables del 75% de las enfermedades malignas
que atacan la cavidad bucal y la bucofaringe en Europa, las Américas y

Japon. (Negriy col;1993)

Se ha demostrado que no soélo los productos de combustion del

tabaco son nocivos para la mucosa, sino también materiales que se extraen
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del tabaco cuando se masca o al rape que permite que se descanse sobre el

fondo del vestibulo. (Walshy col., 2000)

Entre los principales componentes del tabaco se encuentran: N-
nitrosamina, n-nitroso, nornicita y 4 (metilnitrosamina) 1-(3-piridil)-1 butanona,
como uno de los elementos mas importantes en la génesis de los procesos
premalignos y malignos de la cavidad bucal. La nicotina afecta la circulaciéon
periférica de los tejidos, causando una importante vasoconstriccion de las
mucosas, por lo cual se disminuye el aporte de los elementos de reparacion
por la sangre al tejido bucal y por consiguiente se debilita la capacidad de
cicatrizacion, también puede estar suprimido el sistema inmune, esto a causa
de una reduccién de la quimiotaxis y fagocitosis por parte de los leucocitos.
Ademas la nicotina causa dafios a la matriz extracelular de fibroblastos de la
mucosa bucal. Una concentracion menor de 0,075% causa muerte celular,
una de 0,75% causa vacuolacion de los fibroblastos por consiguiente

aumenta la gravedad de cualquier patologia a nivel bucal.

Por otra parte se ha sugerido que ingerir alcohol tiene importancia
etiologica por ser irritante de las mucosas por contener etanol el cual inhibe
la produccion de p53. Por lo tanto su asociacion con el tabaco aumenta su

condicion de factor de riesgo.
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El aumento de la incidencia de CAEC en los paises occidentales en
los afos recientes puede atribuirse al aumento en el consumo de alcohol en
Europa del norte asi como el aumento del consumo de tabaco en partes del

sur de Europa. (Macfarlane y col; 1996)

Un incremento importante en el factor de riesgo ha sido reportado
entre los pacientes fumadores que no consumen alcohol y en menor grado
en aguellos no fumadores pero con marcado habito alcohélico. (La Veccia y

col; 1999)

El tabaco no inhalado es la mayor causa de CAEC bucal o
bucofaringeo en el subcontinente asiatico, parte del sureste de Asia; China y
Taiwan, al igual que en poblaciones de emigrantes provenientes de estas

zonas, especialmente aquellos que consumen betel quid . (Znaor y col; 2003)

El betel o paan quid es un compuesto de sustancias naturales
(nueces de areca, hojas de betel, lima y quizas hojas de tabaco) que se
mastica por su efecto psicoestimulante. Entre los consumidores de betel en
Asia, el riesgo de por vida de desarrollar cancer bucal es de un importante
8%. Este habito esta muy asociado al desarrollo de lesiones precancerosas
tales como leucoplasias (Neville, 2005). La nuez de areca fue declarada
como conocido carcinogeno en humanos en 2003 por la International Agency

for Research on Cancer (IAEC). En la India cerca del 50% de los canceres de
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cavidad bucal y bucofaringe en hombres y el 90% en mujeres, lo conforman

consumidores de betel. (OMS 2003)

Los productos tradicionales del tabaco usados en Sudan y en el
Oriente Medio, son pulverizados y fermentados y luego mezclados con
bicarbonato de sodio, lo que contiene altos niveles de nitrosaminas y posee

un alto nivel carcinogénico. (Idris; Ahmed, Maliki, 1995)

En trabajo publicado por el colegio odontoldgico espafiol (2007)
(Valera y col; 2007) reportan una serie de 218 pacientes de los cuales 97 son
casos con carcinoma en cavidad bucal y 121 pacientes control. De los
pacientes casos el 83 % afirma ser fumadores y el 74.7% responde
positivamente al habito de consumo de alcohol. 64.9% de estos pacientes
afirma el consumo conjunto de dichos toxicos, existiendo una relacion directa
entre cancer oral, el habito tabaquico y la intensidad del mismo, hasta el
punto de poder explicar por si mismo entre el 83% de todos los canceres
bucales ocurridos en la poblacién de Galicia estudiada , lo que concuerda
con el 70 al 81% determinado por Negri et al en todos los pacientes
diagnosticados con carcinoma bucal en el norte de Italia ( Negri y col; 1993);
y con el 82% descrito por Garrote y col. (2001) en una poblacion cubana. El
resultado de esta investigacion resalta que el riesgo de padecer cancer bucal
aumenta 6 veces en pacientes fumadores y se duplica en pacientes con

habito alcohdlico.
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6.2 Nutricién

Es conocido que los pacientes con deficiencias de hierro
especialmente severa como es el caso de los pacientes con sindrome de
plumier-vinson o Paterson Kelly; se asocian con un riesgo elevado de CAEC
en esofago, bucofaringe y cavidad bucal. Las personas con esta deficiencia
tienden a presentar defectos en las células mediadoras de la inmunidad, por
otra parte, el hierro es esencial para el funcionamiento normal de las células
epiteliales de tracto aerodigestivo superior. En estados de deficiencia, estas
células epiteliales degeneran mas rapido y producen una mucosa atroéfica o

inmadura.

Otra deficiencia nutricional con conocido efecto sobre los tejidos es
la de la vitamina A. La deficiencia de vitamina A produce una queratizaciéon
excesiva de la piel y membranas mucosas, asi como se ha sugerido que la
vitamina juega un rol preventivo para el cancer bucal. segun refiere Neville

(2005).

Los Niveles sanguineos de retinol y la cantidad de betacarotenos
ingeridos por la dieta se cree seran inversamente proporcionales al riesgo de
presentar CCE o leucoplasias. Las terapias prolongadas con acido retinoico y
betacarotenos pueden asociarse a regresion de algunas leucoplasias o a la

reduccion del grado de severidad de algunas displasias.
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6.3 Infecciones

6.3.1 Bacterianas y Micoéticas

Varios agentes infecciosos, como las bacterias (sifilis) y hongos
(candidiasis), han sido consideradas factores predisponentes para el

desarrollo de CAECCB.

a) Sifilis

Esta completamente aceptado la fuerte asociacién que existe entre
la sifilis terciaria y el desarrollo de cancer en el dorso de la lengua. Entre las
personas que poseen Ca lingual es 5 veces mas comdn determinar una
serologia positiva por sifilis que entre aquellas personas que no presentan

diagnostico de cancer.

Los arsénicos y metales pesados utilizados para el tratamiento de la
sifilis, antes del advenimiento de los antibiéticos poseian propiedades
carcinogénicas por si mismas, y probablemente hayan sido los responsables
del desarrollo temprano de carcinomas en esta enfermedad. A pesar de la
fisiopatologia de la sifilis, hoy en dia es poco comun encontrar asociacion

entre ésta y el desarrollo de neoplasias malignas bucales, esto debido a que
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la infeccidn, por lo general, es diagnosticada y tratada antes de alcanzar la

etapa terciaria. (Neville, 2002)

b) Candidiasis

La candidiasis hiperplasica frecuentemente se menciona como una
condicion oral precancerosa. Experimentalmente algunas cepas de candida
albicans producen lesiones hiperqueratonicas en el dorso de la lengua sin
presentar ningun otro factor que pueda considerarse contribuyente a la
formacién de neoplasias malignas. En otros estudios se han demostrado que
algunas cepas producen nitrosaminas, sustancias quimicas que estan
implicadas en la carcinogénesis; por lo que estas cepas podrian ser
potenciales promotoras del cancer bucal, sin embargo. Hasta la fecha es muy

circunstancial la evidencia. (Neville, 2002; Saapp, 2005)

6.3.2 Virales

Los virus oncogénicos pueden jugar un papel importante en una
variedad de naoplasias malignas. Los agentes virales capaces de integrarse
en el material genético del hospedero quizas sean particularmente peligrosos

y potencialmente capaces de comandar la habilidad del hospedero de regular
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el desarrollo normal y la proliferacion de las células infectadas, de esta forma

facilitando el proceso de transformacion maligna.

En el pasado, los retrovirus, adenovirus, virus de herpes simple, y el
virus papiloma humano, todos ellos eran sospechosos de desempeiiar un
papel notable en el desarrollo de carcinomas en la cavidad bucal. Sin
embargo, aparentemente, es solo el VPH el implicado no solo en carcinoma
de la cavidad bucal sino también en carcinoma de laringe, Faringe, esofago,

cuello uterino, vulva y pene.(Neville, 2002)

En multiples estudios realizados en las ultimas décadas, se han
identificado la presencia de virus como el Epstein Barr y virus de papiloma
humano en lesiones neoplasicas, y se ha correlacionado esta asociacion

como posible etiologia de estas patologias

a) VIRUS EPSTEIN-BARR

Es poco el conocimiento reportado en relacién a infecciones por virus
Epstein-Barr (VEB) en carcinomas epiteliales, esto debido a que no se han

disefiado modelos in vitro apropiados, y a que la contribucion de VEB en el
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desarrollo de patologias malignas no esta clara; sin embargo en los ultimos

afios son muchos los estudios orientados a esclarecer estas incognitas.

La data concerniente al papel de VEB en la carcinogénesis CAEC en
cavidad bucal es controversial. EI DNA viral es encontrado en 0 al 70% de

estos carcinomas (Kobayashi y col; 1999).

Virus Epstein-Barr (VEB), fue identificado por primera vez en 1964
por medio de microscopio electronico en células cultivadas de un Linfoma de
Burkitt (Gulley, M 2001). VEB es miembro del grupo de virus de herpes
humano (herpesviridae), es un virus de DNA de doble cadena, con genoma
recubierto por capside viral compuesta por glicoproteina GP350 que permite
su unién al receptor CP21 de la membrana celular de los Linfocitos B. (Sand
y col; 2002) Aproximadamente el 90% de los adultos poseen anticuerpos
demostrables para VEB. In vivo. La infeccion se restringe a dos tipos de
células, las buconasofaringeas o en el epitelio de las glandulas salivales y los
linfocitos B. VEB posee la habilidad de producir una infeccién latente, con
periodos de silencio de la infeccion viral, caracterizada por baja expresion de

los genes virales y minimos efectos citopaticos.

48



Teniendo como puerta de entrada el epitelio del tracto aerodigestivo
superior, este virus es el agente causal de la mononucleosis infecciosa. La
infeccion de las células B se caracteriza por ser una infeccion latente,
volviendo a esta inmortal y permitiendo que replique su genoma viral para

constituir nuevos virus.

VEB se asocia a la leucoplasia vellosa bucal; al linfoma de Burkitt y el
carcinoma nasofaringeo. VEB se ha aislado tanto en mucosa normal como

en CAEC en cavidad bucal.

Mas recientemente se han reportado la presencia del genoma viral
en tumores similares a linfoepiteliomas de otras localizaciones tales como
estbmago (Oda y col; 2003. Grimstein y col;2002), sistema nervioso central
(MacMahon y col; 1991), higado (Sawara y col;1999) mama (Labrecque y
col; 1995. Bonnet y col;.1999), pulmén (Wong y col; 1995. Han y col; 2001.
Castro y col; 2001), colon (Samaha y col; 1998.), esé6fago (Chen y col 2003.)
y vias biliares (Jeng y col; 2001). Este diagnostico molecular se realiza por lo
general con reaccion de cadena de polimerasa (RCP), hibridacion in situ, 0
evaluando los bloques de parafina de las biopsias de dichos pacientes con

técnicas de inmunohistoquimica.
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En estudio realizado en Venezuela por Ponce, Lares, Mattar,
Correnti y Avila (2006) de un total de 48 pacientes intervenidos se estudiaron
adecuadamente 41 muestras. El promedio de edad de los pacientes era de
55 afios, la mayor parte eran del sexo masculino (75,6%) y el 80,5% referia

habitos tabaquicos y alcohdlicos.

En cuanto a la localizacion de las muestras tomadas, 19 (46,3%)
eran de laringe, 7 (17%) de nasofaringe, 3 (7,3%) de fosas nasales, 2 (4,8%)
de amigdalas, 2 de lengua, 2 de mucosa yugal, 2 de paladar y 2 de senos
piriformes. Por Udltimo se tom6 1 muestra de antro maxilar y otra de

mandibula (2,4%).

