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rALLA DE ORIGEN

INTRODUCCION

Las modernas técnicas de biologia molecular han demostrado la participacién de
los VPH en la patogénesis del cancer en las diferentes localizaciones del cuerpo
humano, incluyendo neoplasias de mucosa bucal, cabeza y cuello. EIl
epiteliotropismo viral permite el desarrollo y proliferacion del virion en cualquier
epitelio. El diagnostico directo del ADN de HPV ha cobrado importancia dado que
el virus no necesariamente debe estar intacto para inducir la enferr_nedad. ademas
puede permanecer como infeccign latente en la célula hospedera y manifestarse
tardiamente. ‘

Los resultados cbtenidos han determinado la identificacion de los mecanismos
moleculares que lo presentan como el virus de mayor potencial oncogénico. Cada
tipo especifico viral tiene su propio comportamiento molecular y de interaccién
celular por lo que en todos los casos se vuelve de importancia fundamental la
identificacion del genotipo .La deteccién .de .secuencias genémicas de HPV se
basa especialmente enla ampliﬂcaciénidé -secuenclas virales blanco por PCR o en
la hlbrldlzac:én (y las, lécmcas denvadas de éstos) las limitaciones de éstos
métodos estén dadas por su. sensubllldad utmdad clinica, complejidad, fabllldad
facilidad de e;ecucnén y dlspoplblhdad comermal ‘

Las metodologias UtlllZadl on dlferentes y cada una de ellas posee su

significante lmpacto desde el pumo de vista de sensibilidad y/o especnﬂcudad En
los ultimos afios se han unificado criterios metodolégicos para su dlagn_éstico Yy
fundamentalmente para su tipificacion. Recientemente de ha desarrollado un
sistema diagnostico que identifica la presencia de ADN del virus dénominado
Captura Hibrida de segunda generacion, éste es el Gnico sistema disponible que,
sin ampilificacién previa del ADN eréI es cépaz de diagnosticar la infeccién con
pequeias cantidades de muestra; blologlca Aplucable por su sencillez y eficacia a
la |dentmcacién del virus paplloma humano n“mucosa bucal.




ANTECEDENTES

En 1925, Buschke A y Loweistein D. descrlbleron un . tumor peculiar del area
genital, verrucoso, bien diferenciado con caracter(stlcas de condlloma acuminado,
ésta lesion finalmente se transformaba en tumor mahgno 7

En 1933 Shope R. aislé el primer. vnrus paplloma de Iesuones papllomatosas en piel
de conejos, estudid también el cénce de eséfago en bovmos en donde se ha
identificado al paplloma i

genoma mide aprox1mada
5 x 106 daltons. ™ 3

proteinas mayores de Ia cépsu

El VPH exhibe un alto graqqu S
regiones corporales. .Es posnble que Ias dlferenmas en, ; s
receptores para el VPH en "dichas células sea un factor |mportante para Ia
presencia restringida de tipos especificos de VPH, sin embargo los elementos mas
importantes que determinan la especificidad de los virus son los factores de
transcripcion producidos por las células hospederas. La expresion 'de los genes de:
los diferentes tipos de VPH la regulan de manera estricta y especifica factores de
transcripcion, como AP-1, el factor especifico de queratinocitos, NF- 1/CTF CEFI s
CEFll y TEFI y algunos factores de origen hormonal 2 L -
La naturaleza de las verrugas humanas se conoce desde 1907 cuando Cluffo G '
establecio la etiologla viral de estas lesiones, pero sélo desde hace poco tlempo

con el advenimiento de la virologia molecular, el virus causal,, esta siendo.
estudiado. ! .

Actualmente los métodos proporcionados por la Biologia Molecular y Ia Tecn logla
de Recombinaciéon demuestran ser Gtiles en la deteccion de materia genétlco de
los virus relacionados con eI cancer como eI virus del papiloma humano



Hasta fines de la decada de los ‘afios 60, se crefa que todas las Ieslones '
verrugosas de piel y mucosas, ya sea. condilomatosas o planas juveniles, eran
causadas por un sélo tipo de HPV y que las diferencias en su aspecto clinico
morfoldgico se deblan a'su Iocahzaclbn Las técnicas de hibridacion molecular han
permitido caracterizar el DNA de dlferentes tipos de HPV, en base al estudio de su
organizacién genética y secuencias- nucleotidicas e identifi carlos en muestras
clinicas, independientemente de Ié diferenciacion celular o del grado de severidad
de la lesién 3 ‘ .

Spielgman inventd la técnica de hibridacién de acidos nucleicos sobre filtros de
nitrocelulosa. En 1975 Southern E. disefa una técnica pilar de la ingenieria
genética; las endonucleasas de restriccion y las sondas o. rastreadores
moleculares. La técnica llamada Southern blot de transferencia de ADN desde los
geles donde se ha hecho la electroforesis a un filtro de nitroceluloéa.'lleva el
apellido de su inventor, ademas de significar en inglés, “hacia el sur”.: En broma
se bautizé a la técnica para transferir ARN Northern blot y a la que transf‘ere
proteinas Western blot . La palabra blot podria traducirse como secante’-

filtro de nitrocelulosa absorbe el ADN del gel como un papel secante.?
Se ha demostrado el valor de la deteccion del DNA del HPV de alto riesgo “DNA
HPV testing” como método complementario de dlagnéstlco molecular
La diferencia entre las técnicas de hibridacion que se utlllzan éctualmente radican’
en las caracteristicas de las muestras a estudiar (celulas ° tejldos. frescos o
fijados, parafinados o congelados), necesidad de extraccion del DNA mformaclén
que brindan, sensibilidad y especificidad.? :
La Hibridacion in situ de fluorescencia (FISH) es mas rapida que el Dot Blot ya
que no se realiza la extraccion de DNA. Es poco especifica, pero es utit para

estudiar con gran numero de muestras. La hibridacion “in situ” es una:t’écr_ﬁca‘
relativamente rapida y accesible a los laboratorios de diagnéstico; en este casb se
obtiene una coloracion especifica en los ntcleos positivos, facilmente observable
en un microscopio 6ptico de rutina.®