La gran mayoria de las muestras correspondian, en el estudio
anatomopatolégico definitivo, a lesiones tumorales malignas (75,6%), sélo 10
de estas eran lesiones benignas. De las lesiones malignas, 24 (77,4%)
correspondian a carcinomas escamosos Y el resto (22,6%) a otras histologias
tales como linfoepiteliomas (2), carcinoma adenoideo quistico, carcinoma
basocelular, carcinoma ameloblastico y un carcinoma papilar de tiroides
lingual. Las lesiones benignas eran en su mayoria nodulos laringeos,
acantosis y papilomatosis de la mucosa faringea y 2 hiperplasias de tejido

linfoide en amigdala y nasofaringe.
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En cuanto a la determinacion del genoma viral, se encontré que 18
de las 41 muestras (43,9%) eran positivas para VEB y 23 (56,1%) eran
negativas. Trece de los tumores malignos resultaron positivos para el
genoma del VEB (41,9%), mientras que el 48,1% restante (18 muestras)
resultaron negativas. La mitad de las lesiones benignas tuvieron presente el

ADN del VEB y la otra mitad fue negativa para esta determinacion .

b) Virus Papiloma Humano

Virus de Papiloma Humano ha sido implicado en una variedad de
enfermedades del area anogenital y aerodigestiva, que van desde verrugas
comunes, pasando por papilomas laringeos hasta carcinoma cervical. La
primera vez que se aislaron particulas de este virus, fue en 1933 en la

papilomatosis de un conejo (Ha y Califano, 2004)

Los virus de papiloma humano o papilomavirus forman parte de la
familia de los papovirus. Son virus que poseen una sola molécula de DNA de
doble cadena protegida por una capside, que contiene proteinas de
superficie facilitando la fijacién del virus a células susceptibles. El virus de

papiloma humano mide aproximadamente 50nm de diametro.

o1



La via de transmision del virus es diversa: puede ocurrir por via
perinatal, por infeccion transpalacentaria, por liquido amnidtico, por contacto
sexual, por autoinoculacion y algunos autores sugieren transmision por

saliva. Suele adquirirse en etapas tempranas de la vida.

El virus de papiloma humano se caracteriza por ser epiteliotropico,
es decir, tiene afinidad por los tejidos epiteliales como lo son todas las zonas
recubiertas por piel y mucosas o por ambas, como la boca, faringe, lengua,
amigdalas, vagina, pene y ano. La transmision del virus ocurre cuando entra
en contacto con dichas regiones permitiendo la transferencia entre células
epiteliales (Correnti y col; 2004). EI VPH conforma un grupo grande de virus
de los cuales se han identificado mas de 100 tipos, de estos cerca de 40 son
de transmision sexual y afectan principalmente a las células epiteliales de la

piel y la mucosa, y generalmente lo hacen en las capas basales.

Este gran numero de tipos virales se dividen en dos grandes grupos
segun el riesgo que presentan de producir cancer: de alto riesgo y de bajo

riesgo oncogeénico.
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El VPH de bajo riesgo es aquel cuyo riesgo de producir cancer es
minimo y son el VPH 6,11,40,42,53,54 y 57. Los VPH que provocan
papilomas laringeos estan en este grupo. Los VPH de alto riesgo son los que
se encuentran con mayor frecuencia asociados a los casos de cancer e
incluyen el VPH 16, 18, 31, 35, 39,45, 51, 52, 56 y 58, de este grupo el VPH
16 y 18 son los mas importantes (Liuzzi y col; 2007). De estos tipos de VPH
en la cavidad bucal se han identificado el
1,2,3,4,6,7,10,11,13,16,18,31,32,33,35 y 57. El 13 y el 32 son exclusivos de
la cavidad bucal. La mayoria de esos virus son de bajo riesgo oncogénico
asociados a lesiones papilomatosas benignas: el 6 y 11 estan asociados a
papiloma bucal; 6 y 4 a verruga vulgar, 11 al condiloma acuminado; 13y 32 a
la hiperplasia epitelial focal, y tienen bajo potencial de progresiéon maligna. En
contraste, los genotipos de alto riesgo oncogénicos como el 16,18, 31, 33y
35, estan asociados con leucoplasia y carcinoma espino celular.( Corrrenti y

col; 2004)

Los papilomavirus pueden presentar diferentes tropismos, es decir,
preferencias por tipos de epitelio determinados, o por una zona concreta de
la piel. Asi algunos papilomas afectan la mucosa oral, otros la mucosa
laringea, otros los genitales externos y otros la mucosa cervical. (Ha y

Califano, 2004).
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El genoma tipico del VPH consiste en ocho genes que se clasifican
en temprano (E) o tardios (L) segun el momento de su expresion en el ciclo
vital. Los genes tempranos 0 precoses intervienen en la regulacién de la
transcripcion, mientras que los genes tardios codifican las proteinas del

capside viral usadas en la produccion de nuevos virus. ( Ha y Califano, 2004)

Los genes E1 y E2 intervienen especificamente en el control de la
transcripcion y replicacion del genoma, el gen E4 se ignora su funcién pero
se cree que fomenta la fase reproductiva del ciclo vital del virus papiloma.
Los genes E6 y E7 obstaculizan el control de la transcripcion y ciclo celular
de la célula huésped. Los genes tardios L1 y L2 codifican las proteinas de

capside viral. (Correntiy col; 2004 )

En cuanto a la deteccion de VPH en mucosa bucal normal, sugiere
gue no todas las infecciones por el virus necesariamente llevaran a una
carcinogénesis, y la importancia de identificar los factores que poseen la

habilidad de inducir transformaciéon maligna.
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7. VPH Y Cancer bucal

Walboomers y col; (1999) refiere que el mecanismo de
carcinogénesis de VPH fue identificado por primera vez en cancer cervical.
Alrededor del mundo un 90% de los canceres cervicales estan relacionados
con infecciones por VPH, y son los tipos 16 y 18 los implicados en la mayoria

de los casos.

Recientemente, varios estudios han sido consistentes en la
identificacion de diferentes tipos de carcinomas en la cavidad oral los cuales
parecieran presentar una relacion etiolégica con la infeccion por VPH (Pintos

y col., 2008)

En el plano celular la cavidad bucal posee una estructura muy
semejante a la de la vagina y el cuello uterino; dichos 6rganos tienen las
mismas células epiteliales, que son el blanco de VPH 16 y 18. La mayor
parte de los canceres bucales son provenientes de células epiteliales, sobre

todo carcinomas de células escamosas.
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Desde la 6ptica molecular dos genes regulan la division celular
normal Rb y p53: Rb produce los factores de transcripcion necesarios para el
avance a traveés del ciclo celular. Esto denota que Rb impide que la célula se
divida hasta que haya sintetizado suficientes proteinas para la division
celular. E2F es la proteina que produce Rb, lo que convierte a Rb en un
gen/proteina supresor de tumores que impide continde el ciclo celular hasta
gue hayan acumulado suficientes proteinas, en especial E2F. Cuando el
VPH infecta a una célula, el gen E7 se fija a Rb de tal modo que Rb
transcribe E2F y las otras proteinas. Esta es una sefial para que el ciclo
celular avance. En tanto E7 permanezca fijo a Rb, el ciclo celular continuara,
causando un ciclo de reproduccion celular incontrolada, caracteristica que
define a la célula maligna (Corrrenti ycol; 2004, Parkin y col; 2001, Liuzzi y

col; 2007)

P53 es el otro gen que VPH ataca. En una célula, p53 actia en
respuesta al DNA dafiado. Cuando se deteriora el DNA de una célula, p53
detiene la divisiébn celular y dirige a los genes comprometidos en la
reparacion de ADN a fin de corregir el dafio. Si no es posible reparar el DNA,
p53 causa entonces la apoptosis, garantizando asi que la célula dafiada
muera y no se divida. En las células cancerosas, la proteina p53 aparece
deteriorada o no funcional. Esto favorece que las células con DNA alterado

sigan viviendo en lugar de ser destruidas. La proteina viral E6 puede fijarse a
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la proteina p53 e inactivarlo. Lo anterior permite que el virus tome la
maquinaria de la célula y se reproduzca, dado que el gen p53 inhibido por el
virus no puede detenerlo o comenzar el proceso de muerte celular. La
division repetida de células con la informacion del DNA alterada es el inicio
de la formacion de un tumor maligno. Ademas de bloquear al gen p53
celular, la proteina viral E6 activa la telomerasa, enzima que sintetiza las
secuencias repetitivas del teldmero. La activacion de esta enzima conserva
el ciclo celular repetido que continda produciendo células infectadas con el
virus. Esto deriva en cancer a medida que las células mutantes siguen

reproduciéndose sin control.

La correlacion entre el CAECCC y VPH sigue siendo motivo de
estudio. En el afio 2005 Kreimer, Clifford, Boyle y Franceschi, en su estudio,
tienen como objetivo determinar la prevalencia mundial, por tipo y
distribucion de VPH en tumores de CCECC. En este presentan un total de
5.046 casos de CCE distribuidos en 60 estudios de 26 paises, del total de
casos 2.646 corresponden a CCE de cavidad bucal, 969 a CCE en
bucofaringe y 1.435 a CCE laringeo. Del total de biopsias un 26% resulto
positiva para VPH (bucofaringe 35,9%, bucal 23,5%, laringe 24%). Del total
de CCE bucofaringeos con resultado positivo a VPH 86,7% corresponde al
tipo 16, en los CCE bucales el 68,2% muestra el tipo 16, y del total de CCE

de laringe positivo a VPH en 69,2% se identifica también el tipo 16. Otro
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resultado que arroja esta investigacion es que el tipo de VPH mas

comunmente identificado es el 16 seguido del 18.

En Venezuela Liuzzi, Estanga, Castillo, Correnti, Mijares y Gardie
(2007) publican los resultados de su estudio de tipifacion del virus papiloma
humano en carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, donde de
un total de 29 pacientes 12 (41,38%) presentan el carcinoma en cavidad
bucal, de los cuales 7 (58.33%) son positivos a VPH; 10 (34,4%) presentan el
tumor en laringe y resultan VPH positivo 3 casos (30%). Finalmente de 6

tumores en bucofaringe ninguno presenta infeccion por VPH.

En estudio realizado en Montreal, Canada (Pintosy col.) y publicado en
el 2008, los investigadores presentan un total de 72 casos de CAEC de los
que 14 (19,4%) se diagnostican con infeccién por VPH; igualmente de 129
controles se identifica VPH en 6 casos (4,7%). En este estudio se identifican
con tipos de VPH de alto riesgo oncogénico 13 de los 14 casos positivos y 1

con tipos de bajo riesgo oncogénico.

En un meta-analisis publicado por Termine y col; (2008) de un total de
62 estudios analizados, 15 sin especificacion de la localizacion del CAEC y
47 de CAECCB, suman un total de 4.852 casos, y los resultados se

presentan en los siguientes cuadros.
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Tabla 5 Resultados de varios estudios de deteccion de VPH en biopsias en parafina de CAECCC en sitios
no especificos, utilizando PRC e Hibridacidn in situ.

Afio

1991
1995
1997
1997
1999
2001
2001
2002
2003
2004
2004
2005
2006

Autores

Watts et al. [34]
Fouret et al. [40]
Fouret et al. [41]
Portugal et al. [42]
Pintos et al. [43]
Lindel et al. [44]
Mork et al. [45]

Ha et al [46]
Dahlstrom et al. [47]
Paradiso et al. [48]
Yang et al. [49]
Tachezy et al. [50]
Hammastedt et al. [51]

FUENTE: Termine y col; 2008

No. De casos

Pais

Método N

USA
France
France
USA
Canada
Germany
Norway
USA
USA
Ttaly
Taiwan
Czech Republic
Sweden

ISH

PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR

CAECCC sitio no especificado

VPH +
29 60
15 114
19 10.7
11 11
17 16.8
14 14.1
15 9
1 2.1
8 29.6
D) 8.8
4 10.8
35 51.5
99 48.8

Tipo

16, 18
16
n.d.
n.d.
n.d.
16

16

16

16
n.d.
16, 18
16, 33
16
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Tabla 6 Resultados de varios estudios de deteccion de VPH en biopsias en parafina de CAEC en cavidad bucal,
utilizando PRC e Hibridacion in situ.

CAECB VPH +
Afio Autaores No. De casos Pais Método N %
1988 Syrjanen et al. [52] 51 Finland ISH 6 11.8
1990 Chang et al. [53] 40 Finland ISH; PCR 1; 11 2.5 27
1990 Greer et al. [54] 100 USA ISH A 6
1991 Young and Min [55] 27 USA PCR 0 0
1991 Zeuss et al.[56] 15 Spain ISH 0 0
1993 Holladay and Gerald [57] 39 USA PCR 7 17.9
1994 Brandwein et al. [58] 64 USA PCR 16 25
1994 Gonzalez-Moles et al. [59] 27 Spain ISH 10 37
1995 Shindoh et al. [60] 77 Japan PCR 24 31.2
1995 Van Rensburg et al. [61] a6 South Africa ISH 1 1.5
1996 Cruz et al. [62] 35 The Netherlands PCR 19 54.3
1996 Mao et al. [63] 64 USA PCR 20 31
1996 Van Rensburg et al. [64] 146 South Africa PCR 2 1.4
1997 Wen et al. [65] 45 Japan PCR 14 31.1
1998 Ibrahim et al. [66] 88 Sudan 1SH; PCR 0; 0 0; 0
1998 Koh et al. [67] 42 Korea PCR 22 52
1998 Premoli-De-Percoco et al. [68] 50 Venezuela ISH 35 70
1998 Schwartz et al. [69] 193 USA PCR 41 21.2
1999 Aggelopoulou et al. [70] 81 Greece PCR 40 49
1999 Pillai et al. [71] 61 India PCR 17 16.8
2000 Badaracco et al. [72] 66 Italy PCR 24 36.4
2000 Bouda et al. [73] 19 Greece PCR 18 94.7
2000 Cao et al. [74] 40 China PCR 29 72.5
2000 Patima et al. [75] 73 China PCR 54 74
2000 Sand et al. [76] 24 Sweden PCR 3 5
2000 Tsuhako et al. [77] 83 Japan PCR 48 56.9
2001 Premoli-De-Percoco et al. [78] 50 Venezuela PCR 30 60
2001 Schwartz et al. [79] 254 USA PCR 62 244
2002 Chen et al [80] 29 Taiwan PCR 24 82.7
2002 Kojima et al. [81] 55 Japan PCR B5 66
2002 Nagpal et al. [82] 110 India PCR 37 33.6
2003 Chang et al. [83] 103 Japan PCR 51 495
2003 Fregonesi et al. [84] 46 Brazil ISH 18 39
2003 Kansky et al. [85] a2 Slovenia PCR 59 95
2003 Kumar et al. [35] 42 India ISH 13 31
2003 Ritchie et al. [86] 141 USA PCR 21 15
2003 Sugiyama et al. [87] 86 Japan PCR 30 34.8
2004 Correnti et al. [88] 16 Venezuela PCR 8 50
2004 Dahlgren et al. [89] 110 Sweden PCR 12 10.9
2004 Smith et al. [90] 106 USA PCR 10 9.4
2004 Zhang et al. [91] 75 Japan PCR 54 74
2006 Boy et al. [29] 59 South Africa PCR; ISH 7: 0 11.9; 0
2006 El-MOf:ty et al. [92] 94 USA PCR 32 30
2006 Nemes et al. [93] 79 Hungary PCR 33 41.7
2006 Rivero et al. [94] 23 Brazil PCR 0 0
2007 Koyama et al. [95] 20 Japan PCR 20 100
2007 Sugiyama et al. [96] 66 Japan PCR 66 100

CAECCB, carcinoma de células escamosas en caviadad bucal.VPH virus Papiloma humano.ISH hibridacién in situ. n.d no detectado

FUENTE: Termine y col; 2008

Tipo

16, 18

16

n.d.

6, 11, 16, 18, 31, 33, 35
6, 11

16

16

6, 11

16

18

16

n.d.

11, 16

16, 18

n.d.

n.d.

16, 18

16

n.d.

16

16, 6

16, 18, 33
16, 18

16, 18

16, 18, 6, 11
n.d.

16, 18

16

16, 18, 6

38

16, 18

HR

16, 18, 6, 11
16, 33, 58, 11, 31, 68
16

16, 33

16

HR

16

16, 33

16, 18

18

16, 31, 33
16

n.d.

18, 22, 16, 70
16
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Tabla 7 Métodos de estudio y prevalencia por tipo de VPH en CAECCB segun
localizacion geografica y estudio.

[AXTITTNTT]
First author Journal Country Source PCR No. Any 6 11 16 18 31 33 35 45 56
abbreviation year primers used cases
Smith EM’ Int | Cancer United States PE MY09/11 106 94 00 00 66 00 00 28 00 00 00
. 2004
Gillison ML" ] Natl Cancer Inst United States FF' PGMYD9/11 81 123 00 00 123 12 00 00 00 00 00
R 2000
Herrero R J Natl Cancer Inst  Canada FF GP5+/6+ 28 w7 00 00 107 71 00 00 00 00 0.0
2003
Asia
Balaram P Int | Cancer India FF and PE" MY09/11 91 736 154 198 418 473 0.0 00 00 00 0.0
1995 GP5/6
TS-PCR
Shindoh M Cancer 1995 Japan PE TS-PCR only 77 31.2 312 1.3 0.0
Wen S Anticancer Res China PE TS-PCRonly 45 311 200 244
1997
D'Costa | Oral Oncol 1998 India FF MY09/11 100 176 00 00 176 0.0 0.0
Mineta H Anticancer Res Japan FF TS-PCRonly 14 214 214 0.0
1998
Tsuhako K J Oral Pathol Med Japan PE TS-PCR only 83 578 157 1.2 337 361
2000
Cao ] Chin ] Dent Res China PE TS-PCR only 40 725 525 275
2000
Shin KH Int ] Oncol Korea Unsure TS-PCRonly 76 145 5.3 105 2.6
2002
Nagpal JK Int J Cancer India FFand PE MY09/11 110 336 22,7 145
2002
Sugiyama M Oral Surg Oral Japan PE TS-PCR only 86 349 349 23

Med Oral Pathol
Radiol Endod

N 2003
Higa M Oral Oncol Japan FF TS-PCR only 46 804 217 22 522 522
2003
Chang JY Am | Clin Pathol ~ Taiwan PE MY09/GP6+ 103 495 1.0 1.0 282 262 0.0 1.0 00 00 0.0
N 2003
Herrero R J Natl Cancer Inst  India FF' GP5+/6+ 262 3l 0.0 00 27 08 0.0 00 04 00 00
2003
Other (includes Central and South America, Australia, and Africa)
Premoli-De- ] Oral Pathol Med Venezuela PE TS-PCRonly 50 60.0 0.0 0.0 500 16.0
Percoco G 2001
Herrero R J Natl Cancer Inst Cuba, FF GP5+/6+ 138 29 00 00 22 14 00 00 00 00 0.0
2003 Australia,
Sudan

Abbreviations: FF, fresh frozen; PE, paraffin embedded; TS, type specific; Exf, exfoliated oral cells

“Study assessed a human gene marker for the quality of the cancer specimen and reported results for this laboratory assessment.
T Author provided additional data from their study for this review.

#Study not included in analysis of biopsy specimens.

FUENTE: Kreimer y col; 2005

Tabla 8 Estudios CAECCC segun localizacion, sitio geografico del estudio y prevalencia general de VPH.

Table 1. Studies of HNSCCs by cancer site, geographic location of study, and overall prevalence of HPV

Site Geographic location No. studies No. cases Overall HPV prevalence (95% CI)

Oral cavity Australia, Canada, China, Cuba, Finland, France, 35 2,642 235 (21.9-25.1)
Germany, India, Ireland, Italy, Japan, Korea,
Netherlands, Norway, Poland, Spain, Slovenia,
Sudan, Sweden, Switzerland, Taiwan, United
Kingdom, United States, Venezuela
Oropharynx Awustralia, Canada, Cuba, Finland, France, Germany, 27 969 35.6 (32.6-38.7)
India, Ireland, Italy, Japan, Netherlands,
Norway, Poland, Spain, Slovenia, Sudan,
Sweden, Switzerland, United States
Lurynx* Canada, Cuba, Denmark, Finland, France, 35 1,435 24.0 (21.8-26.3)
Germany, Greece, India, Italy, Japan,
Netherlands, Norway, Spain, Slovenia, Sweden,
Switzerland, United Kingdom, United States
Overall As listed above 60t 5,046 259 (24.7-272)

“Larynx includes cases of the hypopharynx
TDoes not sum to total number of studies because some studies investigated multiple sites

FUENTE: Kreimer y col;2005

61




II.- MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion del estudio se requirieron equipos de laboratorio
para el diagnéstico molecular, tales como estufas, termociclador, centrifugas,
agitadores, etc. Todos ellos ubicados en el laboratorio de genética molecular
del Instituto de Oncologia y Hematologia de la Universidad Central de
Venezuela, igualmente se utilizaron reactivos quimicos de diferentes casas
comerciales segun el método elegido para el procesamiento de las muestras;
por otra parte el material biolégico comprendido por un total de 48 muestras
de tejido extraido de tumores de carcinoma de células escamosas ubicadas

en cavidad bucal y bucofaringe, y de tejido sano.

1. Metodologia

Seleccion de la muestra

Se evaluaron 48 (n=48) biopsias de pacientes que asistieron al
servicio de cabeza y cuello del Instituto de Oncologia “Dr. Luis Razetti®, y al
laboratorio central de histiopatologia Dr. Pedro Tinoco de la facultad de
Odontologia de la Universidad Central de Venezuela, en el periodo

comprendido entre 2002 y enero 2009. La seleccion se realizo segun criterios
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de inclusion propuestos: Pacientes de cualquier edad y género con
diagnéstico confirmado de carcinoma espinocelular den la cavidad bucal y
bucofaringe, que no estuvieran en tratamiento con quimio o radio terapia y
gue desearan participar en el estudio. La muestra se dividio en 3 grupos. El
grupo Carcinoma conformado por 28 (n=28) casos diagnosticados
previamente con carcinoma de células escamosas en cavidad bucal y/o
bucofaringe. Grupo Displasia conformado por 10 casos (n=10)
diagnosticados con displasia moderada y severa, y por ultimo un grupo

control de 10 (n=10) biopsias de tejido sano.

Las muestras fueron tomadas por medio de procedimiento quirargico
de biopsias incisionales en los quir6fanos del Instituto de Oncologia Dr. Luis
Razetti, y los del postgrado de cirugia bucal de la facultad de Odontologia de

la UCV y conservadas en formol buffer al 10% hasta su inclusion en parafina.

Las muestras correspondientes a los grupos de estudio carcinoma y
displasia fueron dobles, una se sometié a estudios histiopatoldégico con
inclusion en parafina, los correspondientes cortes y coloracion de
hematoxilina-eosina para luego hacer el examen al microscopio para
verificar el diagndstico y clasificar cada muestra de acuerdo a sus

caracteristicas histiopatolégicas segun los criterios propuestos por Anneroth
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(1987) los cuales incluyen 6 items 1) queratinizacion, 2) pleomorfismo, 3)
namero de mitosis por campo, 4) patron de invasion, 5) estadio de la invasion

y 6) infiltrado linfocitico.

Para el grupo de control se tomaron muestras Unicas de mucosa de
zona retromolar de pacientes sanos que asistieron al postgrado de cirugia
bucal, las cuales fueron almacenadas a -70°C hasta el momento de

procesarlas.

Procesado de las muestras.

a) Extraccion de ADN

Para la extraccién y purificacion del ADN de las muestras se aplico
el protocolo descrito en el kit de extraccion QUIAGEN® de la casa Saixx.

Este proceso fue aplicado al total de las muestras congeladas (n=48).

Procedimiento:

1. Se determind la cantidad de tejido a utilizar (no mas de

25mg.)

1mg de tejido 0,2 —1,2 ug de ADN

64



2. Se corto el tejido y se coloco en un tubo de 1,5 ml. Se
afadio ul de xilol. Se mezclé con vortex.

3. Se centrifugd durante 5 minutos utilizando centrifuga
marca Eppendorf® modelo Centrifugue 5417 R.

4. Se descart6 el sobrenadante por pipeteo, sin descartar el
sedimento.

5. Se afiadio 1200 pl de etanol al 96-100%. Se mezclo con

vortex.

6. Se centrifug6 por 5 minutos .

7. Se descartd el sobrenadante por pipeteo, sin descartar el
sedimento.

8. Se repitieron los pasos 5,6y 7.

9. Se dejo secar el etanol.

10. Se resuspendio el tejido en 180 ul de buffer ATL.

11. Se afadi6é 20 pl de proteinasa K, se mezclé en vortex y
se incubo a 56°C, hasta que el tejido estuvo completamente lisado. Se
mezcld en vortex ocasionalmente durante la incubacion para dispersar
la mezcla. (2 a 3 veces por hora. Lisis completa de 1 a 3 horas. (Lisis
permitida durante la noche)

12. Se centrifugd brevemente.

13. Se afadi6 200 pl de buffer Al, se mezclo en vortex
durante 15 segundos e incubé a 70°C durante 10 minutos y se

centrifugd brevemente.
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14. Se afadio 200 ul de etanol al 96 — 100% a la muestra y se
mezcld en vortex durante 15 segundos. Se centrifugd brevemente.

15. Cuidadosamente se paso6 la muestra (incluyendo el precipitado,
si lo hubo), a una columna con tubo colector de 2 ml. Se centrifugé a
6.000g durante 1 minuto. Se descart6 el tubo con el filtrado.

16. Se colocé la columna en un tubo colector nuevo y se anadio
500 pl de buffer AW1. Se tapé y centrifugé a 6.000g durante 1 minuto
y se descarto el filtrado.

17. Se colocé la columna en un tubo colector nuevo y se afadio
500 pul de buffer AW2. se centrifug6 a 20.000g durante 3 minutos.

18. Se descarto el filtrado, se centrifugé a 20.000g durante 1 minuto
para eliminar restos de buffer.

19. Se colocé la columna en un tubo de 1,5 ml y se afadié 200 ul
de buffer AE o agua destilada. Se incubd a temperatura ambiente
durante 1 minuto. Se centrifugé a 6.000g durante 1 minuto.