ues’el A



La experiencia del Iaboratorlo es fundamental para obtener resultados fiables
(sobre todo en el caso de las técnicas de PCR). Los métodos clasicos de
diagnéstico virico, como la mlcroscopla electrémca los culuvos celulares y ciertos
meétodos inmunolégicos, no son adecuados para la detecclén del VPH Este virus
no puede cultivarse en cultlvos celulares EI método establecido para Ia deteccién
virica sistematica es la hlbndaclén de écidos nuclelcos g
- Ensayo de captura de hlbndos en microplaca (HC II)
- Reaccién en cadena de la pollmerasa PCR :
En los ultimos 20 anos Ios avances en el conocnmiento dela Virologla molecular,
se han producido como consecuencla del desarrollo de ta Ingemerla Genética y de

los métodos de diagnéstico molecular.®

! : é éénicas del laboratono clinico existen hoy en dia métodos
moleculares para.la deteccién del VPH. La captura de hibridos se basa en la
formaéiéh dé Hib'ridés de moléculas de DNA viral con sondas especificas de RNA,
estos ¢ hlbndos se exponen al reconocimiento de anticuerpos especialmente
dlsenados y que se encuentran acoplados a moléculas coloridas, las que son
finalmente detectadas en un luminémetro. La captura de hibridos ha sido disefiada
para detectar grupos virales, por lo que se puede aplicar para la busqueda de

grupos de virus de bajo riesgo o de alto riesgo.’



I.- BASES MOLECULARES FUNDAMENTALES
ACIDOS NUCLEICOS

Los acidos nucleicos son macromoléculas de suma importancia biolégica. Todos
los organismos vivos contienen &acidos nucleicos en forma de acido
desoxirribonucleico (ADN) y acido ribonucleico (ARN). Algunos virus,‘vsélro“k
contienen ADN, mientras que otros contienen ARN."? ) L .
El ADN constituye el depédsito fundamental de la informacion . k ger'\ética’ Esta

informacién es copiada o transcripta en las moléculas de ARN cuya» secuencnas*

de nucledtidos contienen el codlgo para las secuencnas e ecl cas’

n prokceso
liamado transduccion del ARN. Esta serie de fenémenos ci nombre de

aminoacidos, entonces se produce Ia sintests de. las

manera :

Transcripcién : iTrahsduccidn e

ADN PROTEINA

Los acidos nucleicos estan” formados “porun -azucar’ (pentosa), ‘una base
nitrogenada (purina o pirimidina) y acido fosférico.'” :

La hidrolisis del ADN - o de ARN genera:

ADN < - ARN

Pentosa ’deiyso{lrribdsa cn : ribosa

Purinas .- . ULt adenina-guanina adenina-guanina
Bases Pirimidinas =" . timina-citosina uracilo-citosina
Acido fosférico ST POGH, POLH;

NIDMHO 3 V1TV
NOD SiSiL




Una molécula de acido nucleico es un polimero lineal en el cual los monémeros
son nucleotidos que estan ligados por medio de uniones fosfodiéster. Estas
uniones ligan al carbono 3° de la pentosa de un nucleédtido con carbono §° de la
pentosa del nucledtido adyacente. En consecuencia el eje de un acido nucleico
esta formado por pentosas y fosfatos y las bases nitrogenadas estan unidas a las
pentosas del eje. El extremo de la molécula que contiene la pentosa con el
(carbono)C 5’libre se llama extremo 5°y el que posee la pentosa extremo 3°."7

El acido fosférico utiliza dos de sus tres grupos &cidos' en’ las uhipnes 3, 6-
diéster. El grupo restante confiere al pollndcleétido;susk propiedade's a‘cidés y
permite que las moléculas forme uniones iénicas con proteinas basicas llamadas
histonas con las que forr'nabun complejo nﬂcleoproleico}denomi_nadd crorhatina.
Dicho grupo ‘a'cido libre también hace que los acidos nucleicos'sean bé;éﬁlos."
Las pentosas son de dos tipos: ribosa en el ARN y desoxirribosa en el ADNV. LA
Unica diferencia entre dos aziicares es que la desoxirribosa tiene un dtomo menos
de oxigeno. FSe puede utilizar una reaccion especifica para la kdesoxirribosa,
llamada reaccién de Fulgen para visualizar el ADN con el microscopio éptico."

Las bases que se encuentran en los acidos nucleicos son también"de dos tipos;
pirimidinas y purinas. Las pirimidinas poseen un anillo heterociclico mientras que
las purinas tienen dos anillos’ fuéionados. En el ADN las pirimidinas 's'or'p la timina
(T) y la citosina (C) 'y las purinas son la adenina (A) y la gu‘aninéj(é‘)ﬂ' El ARN
contiene uracilo (U) en lugar de timina. La diferencia de las bases pmmldlcas
permite usar timidita - radiactlva como marcador especifico del ADN y uridina
radiactiva para el ARN. Las bases heterociclicas absorben luz ultrawoleta a 260
nm. La combmamon de una base mas una pentosa (sin el fosfato) consmuye un
nucleosido, - por e;emplo adenina + ribosa = adenosina . Funalmente édenosuna ’
monofosfato (AMP) adenosina difosfato y trifosfato son ejemplos de nucleétldos
Ademas de ‘actuar “como bloques en la edificacion de’los- écndos »nuclelcos.,los
nucleotidos son utilizados para depositar y transferir energla quim“ a Cuando se
produce la hldrOlISIs de estas umones la energia liberada puede ser usada por la




celula para realiza'r sus funi:ibnes El ADN se encuentra en los organismos vivos
como moléculas Imeales de muy alto peso molecular,

Toda Ia informactén ’genéuca de un organismo vivo se encuentra acumulada en la
secuencia Iineal de lés ‘cuatro’ ‘bases de! acido nucleico. La estructura primaria de
todas las’ protelnas (secuencnas de sus 20 aminodcidos) debe estar codificada por
un alfabeto de cuatro letras (A, T, G, C) .