20.  Se repiti6 el paso 11.

El ADN extraido se utilizo, tanto para el diagndstico molecular de

VPH como para determinar de presencia de genoma de VEB.
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b) Amplificacién del ADN de VPH
Reaccion en cadena de la Polimerasa (RCP) para VPH

La amplificacibn del material genético se realizO por medio de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP) para lo cual se utilizo el
Termocicador marca Eppendorf® modelo 22331. La reaccién se llevé a cabo
en un volumen de 50 pl utilizando los oligonucle6tidos cebadores consenso
MY09/MY11, que permiten amplificar un extenso espectro de tipos de VPH.
Los oligonucleétidos se unen a una region altamente conservada del gen L1
que codifica para una proteina de la capside viral, amplificando un fragmento

de 450 pb. 1 pg de ADN se incubd con los siguientes reactivos:

Reactivos Cantidad
dNTP’s (100 mM) 0.4 pl
Primer MY09 0.2 ul
Primer MY11 0.2 ul
Primers B-Globina 1.2
Buffer 10 X 6.25 pl
MgCl, (50 mM) 4.0 ul
Taq. Polimerasa (5U/ pl) 0.5 pl
H,0 destilada 26.05 pl
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Condiciones de Amplificacién

1.- Temperatura Inicial de Desnaturalizacion: 94°C por 4°, seguido
de 40 ciclos

2.- Temperatura de Desnaturalizacion: 94°C por 15™

3.- Temperatura de Anillamiento: 55°C por 30"

4.- Temperatura de Extensién: 72°C por 45" y una

5.- Temperatura de Extension Final: 72°C por 7°

El producto amplificado se visualizara en un gel de agarosa al 2 %

teflido con Bromuro de Etidio.

Interpretacion de los Resultados

Una muestra se considerara positiva, cuando se observe en el gel
dos bandas, una de 450 pb correspondiente al amplificado del VPH y otra de
268 pb correspondiente a la banda de B- Globina (control interno).

Una nuestra se considerara negativa, cuando se observe en el gel

una sola banda de 268 pb correspondiente al gen 3- Globina.

c) Deteccién y tipificaciéon del VPH.

Para el proceso de identificacion y tipificacion de virus papiloma

humano se aplicé el ensayo INNO-LIPA HPV genotiping extra de la casa
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Innogenetics® el cual es un ensayo con sondas inmovilizadas en tira para
diagnostico in vitro, disefiado para la identificacion de 28 genotipos distintos
del virus de papiloma humano mediante la deteccion de secuencias

especificas de la regidon L1 del genoma de VPH.

Este ensayo se basa en el principio de hibridacion reversa. Se
amplifica parte de la region L1 del genoma viral mediante cebadores SPF10.
Los amplicones biotinilados resultantes se desnaturalizan y se hibridan con
sondas de oligonucleotidos especificas. Se agregan cebadores adicionales
para la amplificacion del gen humano HLA-DPB1 a fin de controlar la
cantidad de la muestra y la extraccion. Todas las sondas se inmovilizan como
bandas paralelas en tiras de membrana. Después de la hibridacién y el
lavado astringente, se afiade fosfatasa alcalina conjugada con
estreptavidina, la cual se unira cualquier hibrido biotinilado formado

previamente.

La incubacion con el cromégeno BCIP/NBT produce un precipitado

de color morado que permite la interpretacion visual de los resultados.

Pasos del ensayo INNO-LiPA
PASO 1 Amplificacion del ADN extraido.
PASO 2 Hibridacién del producto amplificado en la sonda de la tira de

membrana, seguida de un lavado astringente.
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PASO 3 Adicion de conjugado y sustrato, dando lugar al desarrollo del
color.

PASO 4 Interpretacion visual del patron de sefiales.

Hibridacion

Se calenté en bafio de agua a 49°C, para precalentar la solucién de
hibridaciéon y la solucién de lavado astringente a una temperatura de 37°C

como minimo y no mayor a 49°C.

1. Utilizando pinzas se retiraron del tubo las tiras de ensayo que
sean necesarias (1 tira por muestra) y se escribe con lapiz un nimero

de identificacion por encima de la marca roja de las tiras.

2. Se coloca con la bandeja el nimero de cubetas a utilizar (1 por
tira)
3. Se agrega con pipeta 10 ul de solucién de desnaturalizacién en

la esquina superior de cada cubeta.

4. Afadir 10 pl de producto amplificado biotinilado a la solucion
desnaturalizadota y mezcle cuidadosamente. Se permite que ocurra la
desnaturalizacion a temperatura ambiente durante 5 minutos.

5. Agitar la solucion de hibridacion precalentada y se afiade 2ml al

producto desnaturalizado a cada cubeta
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6. Se coloca inmediatamente la tira en la cubeta, debe quedar
sumergida.

7. Colocar las bandejas en el bafio de agitacion de una
temperatura de 49°C durante 60 min para lo que utilizara en agitador
marca Eppendorf utilizando centrifuga marca Eppendorf® modelo

Termomixer Comfort.

Lavado astringente

Luego de la hibridacion se retiran las bandejas del bafio de agua

1. Aspirar el liquido de la cubeta. Afiada 2 ml de solucién de
lavado astringente a cada cubeta precalentada y lave balanceando la
bandeja durante 10-20 segundos a temperatura ambiente. Aspirar la
solucién de cada cubeta.

2. Repetir una vez este paso de lavado.

3. Por ultimo se aspira la solucién y se incuba cada tira en 2 ml de
solucion de lavado astringente precalentada en el bafio de agua a

49°C durante 30 min.

Revelado de color

Todas las incubaciones previas se realizan a 20-25°C en un agitador
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1. Lavar cada tira en 2 ml de solucién de lavado diluida, durante 1 minuto.
Aspirar el liquido.

2. Afnadir 2 ml de la solucion de conjugado a cada cubeta e incube durante
30 minutos en el agitador.

3. Lavar cada tira dos veces durante 1 minuto con solucion de lavado diluida
y lavar una vez mas con 2 ml. de tampon® sustrato. Aspirar el liquido.

4. Anada 2 ml. de sustrato a cada cubeta e incubar durante 30 min en
agitador. Aspirar el liquido.

5. Detener el revelado con lavado de las tiras dos veces con 2 ml de agua
destilada agitando durante 3 min.

6. Con pinzas se retiran las tiras de las cubetas y colocarles en papel

absorbente. Esperar que se sequen bien y se fijan a la hoja de registro.

Interpretacion de los resultados

Todas las bandas claramente visibles deben clasificarse utilizando la
tarjeta de lectura de INNO-LIPA® HPV genotiping extra. Los Patrones de
bandas se comparan con el diagrama de interpretacién suministrado en el kit.

Se consideran positivos:

— Tiras con bandas de control de conjugado, control ADN

humano, y alguno de los dos controles VPH positivos.
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— Tiras con bandas de control de conjugado, control ADN
humano, y alguno de los dos controles VPH positivos, bandas de
tipos de VPH se consideran negativos:
— Tiras con banda de control conjugado, banda ADN humano, sin
bandas de ADN VPH.

Se consideran inhibidos:
— Tiras sin banda de control conjugado
— Tiras sin banda de ADN humano

— Tiras sin ninguna banda

d) Amplificacion y Deteccion del VEB.

Para la deteccion del virus de Epstein-Barr, se empled el Kit
(estuche) Epstein-Barr virus BMLF1 de Maxim Biotech, Inc. (secuencia de
anillamiento en base de datos M80517 secuencia de primers:

57oligo CTT GGA GAC AGG CTT AAC CAG ACT CA

3’0ligo CCATGG CTG CACCGATGAAAG TTAT

Mezcla de reaccién para la deteccion de VEB mediante RCP

REACTIVOS CANTIDAD
BUFFER 25 i
Primers 10X 7 ul
Taq. DNA 0,4 ul
Polimerasa
H,O 4,8 pl
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A cada uno de los tubos de reaccion, se le agregaron 10 ul del ADN
extraido y posteriormente se colocaron en el termociclador marca Eppendorf

® modelo 22331 (Hamburg n 5345)) bajo las siguientes condiciones:

1. Temperatura Inicial de Desnaturalizacion: 96 °C por 1°, seguida
de 35 ciclos.

2. Temperatura de Desnaturalizacion: 94 °C por 1

3. Temperatura de Anillamiento: 58 °C por 1°

4. Temperatura de Extension: 72 °C por 1°

5. Temperatura de extension final: 72 °C por 10°

Visualizacion de los productos amplificados

La visualizacién de los productos amplificados, se realiz6 en un
gel de Agarosa al 2%, teiiido con Bromuro de Etidio.

1. En cada pozo se cargaron 3 ul de buffer de carga + 12 pl del
amplificado.
2. La corrida se realizd a 100 voltios con una fuente de poder
marca BioRad® modelo 200.
3. Posteriormente se visualizo el gel en el transiluminador marca
Macroveu® LKB modelo 2011.

4. Por ultimo se fotografié el gel para su registro permanente.
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Interpretacion de los resultados

Una muestra se considera positivo si al ver el gel en el
transiluminador se observa una banda de 265 pb, y se considera negativa
cuando no es posible ver ninguna banda y los controles de la PCR funcionan

perfectamente.

Analisis estadistico

Debido al nivel de las variables tomadas en cuenta en la
investigacion se aplicaron 3 métodos de analisis estadistico basicos:
frecuencias, chi cuadrado, Kruskal Wallis y rho de spearman, esto
debido al hecho de que el estudios posee variables nominales y
ordinales en 3 grupos independientes. El software utilizado fue el

SPSS 15.0
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OBJETIVO GENERAL

Deteccion vy tipificacion de Virus Papiloma Humano y Virus Epstein-
Barr en Carcinoma espinocelular bucal y bucofaringeo, en los pacientes del
Instituto Oncoldgico “Dr. Luis Razetti” y Laboratorio Central de Histopatologia
Dr. Pedro Tinoco de La Facultad de Odontologia de La Universidad Central

de Venezuela.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer las caracteristicas epidemiologicas de las lesiones
bucales y bucofaringeas de carcinoma espinocelular en cuanto a
edad, género, habito tabaquico, localizacién y clinica.

2. Detectar y tipificar el genoma de VPH en lesiones Bucales y
bucofaringeas de carcinoma espinocelular.

3. Detectar el genoma de VEB en lesiones Bucales, bucofaringeas

de Carcinoma espinocelular.
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4. Establecer la relacidon entre las caracteristicas epidemiologicas y la
presencia de VPH y/o VEB en lesiones Bucales, bucofaringeas de
Carcinoma espinocelular.

5. Correlacionar la presencia de lesiones y el habito tabaquico del

paciente.
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[ll.- RESULTADOS

El estudio fue realizado en pacientes que acudieron al Servicio de
Cabeza y Cuello del Instituto de Oncologia Dr. Luis Razetti, el Postgrado de
Cirugia Bucal y el Laboratorio General de Histopatologia Dr. Pedro Tinoco,
de la Facultad de Odontologia de Universidad Central de Venezuela.

Para este estudio se evaluaron 48 muestras en total (n= 48),
constituidos por 28 casos que presentaban diagndstico de carcinoma
espinocelular, 10 con diagndstico de displasias entre moderadas y severas, y

el grupo control que incluy6 10 individuos sanos.

A continuacion se presenta el andlisis estadistico descriptivo de toda la

poblacién asi como por grupo.

1.- Distribucién de la muestra total segun género

En la muestra estudiada el 39.6% de los sujetos (19/48) fueron del
género femenino. Mientras que el 60.4% (29/48) fueron del género
masculino. Para el grupo de carcinomas el género predominante fue el
masculino alcanzando un 64,3% (18/28) mientras  que el femenino
acumulo un porcentaje del 35,7% (10/28). En el grupo de displasias, similar

al grupo carcinoma, el género masculino fue el que se presenté con mayor
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frecuencia representando un 70% (7/10) y el femenino representd un 30%

del total (3/10).

2.- Distribucién de los pacientes con diagndstico de carcinoma o

displasia segun rango de edad

Para el grupo de pacientes con diagnostico de CAEC la edad minima
fue de 44 afios mientras que la maxima fue de 81 con una media 63.2 +
10.71 en comparacion con el grupo de pacientes con diagndstico de displasia
en el que la edad minima fue de 22 afios y la maxima de 61 y una media de

52.8 £+ 11.5 afos.

En relacién a los rangos de edad para el grupo de CCE el 14,3%
(4/28) de los individuos se encontraron dentro del rango de menores de 50
aflos mientras que el rango de mayores de 50 afios alcanz6é un 85,7 %
(24/28). En comparacion con el grupo de displasias en que el porcentaje de
individuos menores de 50 afios fue del 10%(1/10) y el de mayores de 50
afos alcanzé un 90% (9/10) como se puede observar en la figura 4. Para
ambos grupos las diferencias fueron estadisticamente significativas (P <

0,05)
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Figura 4 Distribucion de los pacientes con diagnéstico de carcinoma o displasia segun rango

de edad
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3. Distribucion de los pacientes con diagndéstico de carcinoma o

displasia segun localizacién de la lesion.