Fig.1
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ADN:

Es un polimero, es decir; una larga cadena de monémeros unidos entre si.. Cada
monémero en el ADN es un nucledtido que esta constituido por tres componentes

una base nltrogenada una pentosa y una molécula de acido fosforico, ®

La molécula de. ADN esta formada por dos cadenas de ‘4cidos ' nucleicos
helicoidales con giro a la derecha, que compone una doble hélice alrededor'de un
mismo" eje central. Las dos cadenas son antiparalelas, es decir su unlones son
3.5 ‘fosfodiéster siguen direcciones opuestas, ademas las bases estén ‘situadas
en el interior de la hélice en un plano helicoidal. Ambas cadenas'se hallan unidas
por medio de puentes hidrégeno establecidas en pares de bases,® '’ :
Puesto que entre dos pentosas de las cadenas opuestas existe una dlstahcia fija ,
solo ciertos pares de bases pueden darse dentro de la estructura.Los Gnicos pares
posibles son ;A-T ,T-A,C-G yG-C.EntrelaAylaT se forman dos puentes de
hidrégeno y entre las C y G , tres puentes, el par C-G es mas estable que el par
Ay .T. Junto los enlaces de hidrogeno, Ias interacciones hidrofébicas entre las

bases mantlenen estabilizada la cadena.’

[ ESTRUCTURA DEL ADN

LX PENTOBALCILATO

Fig. 2

TESIS CON
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- Bases nitrogenadas

Las bases nitrogenadas ; adenina, guanina, ' citos.ina : timiha y uracilo:son fas
bases encontradas en el ADN y en el ARN. Suelen nombrarse con sus |n|c1a|es A,
GCTyU En el ADN hay AGCyT. .

La adenina y la guanina son bases purlcas consm das’ por. dos anlllos La citosina
cular, constltuldos por un solo

y timina son bases purimidicas de menor
anillo. Ambos tipos de bases contlenen vano dobles nlaces y los atomos de
hidrégeno, de modo que las bases pueden exisﬂr mdlferentes formas Ilamadas
’latlva de los dobles enlaces y los

tautoméricas dependiendo de Ia coloc cior
atomos de hidrégeno."” )

- lr; cltosina:
guanina ]

TN e Ny
. S "
timina H e adenina
9

~ e ~ Fig. 3

- Pentosa

El segundo componente ¢s una molécula de azucar de cinco carbonos. Las pentosas pueden
existir en forma de cadena lineal extendida o en anillo, aunque tanto en el ADN como el
ARN se encuentra el anillo . En el ADN la pentosa es la 2°desoxirribosa y en el ARN
ribosa. La diferencia entre ambas reside en que el carbono en posicion 2° grupo hidroxilo (-
OH) esta sustituido por un dtomo de hidrégeno(-H). En el azicar los dtomos de carbono se
numeran 1°,2’comenzando por el carbono del grupo carbonilo (-C=0) de un extremo de la
cadena. Los dtomos de carbono se numeran 1, 2 para distinguirlos de los carbonos de

azdear 17,27 17
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H.-VIRUS

Virus significa “veneno”

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Los virus son particulas infecciosas muy pequefnas, parasitos genéticos
obligados que carecen de organelos y metabolismo propio por lo que para su
reproduccion dependen por completo de los sistemas de replicacion y expresnén
geneética de sus huéspedes para poder realizar la suya propia. 8.15 :
Contienen ADN o ARN con-la. Informaclén necesaria para reproducirse pero
carecen la mayoria de las veces de las polimerasas o ribosomas para realizar su
propia replicacion o slntesls de protelnas Tienen un cromosoma de ADN [ ARN
CON UNOS -PoOCoS nucleotldos ‘que: es’ pequefio comparado con: el de los
eucariotas. Debldo a. esto se Ilegan a conocer en su totalidad gen a-gen,-

nucleotido .a . nucleotldo ademés pueden obtenerse cientos de ‘miles -de
8,15

descendlenles tras algunos expenmentos

ESTRUCTURA
Los virus consisten en un genoma de acido nucleico rodeado pof una ca‘pside
viral, algunas veces encerrada en una envoltura va esto se le- Ilama vmén o

particula viral® 415
El tamafo se mide en nanometros(nm) y.los viriones d mportancia. clinlca

oscilan desde 18 a 300 nm,

puede ser . sentido - posi



amblsentldog'5La capa exterlor capsnde( del grlego capsa, caja) 6 envoltura

proporcionan recubrlmlento proteccuon y slrven -como vehiculo: de transporte
para la transmlsnon del wrus La capslde es una estructura rlgnda formada por

capsomeros y éstos a su vez formados por protameros subumdades proteicas
9,15 - :

capaces de soportar faclores ambientales desfavorables

La dasposncion de la nucleocapsnde en el ‘espacio nos da la smetrla vnral y de"

acuerdo con . ello se observan distintos tipos: simetria hellc0|dal (cmndnca
exlendlda o enrollada en si mlsma), icosaédrica (aspecto de polledro con velnte
caras tnangulares 30 anstas. 12 vértices y tres ejes e

de snmetria) binana(en un - mismo virus dos simetrias)o compleja(ovondes.

esféricos o pleomérﬁcos) o

La envoltura es una " membrana  compuesta de lipidos, proteinas y

glucoproteinas los virus “con envoltura deben permanecer himedos y. se
transmiten de modo habltual a través de fluidos, gotitas respiratorias, sangre y
tejidos.? ’
En la envoltura se encuentran proyecciones, espiculas o peplémeros que sirven
de fijacion, puedeny unirse a glébulos rojos y provocar aglutinacion( in vitro)“",

AN

STETe
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CLASIFICACION N S
Los virus se clasifican_de a‘cuerdoa : 1) su genomade.acido nucleico(ARN —~
ADN monocatenarlo/blcatenarlo) 2)‘ la,'presencia de un .envoltorio .y 3) la

morfologia de la cépslde Vlra| 14, 15’ :

lNTERACClchiRué‘-CELULA S

- Fuacmn : . )
La pnmera etapa de la mfecclén vlnca es la fijacién del vmon a la célula ‘objetivo,
varias estructuras de la superficie: celular pueden actuar como receptores para

cllos o bien la entrada del virus puede estar orientada: hacla células especlf‘cas_'

(tropismo celular) éste determina la enfermedad cllnlca organo especlfca 14,15

Una vez fijados a la superficie celular, los' virus: tlenen uue entra'i'“al citoplasma
celular para que puedan denudarse-y liberar’ el écido nuclelco Los ‘virus
envueltos consiguen esto por medlo de la fusion tras la endocntosns med:ada por

receptores '