En relacion a la ubicacion de las lesiones del grupo de pacientes
diagnosticados con CAEC quedaron distribuidas porcentualmente de la
siguiente manera: 1/28 lesion (3.6%) se ubic6 en dorso de lengua igualmente
solo una lesion (3.6%) se localiz6 en mucosa yugal. 2/28 lesiones (7.1%) se
ubicaron en el paladar. 2/28 lesiones (7.1%) se localizaron en piso de boca,
al igual que en cara ventral de lengua y labio. Un total de 8/28 lesiones
(28.6%) se ubicaron en orofaringe y finalmente un nimero de 10/28 lesiones
(35.7%) se localizaron en reborde alveolar, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (P< 0,05) (Tabla 9a)

Como se observa en la tabla 9b, las lesiones displasicas se
distribuyeron en la cavidad bucal de la siguiente forma: en zona retromolar y
en paladar se ubic6 una lesion respectivamente lo que representa un 10%
del total en cada caso. 2/10 lesiones (20%) se localizaron en mucosa yugal,
igualmente 2/10 lesiones se identificaron en labio y finalmente 3/10 lesiones

(30%) del total de los casos se localizaron en reborde alveolar.
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Tabla 9a. Distribucién de los pacientes con diagndéstico de carcinoma
segun localizacion de la lesion.

Tabla 9a Localizacion Grupo Carcinoma

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje Valido Acumulado
Véalidos Paladar 2 7,1 7,1 7,1
Piso de Boca 2 7,1 7,1 14,3
Cara Ventral de Lengua 2 7,1 7,1 21,4
Dorso de Lengua 1 3,6 3,6 25,0
Labio 2 7,1 7,1 32,1
Mucosa Yugal 1 3,6 3,6 35,7
Orofaringe 8 28,6 28,6 64,3
Reborde Alveolar 10 35,7 35,7 100,0

Total 28 100,0 100,0

Tabla 9b. Distribucién de los pacientes con diagndstico de displasia
segun localizacion de la lesion.

Tabla 9b Localizacién Grupo Displasia
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia  Porcentaje Valido Acumulado
Validos Sin Ubicacién 1 10,0 10,0 10,0
Retromolar 1 10,0 10,0 20,0
Paladar 1 10,0 10,0 30,0
Mucosa Yugal 2 20,0 20,0 50,0
Labio 2 20,0 20,0 70,0
Reborde Alveolar 3 30,0 30,0 100,0

Total 10 100,0 100,0

82



4. Distribucién de los pacientes con diagnostico de carcinoma o

displasia segun diagnostico histopatoldgico.

Segun lo representado en el figura 5a, los pacientes del grupo de
carcinomas quedaron distribuidos de la siguiente manera segun el
diagnéstico histopatolégico: 3.6% (1/28) fue diagnosticado como carcinoma
verrucoso; (4/28) 14.3% casos se diagnosticaron como carcinoma
superficialmente invasivo, y segun el grado de diferenciacion (4/28) casos
14.3% se designaron con carcinoma espinocelular moderadamente
diferenciado; (5/28) 17.9% de los casos se diagnosticaron como carcinoma
espinocelular pobremente diferenciado y finalmente (14/28) 50 % de los
casos, se diagnosticaron como carcinoma espinocelular bien diferenciado.

Las diferencias observadas fueron estadisticamente significativa. (P<0,05)

En relacion a los pacientes con displasias se diagnosticaron
histopatolégicamente segun el grado de displasia presentada, de este modo
el 70% (7/10) de los casos fueron displasias epiteliales moderadas y el 30%

(3/10) fueron displasias epiteliales severas. (Figura 5b)
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Figura 5a Distribucion de los pacientes con diagnostico de CAEC o
displasia segun diagndstico histopatoldgico.
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Figura 5b Distribucion de los pacientes con displasia segun
diagndstico histopatologico
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5.- Distribucion de los pacientes con CAEC o displasia y grupo

control segln el habito tabaquico

En relacion al habito tabaquico, en el grupo de pacientes con
diagnéstico de carcinoma se observo un total de 78,6% (22/28) de pacientes
fumadores y un 21,4% (6/28) refirieron no ser fumadores. Esta diferencia
resulto ser estadisticamente significativa (P<0,05). (Figura 6a). En el grupo
de displasias el total de pacientes fumadores alcanzé el 80% (8/10) y un 20%
(2/10) neg6 el habito. (Figura 6b). Con respecto al grupo control ningun

paciente refirié habito tabaquico.

Figura 6a Distribucién de los pacientes con displasia segun Habito
tabaquico
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Figura 6b Dsitrubucién de los pacientes con CAEC segUn hébito
tabaquico
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6.- Relacién entre hébito tabaquico y diagnéstico histopatoldégico en

pacientes con carcinoma o displasia.

En las figuras 7a y 7b se puede observar la relacion existente entre el
habito tabaquico y el diagnostico histopatolégico de los pacientes de los
grupos carcinoma y displasia. Para el primer grupo es de notar que los 4/28
pacientes con diagndstico de carcinoma superficialmente invasivo afirmaron
consumir tabaco inhalado (cigarrillo), del total de los pacientes con
diagnostico de CAEC moderadamente diferenciado la totalidad (4/28)
aseguraron consumir tabaco inhalado (cigarrillo); de los 5 casos

diagnosticados como CAEC pobremente diferenciado 2 respondieron de
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forma negativa al habito y 3 de forma positiva. Finalmente de los 14
pacientes con diagnoéstico de CAEC bien diferenciado 3 no eran fumadores y

11 silo eran. La relacion no fue estadisticamente significativa. (Figura 7a)

Con respecto al grupo de displasias se observo que los pacientes con
diagnéstico de displasia epitelial moderada alcanzaron un total de 7, de los
cuales 6 resultaron ser fumadores de cigarrillo y solo un paciente negé el
habito tabaquico. En el caso de las displasias epiteliales severas de los 3
pacientes diagnosticados 1 nego el consumo de tabaco mientras que dos lo

afirmaron. Esta distribucion no es estadisticamente significativa. (figura 7b)

Figura 7a Relacién entre habito tabaquico y diagndéstico histopatologico

en pacientes con carcinoma.

Grupeo: Grupo Carcinoma

40,0% = Habito Tabaquico
M Hegativo
O Positivo
30,0%
2
B
=
& 20,0% !
o -
o
10,0%
357U

0,0%

oasoubelq us—

OS0IMNLIZH, BULOUIDIED
apawendng etuodga.lag
OpEIUZ IR
aawepEIapow 230
OpEIaUZ IR
EYIETIEN W e (i)
opelaUlag usig 23v0

Diagnéstico Histopatolagico

87



Figura 7b Relacion entre habito tabaquico y diagndéstico

histopatolégico en pacientes con displasia.
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DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LA INFECCION VIRAL

7.- Evaluacién molecular de Virus Epstein Barr en la muestra de

pacientes con carcinoma, displasiay grupo control.

Mediante la aplicacién de técnicas de Biologia Molecular que incluyen
la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) se detect6 el genoma de VEB
donde se pudo observar una banda de 265 pb representativa de la secuencia
de anillamiento en base de datos M80517. En la Figura 8 se puede observar

la banda 256 pb correspondiente a la region de ADN amplificado de VEB. En
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el carril 6 se visualiza el marcador de peso molecular. Carril 1 y 3 las
muestras de los casos positivos a la infeccidon de VEB, en carril 2 muestra
caso negativa, en el Carril 4 y 5 se observan el control positivo, y el control

negativo de la prueba, respectivamente.

Fig.8 .Deteccion del virus Epstein Barr mediante
PCR. 1-3) Muestras en estudio. 4) Control positivo.
5) Control negativo. 6) Marcadores de peso
molecular (100 pb).

8.- Distribucion de la infeccion por VEB en la muestra de

pacientes con carcinoma, displasiay grupo control.

Comparando el grupo de pacientes diagnosticados con carcinoma y
los diagnosticados con displasias, el primero presentd menor numero de
casos positivos a infeccion por VEB alcanzando sélo 3,6%
(1/28) mientras que en el segundo grupo resultaron positivos 55,9% de los

casos (5/10). Asi mismo los casos negativos a esta infeccion en el grupo de
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carcinoma fue del 96% (27/28) y los correspondientes al grupo de displasias
alcanzaron el 44,4% (4/19). Para el grupo control no se registraron casos
positivos. Las diferencias entre los grupos resultaron estadisticamente

significativas (P<0,05). (Tabla 10).

Tabla 10 Distribucién de la infeccién por VEB en las muestras de
pacientes con carcinoma, displasiay grupo control.

Virus Epstein
Barr

Negativos Positivos
Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje
Grupo Carcinoma 27 96,40% 1 3,60%
Grupo Displasias 4 44,40% 5 55,60%
Grupo Control 10 100% 0 0%

9.- Relacion entre rango de edad e infeccion por VEB en los pacientes

con carcinoma o displasia.

Para el grupo de carcinomas soOlo un paciente resultd positivo a la
infeccion por VEB y se ubico en el rango de mayor de 50 afios. En el grupo
de displasias se observa que de los 5 pacientes positivos a la infeccién por

VEB todos se encuentran en el rango de mayores 50 afios, mientras que de
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los pacientes que no presentan infeccion por este virus 3 se encuentran

dentro del rango de mayores de 50 afios y soOlo un pacientes resulto ser

menor de 50 afos. Esta distribucidon resultd6 no ser estadisticamente

significativa.

Figura 9 Relacion entre rango de edad e infeccion por

VEB en los paciente con displasia

Grupo: Grupo Displasias
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10.- Relacion entre habito tabaquico e infeccion por VEB en los

pacientes con carcinoma o displasia.

De los pacientes con diagnostico de carcinoma solo uno resulto

infectado por VEB y refirid6 ser fumador. De la muestra de pacientes con
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diagnéstico de displasias, 7 presentaron habito tabaquico de los cuales 3
resultaron negativos a infeccion por VEB y los restantes 4 fueron positivos a
la infeccidn. Asi mismo de los pacientes que negaron habito tabaquico uno
fue positivo a la infeccidon por VEB y uno resulto negativo no siendo estas

diferencias estadisticamente significativas. (Figura 10).

Figura 10 Relacién entre habito tabaquico e infeccién
por VEB en los pacientes con displasia.

Grupo: Grupo Displasias
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11.- Relacion entre diagnostico histopatolégico e infeccién por

VEB en el grupo de displasias.

De la muestra estudiada 4 pacientes resultaron negativos a la

infeccion por VEB, y fueron diagnosticados histopatol6gicamente como
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displasias epiteliales moderadas. De los pacientes positivos a la infeccion por
VEB 2 presentaron diagnostico de displasia epitelial moderada mientras que
3 se diagnosticaron con displasia epitelial severa. Esta distribucion no resulto

estadisticamente significativa.

12.- Evaluacion molecular de Virus Papiloma Humano en muestra de

pacientes con carcinoma, displasiay grupo control.

La identificacion y tipificacion del genoma de VPH se realizd
mediante la aplicacion del ensayo INNO-LIPA HPV genotiping extra,
disefiado para la identificacibn de 28 genotipos distintos del virus de
papiloma humano mediante la deteccidon de secuencias especificas de la
region L1 del genoma de VPH. Este ensayo se basa en el principio de

hibridacion reversa.

En la figura 11 se pueden observar las tiras con las sondas
colorimétricas que identificaron los distintos genotipos de VPH presentes en
cada muestra y los controles. La primera tira corresponde a la guia patron de
bandas. En la tira 1 se observo el control negativo. La tira 2 muestra un
resultado negativo para la presencia de genoma de VPH, ya que se observa
solamente las bandas del marcador, control del conjugado y del control ADN
control de la prueba. La tira 3 muestra una banda a nivel del patron 2

correspondiente al genotipo de bajo riesgo oncogénico (VPH 11) ; la tira 4
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revelo la coinfeccion entre genotipos de alto y bajo riesgo oncogénico (VPH 6
banda 1 y VPH 16 banda 3); en la tira 5 se observo la presencia de infeccion
por genotipo de alto riesgo oncogénico (VPH 52) ; en la tira 6 se evidencid
genotipo de bajo riesgo (VPH 33); en la tira 7 se observo una infeccion Unica
por virus de alto riesgo en este caso VPH 18 (banda patrén 12), en la tira 8
se observo infeccion multiple de alto riesgo oncogénico (VPH 16 y VPH 18);
la tira 9 corresponde a un caso negativo, en la tira 10 se observo el control
positivo de la muestra (VPHB6) y finalmente en la tira 11 se observé infeccién

por un solo genotipo de alto riesgo (VPH 16).

1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Figura 11 Identificacion y tipificacién de VPH por medio de ensayo INNO LiPA
HPV. Tira 1) Control Negativo de la prueba; Tiras 3 al 8 y tira 11) Pacientes positivos
para infeccion por VPH; Tiras 2 y 9) Pacientes negativos para infeccién por VPH; Tira
10) Control positivo de la prueba.



13. Distribucién de la infeccién por VPH en la muestra de pacientes con

carcinoma, displasiay grupo control.

Segun la presencia de genoma viral de VPH los grupos quedaron

distribuidos de la siguiente manera: en el grupo de carcinomas los casos

positivos resultaron ser 17/28 (60,7%), el grupo de displasias en el que el

100% (10/10) de los casos resultaron positivos a la presencia de genoma

viral. el grupo control solo resulto positivo un caso (1/10) alcanzando un 10%.

Al comparar los tres grupos segun el resultado positivo a infeccién por VPH,

esta diferencia resultd estadisticamente significativa. (P< 0,05) (tabla 11)

Tabla 11 Distribucién de la infeccion por VPH en al muestra de
pacientes con carcinoma, displasiay grupo control.

Virus
Papiloma
Humano
Negativos Positivos
Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje
Grupo Carcinoma 11 39,30% 17 60,70%
Grupo Displasias 0 0,00% 10 100%
Grupo Control 9 90% 1 10%
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14.- Relacion entre rango de edad e infeccion por VPH en grupo

carcinoma o displasia.

En relacion a los pacientes con positividad al VPH del grupo
carcinoma, 3 se encontraban en el rango de menores de 50 afios y 14 en el
rango de mayores de 50 afios. En cuanto a los 11 pacientes negativos a la
infeccion por VPH, 10 estaban en el rango de mayores de 50 afios y solo un

paciente en el rango de menores de 50 afos.

En el grupo de pacientes con diagndstico de displasia un individuo se
ubico en el rango de menores de 50 afios y 9 pacientes se encontraban
dentro del rango de mayores de 50 afios. Esta distribucion no resulto

estadisticamente significativa.

15. Relacion entre habito tabaquico e infeccion por VPH en el grupo de

carcinomay displasia.

De la muestra con carcinoma estudiada 6 pacientes negaron habito
tabaquico, de estos 3 resultaron positivos a infeccion por VPH y 3 negativos.
De los 22 pacientes que respondieron de forma positiva al habito tabaquico,
8 resultaron sin infeccién por VPH y 14 presentaron infeccion por este virus.

(figura 12a.) En el grupo displasias 2 de los pacientes con infeccién por VPH
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negaron el habito tabaquico y 8 afirmaron ser fumadores. Esta distribucion no

resulto estadisticamente significativa. (figural2b)

Figura 12a Relacién entre habito tabaquico e infeccion por VPH
en el grupo de pacientes con carcinoma .
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Figura 12b Relacion entre hébito tabaquico e infeccion por
VPH en el grupo de pacientes con displasia.
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16.- Relacion entre diagndstico histopatologico e infeccion por VPH en

el grupo de carcinomas.

De la muestra estudiada un paciente se diagnosticO con carcinoma
verrucoso Yy fue positivo a infeccion por VPH. 4 de los pacientes de este
grupo fueron diagnosticados con carcinoma superficialmente invasivo, de los
cuales 3 no presentaron infeccion por VPH y uno si la presentd. Se
diagnosticaron con CAEC moderadamente diferenciado 4 pacientes, de
estos 2 presentaron infeccion por VPH y 2 no la presentaron. En cuanto a los
pacientes con diagnostico de CAEC pobremente diferenciado 2 no
presentaron infeccion por VPH mientras que 3 si la presentaron. Por ultimo
14 casos de este grupo se diagnosticaron como CAEC bien diferenciado, de
los cuales 4 no presentaron infecciéon por VPH y 10 resultaron positivos a
infeccion por dicho virus. Las diferencias no fueron estadisticamente

significativas.

17.- Relacion entre diagnéstico histopatoldgico e infeccion por VPH en

el grupo de displasias.

Del grupo de pacientes con displasias, 7 fueron diagnosticados
histopatolégicamente como displasia epitelial moderada y la totalidad de

estos resultaron positivos a infeccion por VPH. Asi mismo los 3 pacientes
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restantes de este grupo resultaron positivos a infeccion por VPH y fueron

diagnosticados con Displasia Epitelial Severa.

Tabla 12 Relacién entre diagnéstico histopatolégico e infeccion por
VPH en el grupo de pacientes con carcinoma.

Virus Papiloma
Humano

Negativo Positivo

Recuento  Recuento
Diagnéstico Sin Diagnéstico 0 0
Histopatoldgico

Carcinoma Verrucoso 0 1

Carcinoma
Superficialmente Invasivo

CAEC Moderadamente

3 1

Diferenciado 2 2
CAEC Pobremente 2 3
Diferenciado

CAEC Bien Diferenciado 4 10

Tabla 13 Relacion entre diagnéstico histopatoldgico e infeccion por
VPH en el grupo de pacientes con displasia.

Virus Papiloma
Humano

Negativo  Positivo

Recuento Recuento
Diagnéstico Sin Diagnostico 0 0
Histopatologico
Grupo Displasia

Displasia Epitelial
Moderada

Displasia Epitelial Severa 0 3
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18.- Coinfeccién por VPH y VEB en los pacientes diagnosticados

con carcinoma o dislasia.

En la muestra de pacientes diagnosticados con carcinoma se observo
que 17 de ellos presentaron Unicamente infeccion por VPH, y un paciente
presentd infeccion solo por VEB. Ninguno de los pacientes de este grupo

presento coinfeccion de VPH y VEB.

En la muestra de pacientes con diagnéstico de displasia se observo
qgue 4 pacientes resultaron positivos a la infeccion unica con VPH mientras
que los restantes 5 presentaron coinfeccién por VPH y VEB. Esta distribucion

no resultd ser estadisticamente significativa.

19.- Distribucién de la muestra de pacientes con carcinoma o displasia

segun genotipos de VPH

En la muestra estudiada con carcinoma en relacién a los genotipos de
VPH identificados, como se observa en la tabla 14, el genotipo que se
presentd con mayor frecuencia fue el VPH 16 que alcanzé un porcentaje de
58,8% (10/17). Los genotipos VPH 33 y VPH 11 fueron identificados en el
41.1% (7/17) respectivamente, seguidos del genotipo VPH 6 que se presento

en el 35,2% (10/27) de los casos. El genotipo VPH18 se identific6 en un
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29,4% de la muestra (5/17). Los genotipos menos frecuentes resultaron ser

44 y 56, con un porcentaje de 5,8% (1/17) respectivamente.

Con respecto a la muestra de pacientes con displasia, el genotipo
viral que se identific6 con mayor frecuencia fue el VPH 16 con un 90% (9/10)
de incidencia, seguido del genotipo VPH 18 con un porcentaje de 60% (6/10).
Los genotipos VPH 33 y VPH 6 fueron identificados en un 30% de las

muestras (3/10) y el genotipo 11 en un 20% (2/10) de la muestra.

Tabla 14 distribucion de la muestra de los pacientes con carcinoma o
displasia segun genotipos de VPH

Carcinoma Displasia
Genotipo POSITIVO (%) POSITIVO (%)
Genotipo31 1 58 0 0
Genotipo 44 1 58 0 0
Genotipo 56 1 5,8 0 0
Genotipo 6 6 41,1 3 30
Genotipo 11 7 411 2 20
Genotipo 33 7 35,2 3 30
Genotipo 18 5 29,4 6 60
Genotipo 16 10 58,8 9 90

20.- Presencia de infeccion por diferentes genotipos de VPH en la

muestra estudiada segun el riesgo oncogeénico.

En la tabla 15 se correlacionan los diferentes genotipos de VPH segun

Su riesgo oncogénico. En la poblacion estudiada un total de 9 casos
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presentaron coinfeccibn con los genotipos 16 y 6 de VPH. 5 casos
presentaron infeccibn con los genotipos 16 y 11 de VPH. 8 casos
presentaron coinfeccion por genotipos 16 y 33 de VPH. 8 casos presentaron
coinfeccién con los genotipos 18 y 6 de VPH. Otros 2 casos presentaron
coinfeccidn con los genotipos 18 y 11. 7 casos presentaron coinfeccion por
genotipos 18 y 33 de VPH. Un caso presento coinfeccion por los genotipos

56 y 6 al igual que un caso presento infeccion por los genotipos 56y 11 .

Tabla 15 Presencia de infeccion por diferentes genotipos de VPH en la
muestra estudiada segun el riesgo oncogénico.

Bajo riesgo oncogénico VPH VPH VPH VPH VPH
Genotipo  Genotipo  Genotipo  Genotipo  Genotipo
6 11 33 44 53
Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
Alto riesgo oncogénico Recuento Recuento Recuento Recuento Recuento
VPH Genotipo 16 Positivo 9 5 8 0 0

VPH Genotipo 18 Positivo
VPH Genotipo 31 Positivo
VPH Genotipo 52 Positivo
VPH Genotipo 56 Positivo

= O O ©
=, O O N
o O O o

0
1
0
0

o O O N
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IV.- DISCUSION

El cancer de la cavidad bucal es considerado un problema de salud
publica, ya que ocupa el lugar nimero once con respecto a la mortalidad
producida por esta entidad (Cavalho y col; 2004). La mayoria de las
neoplasias malignas de cabeza y cuello son diagnosticadas como carcinoma
espinocelular (CAEC), originado en el epitelio de las vias aerodigestivas
superiores: cavidad bucal, faringe y laringe (Funk y col; 2002). Este
carcinoma se caracteriza por presentar una etiopatogenia multifasica y
multifactorial, ya que se describen lesiones premalignas como posibles
puntos de partida de la neoplasia y diferentes grados de diferenciacion
celular segun la evolucién de la patologia, y se habla de multifactorial ya que
es aceptado que su etiologia no se debe a un agente causal Unico, por el
contrario se describen tanto factores intrinsecos (edad, predisposicion
genética, entre otros) como factores extrinsecos tales como habito tabaquico,
hébitos nutricionales, factores ambientales, Infecciones adquiridas . (Zavras y

col; 2001).

En recientes décadas los datos epidemiologicos y moleculares han
apuntado hacia la participacion de las infecciones virales como las de VEB y
VPH de alto riesgo oncogénico en algunos carcinomas de cabeza y cuello.
(Gillison y col; 2000) La participacion de VPH en la génesis del carcinoma

bucal y bucofaringeo, se ha convertido en el principal propdésito de
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numerosos estudios a nivel mundial, esto basado en la siguiente evidencia:
a) el potencial oncogénico ampliamente comprobado de los genotipos de
VPH de alto riesgo en la patogénesis de las enfermedades neoplasicas
anogenitales, en especial en el CAEC cervical (Mui6z y col; 203). b) las
similitudes morfolégicas entre el epitelio bucofaringeo y el genital. c) la

naturaleza epiteliotropica del VPH. (Thompson y col; 2001).

En cuanto a la participacion del VEB en la etiologia de neoplasias
malignas, son escasos Yy controvertidos los reportes, esto debido a que los
rangos de identificacion de genoma de VEB en las lesiones malignas es muy
amplio abarcando de 0% a 70% en diferentes estudios (Kovayashi y col;
1999) lo cual no permite ser concluyentes. Lo que si esta respaldado es que
cada dia son mas los estudios orientados a establecer el papel de las
infecciones virales en la etiopatogénia de las neoplasias de la cavidad bucal

en especial del CAEC de la cavidad bucal y bucofaringe.

En el presente estudio se aplicaron técnicas de biologia molecular
para evidenciar la presencia de genoma de VPH y VEB en lesiones
diagnosticadas como displasias o carcinoma espinocelular. Es importante
mencionar que la gran sensibilidad y especificidad de las técnicas de biologia
molecular la han convertido en el método de eleccion para un gran numero
de investigaciones orientadas a establecer la relacion de las infecciones

virales con el desarrollo de neoplasias malignas.
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En la presente investigacion la poblacion analizada en relacién a la
presencia de lesiones displasicas y/o carcinomas, se caracterizO por un
predominio del género masculino (60%) con respecto al femenino (39.6%), lo
que coincide con los reportes consultados (OMS 2005; Neville 2005; Sapp
2002.); Pintos y col; (2008) en un estudio realizado en Montreal, Canada,
reportaron que el 70.6% de su muestra eran del género masculino, mientras
que el 29.2% de los pacientes eran del género femenino, estos resultados
son similares a los obtenidos en el presente estudio. Rivera y col, realizan un
estudio epidemiologico en una poblacion venezolana (2009) en el que el 70%
de la muestra eran varones y el 30% mujeres. Aunque se toma como un
hecho la prevalencia del CAEC y de las displasias en el género masculino,
en la actualidad se han reportado algunas variaciones en estos patrones,
sugiriendo que el rol de la mujer en la sociedad actual ha generado cambios
en su actitud, cambio en sus habitos, entre otros. Un ejemplo de estos
cambio seria el aumento en el indice de mujeres fumadoras asi como en el
consumo de alcohol, en fin una exposicion aumentada a factores de riesgo
que contribuyen a aumentar la incidencia de naoplasias malignas en las

mujeres.