Ciclo litico  Lisis ~t 7
! e

\,\ T LS
\\\ Pt /_//
TN e Fig. 5
| TSIScoN |
{ FAULA DE ORIGEN |




-Repllcacuon v1ral

Una vez que el virus ha entrado en una celula y ha hberado su genoma necesita
expresar los genes’ vnrales y repllcar su acido nuclelco Ia estrategla para esto
depende de la naturaleza del virus' :

La célula. infectada proporciona los sustratos Ia energia y Ia maqumarlai"

necesaria para la sintesis de protelnas viricas y la repllcacién del genoma La
competencia entre el virus y la célula por la maquinaria blosmtétlca determman el
destino de la célula y. la naturaleza de la infeccion virica; :la slntesis ‘de

macromoléculas viricas continla al ensamblaje y la liberacion dela prdgénie B

virica; todos los virus fabrican ARNm y proteinas para generar una copia idéntlca

de su genoma.®'®

e bt O

-

; S,

(G2 )

TR 4 (« . _—::‘ h"\;
b ,\,A' @3
Y w

Replicacién viral
- / ewee, Y lisis

Fig. 6
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-Transcripcidn
Una vez |ntroducndo el genoma vlrlco deben ser transcrno en ARN mensajeros

funcionales capaces de umrse a.los nbosomas y ser traduc:dos en . proteinas
lempranas estas detlenen el metabolls o celular para permltlr la mulllpllcaclon

La replicacion del virus. puede inlciar camblos 'en Ias elulas: que conducen a‘

histolisis 0 cambios en propiedades funcnonales 0 e
antigénicas de la célula. Los efectos sobre las células’ pueden deberse a la
utilizacion por parte del virus de la maquinaria para sintesis de macromoléculas.

-cara erlstlcas :

a la acumulacion de proteinas o particulas viricas o modificacion estruclural—

celular como la incorporacién de glucoproteinas en las~ membranas
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-Ensambilaje y liberacion

La unlén se Ileva a cabo en el cltoplasma oen el nucleo fnalmente los virus son
trasladados a lravés del cntoplasma en veslculas que se fusnon )

alcanzar el torrente linfétlco o sangulneo tras
fagocitosis o mediante transporte. de activos.: Muchos
transportados por las células muco-epiteliales de Ia orc trzfa'btos'
gastrointestinal, vaginal y anal.®"® . L

El periodo inicial se conoce como prédromo o perlodo de mcubacuén durante éste

periodo el virus se multiplica antes de alcanzar el tejldo dlana o mducnr lesién
suficiente para que aparezcan los sintomas. El periodo es relativamente corto si la
infeccion en el toco prnmario produce los sintomas caracteristicos de la

enfermedad.?



Las enfermedades pueden ser aparentes o inaparenies y producir énfermedad
aguda o cronica. Las infecciones inaparentes se’ deteCtan por la presenCIa de
anticuerpos especificos contra el virus. La susceptlbllldad del IndIVIdUO y la
gravedad de la enfermedad dependen de factores como mvel de “exposicion,
estado inmune, salud general, dosis de! virus y. caracterlstlcas genétlcas ‘tanto del
virus como del huésped.?'s ‘ o
La infeccion viral de una: celula puede conducira ‘tres resultados; infeccion

fracasada (infeccion abortlva) « muerte celular (|nfecclén lltlca) o multiplicacion .
virica sin muerte celular (mfecc:én persistente no litica) . Las infecciones

persistentes pueden ser crénicas. latentes, recurrentes y transformadqras

(inmortalizadas).La naturaleza de la infeccién estd determinada por las":
caracteristicas tanto del VIrus como de las células. Una célula no permlsiva no‘
permitira la repllcaclén de un tipo o cepa particular de virus .Una célula permisiva E
proporcionara la maqulnana biosintétca necesaria para permitir el c1clo .

replicativo completo del V|rus Una célula semipermisiva puede ser muy met”caz; .
9

o permitir algunas pero no todas las fases viricas de la replicacién vinca
Cuando el virus ‘infecta“una células sin matarla se produce una Infeccién
persistente . En-la mfeccnén persistente productiva; los virus dela ‘progenie
salen de la célulé'sin causar dafio aparente por exocitosis o gemacion a través
de la membrana plasmatica. Se produce una infeccién latente cuando un virus
ADN infecta células que carecen de la maquinaria necesa‘ria para transcribir
todos los genes viricos ( 0 que no permiten su uso por el virus) . Los factores de
transcripcion especificos requeridos por un virus quiza se expresen solo en
determinados tejidos por células en fase de reproduccién , pero no por las que
estan en fase de reposo o tras la induccién por hormonas o citoquinas.?
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VIRUS ADN

La transcnpmén de éstos wrus ocurre en el- nucleo utlllzan pollmerasas y
enznmas de las células huéspedes para Ia sIntesns de ARN vinco La slntes:s de
ADN- y ARNm vincos se, pueden potenc]ar al acelerar‘ el crec:miento de’ las’

células’o aumentar eI numero de plantlllas ADN para la transcripci n “de p}uﬂés‘ qe b

la rephcamén del’ genoma. L
por la |nteraccu')n de Ia protel :

pueden ser. transcntos desde cualquxera de_las cadena -
direcciones opuestas. Por ejempIO' los genes precoces;

de un solo promotor y: despues son procesados para producu' varls ARN de

secuencias mtermedlas (intrones) RARE

‘ on mas rapidas pero menos prec:sas‘que as deI‘

Las pohmerasas vlncas

huésped, lo que causa’ una tasa de mutacion alta en los vuru» .Los'v

mayores pueden‘ proporclonar enzimas 'y oftras protelnas que estlmulan ‘el
crecimiento celular Y aumentan la cantldad de dexosrrlbonuclelcos como el E7»

de los papnlomavnrus :
) celulares mdlspensables para - el control
consecuencia es Ia dlwsién celular descontrolada.y la transformacuon neoplésnca

de cuclo fcuya




Muchos de los primeros genes expresados por casi todos los virus de ADN
durante la infeccidn poseen caracteristicas similares. No sdlo activan genes
virales precoces y tardios, sino que también regulan la expresion génica celular
con el fin de optimizar el medio celular para la produccién del virus, %