En relacion a los rangos de edad es conocida la relacion de esta
variable como factor de riesgo en la génesis de CAEC de la cavidad bucal y

bucofaringe, sobre todo relacionado con habitos alcoholicos y tabaquico, sin
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embargo en la actualidad esta afirmacion resulta cuestionable para algunos
autores como Sarkaria y col; (1994) y Perez-Ordofiez,y col, (2006) quienes
reportan aumento en la incidencia de tumores malignos en cabeza y cuello
en pacientes jovenes, por lo general asociados a otras patologia
concomitantes. En la presente investigacion el rango de edades de los
pacientes de los grupos casos, oscildé entre los 44 y 81 afos para el grupo
carcinoma, siendo la edad promedio 63.2 afios y para el grupo de displasias,
el rango fue de 22 a 61 afios con un promedio de edad de 52.8. El rango de
edad en que se presentd la enfermedad con mayor frecuencia fue el de
mayores de 50 afios, resultado similar a los obtenidos por Liuzzi y col (2006)
donde la edad promedio fue 61.9 afios, y el grupo etareo que con mayor
frecuencia presento tumor fue el de 60 a 69 afios. Se sugiere que las
patologias estudiadas tienden a afectar a adultos de edad mediana y
avanzada, pero igualmente pueden afectar a individuos mas jovenes. (Sapp

2001, Neville 2002).

En cuanto a la localizacién de las lesiones, en el presente estudio los
CAEC fueron identificados con mayor frecuencia en reborde alveolar
(35.5%) seguido de orofaringe (28.6%). Estos resultados presentan
similitudes con los obtenidos por Correnti y col (2004) en el estudio realizado
en Venezuela, en el que la localizacion mas comun fue la mucosa del
reborde alveolar. Sin embargo los resultados difieren de otros estudios donde

la localizacibn mas comun resulto ser en lengua (Pintos y col; 2008).
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En referencia al diagnostico histopatolégico, en el presente estudio,
para el grupo de pacientes con carcinoma, el diagnostico mas frecuente
resulté ser CACE bien diferenciado con un notable 50%, seguido por CAEC
pobremente diferenciado (17.9%). Estos resultados difieren con los de
algunos estudios realizados previamente en el pais, como el de Ponce y col
(2008) en el que el 59.8% de los 52 pacientes estudiados, fueron
diagnosticados con CAEC con un grado de diferenciacion moderado seguido
de un 33.6% de CAEC bien diferenciados, lo que coincide con el reporte de
Liuzzi y col (2007) igualmente en Venezuela, en el que el 24.14% de los
casos tienen un diagnostico de CAEC bien diferenciado, mientras que los
grados de diferenciacion moderado y pobre presentaron 37.93%

respectivamente.

Al evaluar el habito tabaquico se pudo observar que un porcentaje
importante de los paciente que participaron en el estudio (62.5%) tenian el
habito de fumar cigarrillos, especificamente del grupo carcinoma 78.6% de
los pacientes resultaron fumadores asi como del grupo displasia el 80% de
los pacientes también afirmaron fumar cigarrillos lo que sustenta la
afirmacion de que el habito tabaquico representa un importante factor
etiolégico de las transformaciones de las células epiteliales del tracto
aerodigestivo superior tal como lo indican algunos autores. El uso de alcohol

y tabaco son los factores que mas se han asociado con la presencia de
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enfermedad, de hecho casi todos los trabajos asocian al tabaquismo con el
cancer bucal en mas del 70% (Neville 2005, OMS 2005, Sapp 2002, Varela

2007, Carvalho y col; 2004).

Las coincidencias de los resultados de la investigacion con los de
otros estudios previos son multiples, Rivera y col; (2008) reportaron 64/130
pacientes fumadores (49.2%) en su estudio, En el afio 2007 Liuzzi y col;
realizaron un estudio sobre Factores Prondstico en el Carcinoma de Células
Escamosas de Cavidad Oral, en el que obtuvieron como resultado que el
consumo de tabaco en cualquiera de su formas (cigarrillo, tabaco, chimé,
pipa) fue el antecedente de mayor importancia que se observo,
evidenciandose que el 67.39% de los pacientes tuvo contacto con tabaco por

lo menos por un afio continuo previo a su evaluacion.

Al relacionar en la presente investigacién el habito tabaquico de los
pacientes estudiados con los diagndsticos histopatoldgicos, se evidencié una
interrelacion notoria, de los 14 pacientes con diagnéstico de CAEC bien
diferenciado 11 fueron fumadores, por otra parte de los 4 pacientes
diagnosticados con CAEC moderadamente diferenciado y con Carcinoma
superficialmente invasivo, respectivamente, la totalidad afirmaron ser
fumadores de cigarrillos y para el grupo de pacientes con diagnostico de
CAEC pobremente diferenciado 3/5 aseguraron fumar cigarrillos. En cuanto a

los pacientes con diagnostico de displasia epitelial moderada, 6/7 afirmaron
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fumar y 2/3 de los pacientes diagnosticados con displasia epitelial severa
resultaron fumadores.

Todos los resultados planteados respaldan los datos epidemioldgicos
que califican el consumo de tabaco en cualquiera de sus presentaciones
como un factor etiolégico contribuyente de los cambio neoplasicos en los

tejidos bucales.

De igual forma se deben considerar los otros factores identificados
como etiolégicos para el desarrollo de carcinomas bucales y bucofaringeos
como lo son las infecciones bacterianas, las micoticas y las infecciones
virales. En afos reciente la identificacion constante de genoma viral de VPH
y VEB en especimenes tumorales ha promovido la realizacién de estudios
orientados a establecer la verdadera correlacion de estas infecciones con la
etiopatogenia de carcinoma de cabeza y cuello y su valor diagnéstico y

prondstico. (Bin y col; 2008, Hermann y col; 2004)

En este estudio se tomo en cuenta la variable de infeccién por VEB.
En el caso de los pacientes diagnosticados con displasias el porcentaje de
incidencia de infeccion por VEB fue considerable (55%). En el grupo de
pacientes con diagnostico de carcinoma soélo un individuo presenté infeccion
por VEB. Un resultado similar refiri6 Kobayashi y col (1999) quienes en una
muestra estudiada de 21 pacientes sélo una paciente resulto positivo a la

presencia de genoma viral de VEB, y fue asociado a un estado
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inmunosuprimido del paciente. Otros estudios han reflejado resultados muy
diferentes, Sand y col; (2002) obtuvieron un 37.9% de casos positivos a
infeccion por VEB en una muestra de pacientes con diagnéstico de CAEC en
cavidad bucal. Higa y Col; (2003) en Japon, reportaron 36% de casos con
identificacion de genoma de VEB en tumores de CACE en cavidad bucal.
Bagan y col (2007) publicaron un estudio preliminar en el que evaluaron la
infeccion por VEB en pacientes con diagndéstico de Leucoplasia Verrucosa
Proliferativa (LVP), En el subgrupo 1 conformado por 10 pacientes con
diagnéstico de LVP, 6 habian desarrollado CAEC en cavidad bucal y de
ellos tres resultaron infectados por VEB. Los 4 pacientes restantes del
subgrupo habian desarrollado cierto grado de displasia epitelial, reportaron 2
(50%) con positividad a presencia de genoma de VEB, lo cual es similar a los
resultados a arrojados por el presente estudio. En cuanto al sub grupo 2
conformado por 4 pacientes con diagndstico de CACE el 40% resulté positivo

a la infeccién por VEB.

Estos resultados variables sugieren la necesidad de continuar
disefiando investigaciones con un nimero de muestras significativas y con
técnicas de deteccion de VEB lo suficientemente sensibles y especificas para
poder obtener resultados concluyentes a cerca de el papel de la infeccion por

VEB en el desarrollo de carcinoma en la cavidad bucal y bucofaringe.
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Al relacionar los casos positivos a infeccion por VEB con los rangos
de edad en el estudio, se determind que la totalidad de los casos se ubicaron
en el rango de mayores de 50 afios, al igual que los casos presentados por
Bagan y col (2007) cuyo rango de edad oscilé entre 53 y 90 afios, y Ponce y
col; (2006) refiere un promedio de edad de 55 afios. Lo que orienta a concluir
que la tendencia de la infeccion por VEB es a presentarse en adultos

mayores.

Otra relacion importante encontrada en el estudio fue la establecida
entre el habito tabaquico y la infeccion por VEB en los pacientes con
diagnéstico de displasia donde todos los pacientes que afirmaron fumar
(44.4%) presentaron infeccidbn por VEB, este porcentaje es menor al
reportado por Ponce y Col; (2006) de 80.5% en pacientes de la muestra

positivos al hébito tabaquico.

En cuanto a la relacion establecida entre el diagndstico histopatolégico
y la infeccion por VEB se pudo observar en la investigacion, que la presencia
de genoma viral tanto en las displasias epiteliales moderadas (2/6) como en
la displasias epiteliales severas (3/3), no es posible establecer
comparaciones por lo escaso de los reportes de esta relacion, pero se podria
inferir que la relacion entre infeccion por VEB y el consumo de tabaco
inhalado representa un factor de riesgo para que ocurran cambios

displasicos. (Neville 2002 )
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.Otro factor que se considera etiolégico de cambios celulares, que
pueden llegar a producir cambios neoplasicos por el potencial oncogénico de
alguno tipos virales, es la infeccion por VPH. Hoy en dia es aceptada la
participacion de este virus como factor de riesgo del cancer de cuello uterino
asi como su participacion en la incidencia de CAEC en la cavidad bucal y

bucofaringe.

En este estudio se observé un considerable 60.7% de casos positivos
a infeccién por VPH en el grupo de pacientes con diagndéstico de carcinoma.
Este resultado puede compararse con los publicados por Kreimer y col;
(2005) quien en un estudio epidemiolégico donde evaluaron 5046 casos de
CAEC en cabeza y cuello, correspondientes a 60 estudios a nivel mundial,
determinaron una incidencia de 25.9% de infeccion por VPH,
especificamente en la cavidad bucal se tomaron 2642 casos de CAEC y 969
en bucofaringe; el 23% de los casos en cabeza y cuello resultaron positivos a
la infeccion por VPH y 35.6% de los casos localizados bucofaringe
presentaron positividad a genoma de VPH. Presentando resultados similares
en cuanto a al identificacion de VPH en CAE, se debe mencionar estudios en
Asia (Japon) donde Sugiyama y col; (2003) en un total de 86 casos
determinaron presencia de VPH en 30 individuos alcanzando un 34.8%. En
India Nagpal y col; (2002) de una muestra de 110 individuos, por medio de

RCP, determinaron 37 casos positivos a infeccion por VPH (33.6%).
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Fregonesi y col (2003) en Brasil de una muestra de 46 pacientes, aplicando
Hibridacion in situ obtuvieron 39% de casos positivos a VPH. En Venezuela,
Premoli De Percoco y col; (2001) identificcaron infeccion por VPH en 60% de
su muestra de 50 pacientes. Correnti y col; (2004) utilizaron RCP en 16
pacientes con diagnéstico de CAEC y el 50% resultaron positivos a infeccion
por VPH de alto riesgo oncogénico. Todos estos estudios al igual que el
presente respaldan el hecho de que el VPH tiene una participacion

importante en el desarrollo de CAEC en la cavidad bucal y bucofaringe.

Otro resultado sin dudas importante de esta investigacion es el
porcentaje de displasias asociadas a infeccion por VPH. De los 10 casos de
displasia el total resultd positivo a la presencia de genoma de VPH; esto
podria sugerir que aunque el tejido presenta cambios displasicos, aun
conserva las condiciones necesarias para brindarle al virus el ambiente
idoneo para replicarse en el epitelio, al mismo tiempo que estd promoviendo
el cambio del mismo y alterando la transcripcion de genes en las células que

modifican su ciclo celular normal.

Si bien es aceptado el potencial que tienen algunos tipos de VPH de
alto riesgo oncogénico, para producir alteraciones irreversibles en las células
epiteliales al integrar fragmentos de su genoma en el de la célula infectada, y
alterar su ciclo celular, produciendo una multiplicacion descontrolada,

también es conocido el efecto que tiene el habito tabaquico como factor
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etiologico de cambios epiteliales tanto benignos como malignos. En este
estudio se determind la relacion existente entre el consumo de tabaco
inhalado y la infeccion por VPH. De los pacientes diagnosticados con CACE
la mayoria presentaron infeccion por VPH (14/22) al igual que en los
pacientes con diagnoéstico de diaplasias donde la relacion es mas estrecha

(8/10).

Estos datos respaldan el hecho de que el CAEC es una entidad con
una etiologia multifactorial. Pintos y col (2008) determinaron en su estudio
que el 39% del grupo de pacientes con diagnostico de carcinoma eran
fumadores. Liuzzi y col; en Venezuela (2007) determinaron que el 79% de su
muestra eran fumadores, de los cuales 27.59% fueron fumadores antiguos
de los cuales 20% presentaba infeccion por VPH , mientras que 51.72% eran
fumadores actuales y 70% de ellos resultaron positivos a la infeccion por
VPH, lo que sugiere que hay una concomitancia en el efecto sobre de el

tejido de ambos factores.

Desde el punto de vista histopatolégico seria interesante establecer
que relacion existe entre la presencia de infeccién por VPH y los cambios
celulares de los tejidos. En el presente estudio, Al cruzar estas dos variables
se pudo observar que en la medida que el tejido infectado presentaba
mayores cambios estructurales, menor era la expresion del virus. En otras

palabras a menor grado de diferenciacion de los carcinomas menor fue la
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frecuencia de presencia de genoma viral, sin embargo en el caso de las
displasias epiteliales no se vio este patron pues todos los casos resultaron
positivas a la presencia de genoma de VPH. En el estudio los casos
diagnosticados con CAEC pobremente diferenciados 3/5 presentaron
infeccion por VPH, relacion notablemente menor que en el casos de los
pacientes con diagnéstico de CAEC bien diferenciados presentaron 10/14
infeccion por VPH y para el grupo de displasias epiteliales la totalidad resultd
positiva a infeccion por VPH. Liuzzi y col; en su trabajo de tipificacion de
VPH en CAEC en cabeza y cuello realizado en Venezuela (2007), encontré
la siguiente relacion segun el grado tumoral, de los 7 casos de CAEC bien
diferenciado 4 (40%) resultaron positivos a infeccién por VPH, del total de 11
casos de CAEC moderadamente diferenciados 4 resultaron positivos a VPH,;
por ultimo de los 11 casos de CAEC pobremente diferenciado solo 2 fueron
positivos a infeccion por VPH, repitiéndose en su estudio la tendencia de la

investigacioén que se presenta.

Este comportamiento podria justificarse en las caracteristicas de la
etiopatogenia de la infeccibn por VPH, el cual al tener un caracter
epiteliotropico (Ha y col; 2004) necesita de un tejido que le ofrezca células
funcionales para poder replicarse, lo cual ocurrird hasta el punto en que el
tejido, por efecto incluso del mismo virus, presente cambios irreversibles
como pleomorfismo, incluso necrosis que lo convertirdn en un terreno poco

fértil para la replicacion del virus.
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Asi como se reportan coinfecciones por diversos genotipos de un
mismo virus, también es conocida la coinfeccion por diferentes virus, siendo

esto uno de los motivos de estudio de la presente investigacion.

Son controversiales los resultados obtenidos en investigaciones
previas y escasos los reportes al respecto. En el presente estudio se pudo
observar que de los 10 pacientes diagnosticados con displasia, 5
presentaron coinfeccion por VEB y VPH. Mientras que en el grupo de
pacientes diagnosticados con carcinoma, no existieron asociaciones de estos
virus. Este resultado hace pensar en la posibilidad de que la condicion de
malignidad sea inversamente proporcional a la presencia de infeccién por
VEB en estas lesiones, sin embargo no es posible afirmarlo antes de tomar
en cuenta algunos factores como el tamafio de la muestra, técnica de
identificacion viral, caracteristicas de la muestra, entre otros. Igualmente
surge la interrogante sobre el origen de la presencia de genoma de VEB, si
se encontré el virus en las células de | tejido epitelial o su presencia se debe
a una respuesta inmunitaria, por medio de la migracién al sitio de la lesion de
linfocitos B, en respuesta a una alteracion del tejido. Estas interrogantes
podrian despejarse aplicando técnicas de Biologia molecular adicionales

como la hibridacién in situ.

Ahora bien ya establecidas las frecuencias de infeccion por genoma

de VPH y su relacién con el habito tabaquico y con los distintos diagnésticos
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histopatoldgicos el estudio permite establecer la frecuencia de infeccién por

VPH segun el genotipo viral y el riesgo oncogénico de estos.

Como es conocido, son muchos los genotipos de VPH descritos en
multiples estudios, y estos se han clasificado segun su nivel de riesgo
oncogeénico en genotipos de alto riesgo oncogeénico (
16.18.31.33.39.45.51.52.56.58) y los de bajo riesgo oncogénico
(6.11.13.40.42.53.54.57) (Huang y col; 2008, Baez y col; 2004, Suarez y col;
2000) De estos tipos los comunmente identificados en la cavidad bucal son
6, 11, 13, 16, 18, 31, 32, 33, 35y 57. Los tipos 13 y 32 son exclusivos de la

cavidad bucal.

En la presente investigacion se identificaron 8 genotipos distintos de
VPH. De los 17 pacientes con carcinoma positivos a VPH estudiados, el
genotipo mas frecuentemente identificado, fue el VPH 16 (58,8%) de alto
riesgo oncogénico. El otro genotipo de alto riesgo oncogénico identificado fue
VPH 18 (29,4%). Los de bajo riesgo oncogénico mas comunmente
observados fueron VPH 33 y VPH 11 con 41,1% respectivamente, VPH 6
(35,2%), y los genotipos VPH 56 y VPH 44 con un porcentaje de 5,8%

respectivamente.
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En relacién a los paceintes con displasia los genotipos de VPH mas
comunmente identificados fueron VPH 16 (90%); VPH 18 (60%); VPH 6

(30%); VPH 33 (30%); VPH 11 (20%)

Estos resultados son comunes a muchos estudios previamente
realizados a nivel mundial. Patima y col; (2000) en China, en una muestra de
54 pacientes, identificaron como genotipos mas comunes VPH 16 y VPH 18
(74%) asociados a CAEC en cavidad bucal. Badarocco y col; (2000) al
estudiar 24 pacientes positivos a VPH en ltalia, identificaron los genotipos
VPH 16 y VPH 6 (36%) como los mas comunes asociados a CAEC en
cavidad bucal. Nemes y col; (2006) en Hungria, tomando una muestra de 79
pacientes, identificaron el genotipo VPH 16 (41,7) como el mas comun

asociado a su muestra de CAEC de cavidad bucal.

Por otra parte en un estudio publicado por Kreimer y col;(2005), en el
cual refieren la prevalecia de VPH en CAEC en cabeza y cuello, segun la
localizacion clinica y localizaciébn geogréfica, se obtuvieron los siguientes
resultados, en 15 estudios realizados en Europa con un total de 774 casos
de CAEC en cavidad bucal, la prevalencia del genotipo VPH 16 fue de
10.8%. En 8 estudios realizados en Norte América con 577 casos reportados,
determinaron una prevalencia de 10.1% de genotipo VPH 16. En 13 estudios
realizados en Asia, con un total de 1133 casos presentaron una prevalencia

de genotipo VPH 16 de 22.3% y finalmente de dos estudios con 188 casos,
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reportados en Centro y Sur América la prevalencia del genotipo VPH 16 fue
de 14.9%. En Venezuela, Premoli De Percoco y col; (2001), reportan como
los genotipos mas comunes en su estudio, los genotipos VPH 16 y VPH 18.

(60%)

Los estudios consultados sugieren una participacion importante de los
genotipos de alto riesgo VPH 16 y VPH 18, en los casos diagnosticados
como CAEC de cavidad bucal, sin embargo no se debe descartar el hecho
de que en menos proporciéon, pero igualmente con frecuencia, se identifica
genotipos de bajo riesgo oncogénico como VPH 6, VPH 11 y VPH 33,

muchas veces asociados a otros genotipos de alto riesgo oncogénico.

En relacion a las infecciones por multiples genotipos de VPH, el
presente estudio sugiere asociaciones frecuentes entre genotipos de bajo y
alto riesgo oncogénico. En 9 de los 27 casos diagnosticados con infeccion
por VPH, fueron tipificados los genotipos VPH 6 y VPH 16, en un mismo
paciente causando infeccion multiple. En 8 de 27 casos se presentaron
asociados el genotipo VPH 18 (alto riesgo oncogénico) y VPH 6 (bajo riesgo
oncogeénico). Igualmente 8 casos presentaron infeccion maltiple por VPH 16
y VPH 33. Por ultimo 7 casos reportaron infeccion combinada por los
genotipos VPH 18 y VPH 33. Estos resultados sugieren una frecuente

coinfeccidn por varios genotipos virales de diferentes riesgos oncogénicos en
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un mismo paciente. Esta relacion por lo general incluye VPH 16 y VPH 18,

asociados a VPH6, VPH 11y VPH 33.

Estos resultados se presentan similares en algunos estudios previos
como el de Termine y col; (2008), en el que se citan 62 estudios a nivel
mundial de CAEC de cabeza y cuello, en los cuales se evidencia, con gran
frecuencia, la infeccibn por varios genotipos de VPH asociados, por lo
general el VPH 16, VPH 18, VPH 6 y VPH 11. (Tachez y col; 2005, Yang y
col; 2004). También se reportan estudios en cavidad bucal que relacionan
estos genotipos virales como causantes de coinfecciones, asociando los
genotipos VPH 16, VPH 18, VPH 6, VPH 11 y VPH 33 (Kansky y col; 2003,
Fragonesi y col; 2003, Ritchie y col; 2003). Estos resultados sugieren varios
escenarios, el primero que los genotipos de bajo riesgo, fuesen los
responsables de la infeccidon primaria produciendo alteraciones celulares
benignas, las que a consecuencia de una infecciébn secundaria por genotipos
de alto riesgo oncogénico progresan en mutaciones por alteraciones
genéticas acumulativas que desencadenen expansiones clonales
descontroladas. El otro escenario planteado seria que los genotipos virales
de alto riesgo produzcan la primo infeccion facilitando la infeccion y
multiplicacion de los genotipos virales de bajo riesgo, ocurriendo una especie
de sinergismo entre ambos. Tomando en cuenta estas alternativas y los

resultados obtenidos, seria interesante establecer el valor prondstico de
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estas asociaciones, asi como de las infecciones persistentes producidas por

un genotipo viral a la vez.

En un estudio realizado por Liuzzi y col; (2006) fue reportado como
parte de los resultados que 92,39% de los pacientes incluidos en el estudio
consulté al especialista por presentar lesiones tumorales en la cavidad bucal.
En el mismo estudio los autores determinaron como uno de los factores

pronéstico mas importante, la tardanza de consultar al médico.

Estas citas del estudio realizado en Venezuela, llevan a la reflexion
sobre el importante papel que tiene el profesional de la Odontologia y del
especialista en Cirugia bucal, en el despistaje y deteccion temprana de las
lesiones malignas en cavidad bucal, para lo cual es necesario el
conocimiento de las bases teoricas de la patologia bucal, lo que permitiria
afirmar que “no hay buen cirujano que no tenga conocimientos de patologia”.
Esta vision integral confiere al odontélogo cirujano la calificacién de
Profesional de la salud, no solo de la cavidad bucal sino también sistémica

del individuo.

El tipo de investigacion, como la que aqui se presenta, demuestra la

importancia de la incorporacion del cirujano Bucal y del profesional de la
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odontologia en general, en el campo biomédico y a la familiarizarse con la
interpretacion de los resultados de diagnéstico molecular de aplicacion, cada
vez mas frecuentes en el area de la salud, lo cual permitiria abordar

adecuadamente el diagndstico, prondstico y terapéutica del paciente.

En el diagndstico de las lesiones benignas, premalignas y malignas,
es esencial que se realice una rapida identificacion con el fin de establecer el
comportamiento de las diferentes entidades patoldgicas y en consecuencia,

la conducta a sequir.

Es muy importante, con relacién a las lesiones en cavidad bucal, el
diagnéstico precoz por parte del Odontélogo /cirujano bucal, debido a que las
lesiones pueden ser tan incipientes o asintomaticas que el mismo paciente

puede ignorar su existencia.
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V.- CONCLUSIONES

El diagnostico de lesiones de Carcinoma de células escamosas y
displasias en la cavidad bucal y bucofaringe, fue predominante en el género
masculino con habito tabaquico, en el rango de edad de mayores de 50 afios

y localizadas con mayor frecuencia en el reborde alveolar.

El diagnostico histopatolégico predominante es Carcinoma
Espinocelular bien diferenciado y Disaplasia epitelial moderada. El habito
tabaquico es el factor etiolégico extrinseco mas comunmente relacionado a

la enfermedad.

Las técnicas de Biologia molecular, como la Reaccién en Cadena de
la Polimerasa , brindan la suficiente sensibilidad y especificidad para
determinar la presencia de genoma de Virus Epstein Barr y la tipificacion

Virus Papiloma Humano.

La infeccidn por Virus Epstein Barr en la cavidad bucal y bucofaringe,
es comun en tejidos que presentan cambios displasicos moderados y
severos. La presencia de infeccion por Virus Epstein Barr es mas frecuente

en los pacientes mayores de 50 afios fumadores.
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La infeccion por Virus Papiloma Humano fue encontrada en displasias
moderadas y severas y en carcinomas espinocelulares, en la cavidad bucal y

bucofaringe, en pacientes mayores de 50 afios y con habito tabaquico.

El grado de diferenciacion que se presenta con mayor frecuencia es el
bien diferenciado y la mayoria fueron positivos para el genoma de Virus

Papiloma Humano.

La coinfeccion por Virus Papiloma Humano y Virus Epstein Barr, se
presenta con frecuencia en pacientes con diagnostico de Displasia epitelial

de moderada o severa.

Los genotipos de Virus Papiloma Humano mas frecuentemente
identificados son: VPH 16 y VPH 18 seguidos de los genotipos VPH 6, VPH

11, VPH 33.

Las asociaciones de varios genotipos de Virus Papiloma Humano
identificadas en lesiones de carcinoma espinocelular y displasias en la
cavidad bucal y bucofaringe son las que incluyen VPH 16 y VPH 6, VPH16 y

VPH 33, VPH 18 y VPH 6, VPH 18 y VPH 33.
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