DNA Viruses

Circovirus Par us Papovavirus
.
+ @)s @ *
izosahec al C =12 G - 180 lvosihodinl C»72
V22 nm 18-28 n 4028 tan 455 Py
Adenavirus Herpesvirus Poxvirus

ozemedion -
S N AL

VIRUS ONCOGENICOS

Fig.8

Algunos virus ADN y retrovirus establecen infecciones persistentes que pueden
estimular el crecimiento celular incontrolado causando transformaciéon o
inmortalizacion de la célula. Las caracteristicas de las células transformadas
incluyen crecimiento continuado sin senescencia, alteraciones en la morfologia
y metabolismo celulares, aumento en la tasa de crecimiento celular y del
transporte de azucares, pérdida de inhibicion del crecimiento por contacto con
otras células y capacidad para crecer en suspension o en agar semisolido.'®

Los virus tiene diferentes mecanismos para inmortalizar a las células;
favoreciendo o propbrcionando genes estimuladores del crecimiento o mediante
la eliminacidon de mecanismos de subescision intrinsecos que normalmente
limitan la sintesis de ADN y el crecimiento celular. La inmortalizacién ocurre en
células semipermisivas que solo expresan los genes viricos precoces.. La
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sintesis de ADN virico y la p'rogresién hasta la’ fase iardia de sintesis de ARNm y
proteinas suelen causar muerte celular lo. que |mp|de Ia |nmortal|zac10n 15.16
ero nor resulta suficiente para la

La transformaclon virica es 'el ‘primer. pasi
oncogénests y la formaclén del. tumo :Las células inmortalizadas experimentan
mayor riesgo que las normales de acumular otraé ‘mutaciones o reagrupaciones
cromosomlcas en. .el transcurso delvtlem/po lo que favorece el desarrollo de
células- tumorales. -asi:mismo’ éstas’ élulas se muestran mas susceptibles a

cofactores y promotores tumorales lo que facmta Ia formacién neopléslca

huésped desempeﬁa una funcnén umportante en Ia susceptlbllldad de las células

a los virus oncogénlcos %

Muchos virus' tienen una molécula de ADN circular que se identifica con el
microscopio electidnico como una estructura superenrollada; el cual es negativo ,
lo cual hace que la estructura del ADN se encuentre bajo tensién, Este fenémeno
se produce por un relativo niimero de vueltas negativas en la doble hélice del ADN
circular. En el ADN de superenrollamiento el numero de 10 pares de bases por
cada vuelta de hélice, la hélice da una vuelta cada 10.5 nucledtidos.''® )

23



II.-VIRUS PAPILOMA HUMANO

El vivrus'del papiloma humano pertenece al grupo de Papovaviridae en el que
estan varios virus que infectan tanto a los animales como al hombre produciendo
lesiones neoplasicas. Se encuentran en un grupo  heterogéneo cuyos diversos
genotipos son capaces de producir lesiones en la piel y las mucosas; en la
actualidad se sabe que su patrén deicrecimiento depende no solamente de su
genoma, sino de las condiciones de! teji'do‘i‘hfectado

Los virus' papiloma humano (VPH) son patogenos epiteliales que infectan Ios
queratinocitos de distintos lugares del cuerpo humano. La mayoria de las
infecciones inducidas por VPH son auto-limitantes y esponténeamente
desaparecen en meses o pocos aﬁos es posible que en algunas personas el DNA )
viral persista, con niveles de carga viral muy baja en el epitelio por largos periodos
de tiempo. Estas infecciones pueden reactivarse a lo largo de la vida o cuando se

produce una disminucion de las defensas inmunolc‘)gicas"9
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ESTRUCTURA

Son un grupo de vnrus de DNA, que no poseen envoltura y tlenen un dlémetro
aproximado de 52- 55 nm, se repllcan especlrcamenle en el nucleo de celulas’
epntellales escamosas son vunones epntellotrop:cos y i su genoma mlde .
aproxumadamente 8 kllobases de Iongltud con un peso molecular de’5 x. 106

un 95% por la proteina L1yenun 5% por Ia proteina L2, Ias cuales se eu 'mblan, .

necesarlos para que el vIrus pueda completar su CIClO de repl:ca
de ADN de. Ios VPH que codifican protefnas virales estén lo
cadena plus que se subdlwde en una regién temprana'y ‘otra tardl
son codlrcados en las etapas tempranas de la infeccion, conocndos com| :
(del mglés Early temprano). y aquellos que son codlf‘cados durante Ia ;‘:etapas‘,
tardias del ciclo replicatlvo del mismo, conocidos como L (del mgles Late = tard[o
Son seis genes tempranos: E1, E2, E4, E5, E6 y E7 (aunque se con5|dera que E4
es en realidad un gen tardio ;la secuencia de éste gen , esta totalmente contenida
dentro de la secuencia del gen E2, pero en un marco de lectura dnferente) E6
destruye p53 , en la mitad de los casos de neoplasias malignas se descompone y
dos tardios: L1y L2, °
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Los genes . tempranos codlfcan proteinas involucradas en la replucacién y
regulacién viral, asl como en su capacidad carcinogénica. Estas proteinas son las
encargadas de favorecer el crecimiento celular; en una célula permlsuva esto
faclllta la rephcacién viral- litica. Sin embargo ellas mismas pueden inducir
transfornamon oncogénica en una célula no permisiva 9

Por otro Iado los genes tardios codifican las proteinas estrucfurales que
conforman la capside viral. La region de control posee sitios de unién para
elementos reguladores del ciclo reproductivo viral. :

LCR E6

Fig. to
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Fig.11
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REPLICACION

El cuclo de Ios VPH esta estrechamente hgado al crecimiento y dnferenmacién de

en los queratmocnos totalmente dlferencxados de Ios estratos corneos donde
también ocurre’ el ensamblado de las capsndes vxrales que dan Iugar aia formacién
de viriones Los VPH no presentan una fase Iiuca. por lo" tanto” se valen de las
caracleristicas propias de las células que los albergan para propagar su progenie,
la cual es liberada cuando las células termmales del estrato corneo sufren un

proceso de descamacion,

CLASIFICACION

Sobre la base de la homologia de la secuencua del ADN se han xdentlt”cado mas
de 200 tipos de VPH claslf‘cados en 16 grupos , Pueden cIasuf"carse tamblen
como cutaneos o Mucosos de acuerdo con el lugar de Infecclon y repllcacmn :
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'TPODEVPH ~ [LESION ASOCIADA

| Cutdnéos i :
i1,4 """ i Verruca plantaris
12,4 Verruca vulgaris
3,10 - o | Verruca plana
15,8,14,17,20 : H Epldermodlsplasla verruciformis
'7 ) : ‘Verrugas del carnicero
9,12,15,19,21-25,36,46,47 ‘ | Epidermodisplasia verruciformis
41 . Carcinoma de células escamosas
i } cutaneas
I .
| i
s | ,
) Mucosos : Condiloma acuminado
|6 ; Papiloma laringeo
P11 . Hiperplasia epitelial focal
i13,32 : NIC, Carcinoma de cérvix !

116,18,31,33,35,45,51,52,56 | ‘ i NIC, Carcinoma laringeo

30 . NIC, Carcinoma de cérvix y pene
139 ) ‘ tNIC
1 34, 58 » NIC, NIP
[40 ;Nlc papiloma vulvar
142 NIC hiperplasia vulvar ;
543 ! NIC, condiloma vulvar :
|44 ; Condiloma acuminado
154 ! Papulosis Bowenoide
‘55 'NIC
.57 NIV
.69

NIC = Neoplasla intraepitelial del cérvix
NIP = Neoplasia intraepitelial del pene
NIV = Neoplasia intraepitelial de la vulva Fig.12

Existen variantes de cada tipo de VPH encontrados que difieren entre ellas en mas
del 10 % . La distribucion de las variantes de papilomas refleja fos movimientos
geograficos humanos . Se conocen las siguientes variantes; Asiatico- americana,
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Asiatica, Europea, y dos tipos de Africana. En México la variante mayor es la
asiatico americana . Se cree que ésta tiene un riesgo relativamente mayor que las

restantes al desarrolio de cancer.?*

Fig.13

PATOGENIA

E! VPH exhibe un aito grado de tropismo por e! epitelio escamoso en diferentes
regiones corporales. Los tipos virales que inducen Iesiones anogenitalés se
encuentran solamente en la regién genital, mientras que los tipos asociados con
verrugas cutdneas en manos y pies se encuentran restringidos a dichas areas; Es
posible que las diferencias en la dlstribuclén de los~ receptores para el VPH en
dichas células sea un factor lmportante para Ia presencra restringida de tipos
especificos de VPH, sin embrago los elementos mas importantes que. determinan
la especificidad de los virus son los factores de transcripcidn producidos por:las
células hospederas. La expresidn de los genes de los diferentes tipos de VPH la
regulan de manera estricta y especlfica factores de transcripcion, como AP-1, el
factor especifico de keratinocitos, NF-1/CTF, CEFI, CEFIl y TEF! y algunos

factores de origen hormonal.
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-Infectan células epiteliales cutaneas y mucosas planas poliestratificadas .

-Inducen la aparicion de tumores benignos localizados.
-La mayoria de las lesiones regresan espontaneamente.
-Los tumores contienen ADN de VPH

El VPH exhibe un alto grado de tropismo por el epitelio escamoso en'diferentes
reglcmes corporales piel y mucosas. Los tipos individuales de VVPH tuenen
lroplsmos a huésped y el tejido muy limitados. Los papllomavirus requleren
factores nucleares especlflcos para la transcrlpcién y repllcacnén,,caraclerisucos '
de las dlferentes capas y tipos de piel y mucosas ® ’

Es posmle que las diferencias en la distribucion de los receplores para el VPH en
dichas ‘células sea un factor importante para la presencia restnnglda de upos
especificos de VPH, sin embargo los elementos mas lmponantes que determlnan
la especnfcndad de los virus son los factores de transcnpclcn producndo: bor las
células hospederas. La expresion de los genes de los dlferentes tlpos d VPH la
regulan de manera estricta y especifica factores de transcrlpclén como AP 1 el -

factor especifico de queratinocitos, NF-1/CTF.% !

Los tipos virales que inducen lesiones anogenitales se encuentran solam nte en la
regidn genital, mientras que los tipos asoclados con verrugas cuténeas en manos

y pies se encuentran restringidos a dichas areas.®

Infectan el epitelio cutdaneo y mucoso replicandose en su interior e |ndUcnendo su.
proliferacion; es exclusivamente local y suele regresar de forma esponténea No
obstante el genoma de los VPH puede permanecer en las celulas |nfectadas y
perpetuar el desarrollo tumoral al incrementar la proliferacién celular ° prolongar la

vida en las celulas epltehales
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El virus papiloma humano. es un vnrus DNA de doble cordén ‘que lnfecta a'las
células epiteliales de la piel y Ia mucosa Las superﬁmes epllehales son todas las k,
zonas cubiertas por piel, mucosa o ambas como la boca; la farlnge, Ia Iengua las
amigdalas, la vagina, el pene y el ano La transmisién del virus ocurre cuando
dichas regiones entran en contacto con “él,”permitiendo su transferencia entre las
células epiteliales. Se desconoce por qué cuenos tipos de VPH eligen como blanco
a la piel de las manos o, los p:es en tanto que algunos mas atacan a las células
que recubren la boca. e |ncluso otros, a los genitales tanto mascuhnos como
femeninos. Los VPH més pehgrosos 16 y 18, se transmiten mediante el contacto
sexual. Tales virus pueden causar dos clases de tejido anormal: de condlloma Yy
tejido displasico. Los tejidos deI prlmer tipo corresponden a los crectmlentos tlpo
verruga Estas son a menudo mdoloras. pero producen a veces clerta |rr|ta”6n

es maligno El tejido dlsplésnco consnste en la presencna de células anormales en la -
supert”cne de la plel La dlsplas:a no es céncer, pero corresponde a un camblo delr

cual es utul para Ia obtencnén de copias del ADN viral. La ser :
usada en estudios de incndencna y prevalencna viral ya que Ios antlcuerpos antl -
VPH son encontrados solo en el :50% de las mu;eres “con carcinoma cervncal .
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TIPOS DE VPH ENCONTRADOS EN MUCOSA BUCAL

Entre las lesiones encontradas en cav:dad bucal y relaclonadas al vnrus estan los’

papilomas, la hlperplasra epltellal focal y. Ieucoplasuas : ;
-VPH tipo2 06 algunos tlpos genltales son encontrados en fos papulomas bucales
-VPH tipo13 y 32'son responsables de la hiperplasia epltehal focal’ :
-VPH 6,11y 16 han sido detectadas en leucoplasias bucales
-Se ha detectado el ADN viral en neoplasias malignas de cabeza y cuello,
|ncluyendo carcinomas laringeos, bucales, faringeos, nasal y esofagico.

-VPH 11, 16, 18, 30 y 35 ha sido encontrado en cancer laringeo.

-VPH 16 es el mas comiunmente encontrado en en carcinoma bucal ; éste virus es
positivo en éstos tipos de cancer de un 0-79 % en diferentes investigaciones.

Fig.14

TRANSFORMACION CELULAR MALIGNA

En general los procesos intracelulares que dan por resultado la transformacién de
las células por accion de los virus oncogénicos de ADN son muy similares a los de
la lisogenia de bacterias por parte de bacteriéfagos. Un genoma viral de ADN de
doble cadena se incorpora a una region parcialmente homdéloga del genoma de la
célula huésped en donde permanece en una forma denominada: prdviruv's o
profago.  Los cromosomas de las células tienen muditiples siiios,de posible
integracion, de modo qué ‘puedan integrar varios provirus al mismo tiempo.bLa

i UIQ CON
FALLA DE ORIGEN

33




integracion exitosa del genoma viral ocasiona una suspension de la sintesis de los
virionés'completos :y' explica las caracteristicas hereditarias de la lisogenia y
transformacion. - Los brimeros experimentos realizados sugerian que sélo un
fragr'ne‘nto'del genoma viral era necesaria para inducir la transformacién celular,
mientras . que. la mayor parte si no toda la capacidad genética del virus, era
necesaria para dirigir una infeccién replicativa. Una serie de complicados
experimentos reveld que ocurre algo semejante a la lisogenia, ya que sélo se
podia - detectar la transcripcion de un segmento del ADN viral para formar ARN
mensajero en las células transformadas. Algunos investigadores demostraron que
la expresion de uno de los genes virales induce la transformacion mientras que el
producto de otro gen puede ser suficiente para mantener heredable la condicién

transformada.

Before

VPH

Fig. 15
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IV.- EL VPH Y SU GENOMA

Los papilomavirus presentan un elevado grado de especnfc:dad por la espeCIe a
la que infectan. Los viriones estan compuestos fundamentalmente de .una:
capside proteica que rodea una molécula de ADN bicatenario circular cerrado de:
unos 8 kpb, esta enrollado en torno a nticleos nucleosémicos formados, por
cuatro histonas de origen celular. No se conocer ningln sistema de cultivo de
tejidos que permita la replicacién del virus, que debe ser aislado de las verrugas .
Con la llegada de las técnicas de ADN recombinante fue posible la purificacion -
del ADN de los pocos virus de las verrugas y éste ADN fue clonado y amplificado’
en E. Coli . esto ha permitido estudiar las estructuras del genoma.Ei ADN virico
ha resultado ser un vector Unico para el trabajo con células animales. Se conoce
la secuencia completa de los nucleétidos de los genomas del virus papiloma
tanto bovino como humano. E! virus bovino es capaz de replicarse como un
plasmido estable en muchas células bovinas. Las células infectadas no mueren y
el genoma es heredado por las células hijas, transformando las células causando
alteraciones fenotipicas heredables, incluyendo la conversion de las células
normales en tumores. Esto permite la deteccién de los transformantes que se
aprecian como una colonia de células creciendo apiladas sobre la monocapa
transfecta (lo que se conoce como foco) Los clones de las células transformadas
pueden utilizarse para generar cultivos de forma analoga a _una colonia que
deriva de una Unica célula en E. Coli , éstas células crecen mucho mas répido
que las células normales. Cada célula transformada contlene de 10 a 100 copias

del genoma del virus papiloma bovino.

El cancer se desarrolla a consecuencia de un s v:'e‘de[e’ventos genéticos y
activacién de oncogenes e inactivacion de g ne .k“s'ubreysores del tumor. La
mutacion de éstos genes ; retinoblastoma y p53 han estado asociados a
enfermedades hereditarias malignas y ha sido encontrado en un alto porcentaje

en neoplasias malignas. E! genoma de los papllomav:rus puede persistir en la
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célula y- causar recidiva, Se ha encontrado ADN virico en neoplasias tanto
benignas como malignas.’ Los VPH 16 y:18. causan papilomas y displasias
cervicales y el 85% de ellas contlenen ADN viral integrado Las proteinas E6 y E7
en a protelnas depresoras del

de éstos tipos VPH son oncogenes qu‘ ‘s‘
crecimiento ( lransformacién) celula y las inhibe ] como la proteina p53 que se
une ala E6 ‘la E7 se une al product en del retinoblastoma Sin los frenos de
a célula se vuelve' ma susceptible a las mutaciones, las

crecnmiento celular,

aberraclones cromosomica o algun - cofactor: convirtiéndose en

neoplésuca
Numerosos tumores benlgnos y ma|ignos de plel y mucosas estan asociadas al
VPH, las éreas'm c das incluyen tracto resg iratorio digestivo, conjuntivas y

anogemtal Var s tipos de éste virus poseen Ia caracterlstlca de ser oncogénicos. '

Lesiones premallgnas y malignas asociadas aI vnrus ocurren en paclentes

mmunocomprometldos "

La inactivacion‘de proteinas nucleares: p53:
esencial en el desarrolio de la carcinogém_asjs
productos - es_regular el ciclo celular 'y con
retinoblastoma (RB) esta localizado en ;q!'cf

representar un factor: de‘rie
ocurre a nivel. de )
queratlnocntos por lo que Ias particulas” vurale maduras pueden ser detectadas "
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en los* nucleos celulares del eetrato granular. se encuentran mclundos en Ia
: La mfeccnon ;per:se no.es’ sufcnente para la

queratlna de Ia capa co

carcmoge5|s La progre‘
lndlwduos |nfectados con’ VPH
Cuando: el VPH’lnduce neoplasia kmalignas el intervalo entre ‘la Infecclén y el
eéde meses hasta afios. En’ éslas Iesiones no a
> lrales maduras pero el ADN del vlrus pe snste Yy
‘expresados Los productos de éstos genes fson las

umoral - ocurre en: un “pequeno porcentaje en

expuestos a mutagémcos quimlcos o fistcos

desarrollo del canc
pueden
los’ genes
protelnas E5/E ha mostrado la actividad oncogénica transformadora de
éstas’ _éstas protelnas virales interacttan con las protelnas celulares

lnvolucrandds en elyc1clo celular y de éste modo estimular la proliferacién viral e

mterfenr con la dlferenciacusn de las células infectadas. Dos de éstas proteinas ;
E6y E7 cooperan' n Ia transformacuon celular.

)
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¢
:
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Fig.16
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V.-PROCEDIMIENTOS DE IDENTIFICACION VIRAL

MICROSCOPIA ELECTRONICA
Esta metodologia es Util para virus entéricos producidos en grandes cantidades ya

que se requiere un numero suficiente de particulas viricas para ser detectadas. La
adicion de anticuerpos especificos para el virus a una muestra, puede facilitar la
deteccion e identificacion simultanea de ellos.”

FRACCIONAMIENTO CELULAR
El fraccionamiento celular consiste en la separacion y aislamiento de diversos

componentes celulares para su posterior estudio mediante técnicas bioquimicas o
de biologia molecular. Consiste en la homogeneizacion de los tejidos y la
destruccion de los limites celulares por medio de diferentes procedimientos
mecanicos 0 quimicos con separacion de las fracciones subcelulares de acuerdo
con su masa, superficie y peso especifico. Actualmente se utilizan diversos
métodos de fraccionamiento celular. La mayoria estan basados en la
homogeneizacion mecanica de la célula, generalmente en sacarosa a diferentes
concentraciones. El fraccionamiento por centrifugacion diferencial, se utiliza para
subdividir los componentes celulares en cuanto a fracciones diferentes; nuclear,
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mltocondrlal mlcrosomlco y. soluble Un procedlmiento similar se puede utilizarse
para separar particulas aun mas pequenas como virus o macromoléculas ( acidos
nucleico, proteinas) en la ultracenlrlfuga analitica, con éste aparato se puede
determinar el coefcuente de sedlmentac:on expresado en unidades de Svedberg
(S) guarda relacnon con el peso molecular de la particula?

La secuencxa de los nucleéhdos de un gen puede ser parcialmente deducnda a
partir de las secuencnas ‘de los aminodcidos de la proteina que codifica,
parclalmente debido a que ‘éste recurso solo abarca la parte codificadora del gen y
ctores reguladores y los que no codifican (intrones) . Se han
os’ que permlten un .rapido secuenciamiento-de ADN: éstos

deja de ladO\los
desarrollado ,'m ‘
métodos se, basan}en la produccién de fragmentos de ADN de diferentes

longutudes que emplezan en un punto fijo y terminan en uno de los cuatro tipos de
nucleatidos. Lueg esos fragmentos se separan_sobre la base de un gel de
pollacnlamldé en el que se lee la secuencla de Ios nucledtidos de!l ADN en el
estudio.; Las’ etapas del : método ‘de" secuenciamlento llamado terminacién de
cadena que comienza con ia desnaturaluzacuon deI ADN que se quiere analizar a
fin de oblener moléculas de una cadena ’ésta cadena se copia mediante la ADN
polimerasa de la E. Coli que- comlenzé 'a sintetizar la cadena complementaria
luego de haberse colocado en el extremo 3 de la cadena original un cebador es
decir un fragmento de ADN que: deja expuesto su 3° a partir del cual crece la
nueva cadena sintéticamente.. La ADN polimerasa agrega los - sucesivos

nucledétidos como lo hace bdurante la replicacion del ADN 2
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DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICGION

Las ‘enzimas de restnccnon llene numerosas apllcac:ones ’ ‘se pueden realizan

mapas de restncclén que son mapa isucos que representan Ia sntuacuén de,.-

las cadenas ADN B

AMPLIFICACION ENZIMATICA DE SEGMENTOS DEADN'
REACCION EN CADENA DE POL!MERASA (PCR)

Actualmente existe una tecmca de amphrcacuén utina denorhiriada reaccion

en cadena de polimerasa o PCR’ seg ales de’ polymerase chain

reaction” ; permite la obtencion. de mlcrogramos de »copla de ADN a pamr de

amplificar) , cadenas cortas ADN conocudos como prlmer ) as uales reconoceran

el segmento destinado ‘a replicarse e iniciara el procedlmlento ADN pollmerasa
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enzima encargada de la replicacion dei ADN. en .las - células y finalmente
nucleédtidos que son los bloques conformadores del acido nucleico. '°

La PCR involucra tres pasos principales y se lleva a cabo completamente in vitro ;
en el prih1er paso la cadena de ADN es calentada hasta romper los enlaces entre
ambas cadenas, en el segundo paso la temperatura es reducida y los “primer” se
unen a la cadena de ADN y es identificada el area a copiar, en el tercer paso la
ADN polimerasa cataliza la formacién de la nueva cadena de ADN usando como
referencia las cadenas presentes de oligonucledtidos cebadores que templadas y“
que son complementarios a secuencias situadas hacia los extremos 3’ del, :
segmento bicatenario que se pretende amplnfcar 8.10 : :
La sintesis imc:a en el punto marcado por el prlmer La en2|ma se mueve a lo

es denvada,de una: bacteria - termot”la -~ Thermus

aqua{/cus a:slada por pnmera vez por Brock T.en 1980 1°

Para efectuar ia reaccion de PCR hace falta conocer la:region a amplificar para
poder preparar los ollgonucleotldos que'acﬂuen de’cebadores de la polimerasa.
Para amplificar un segmento de ADN se sih:tetizah primero dos oligonuciedtidos
que sean complementarios cada uno, a uno. u otro extremo 3‘del segmento
bicatenario que se pretende ampliﬁcar.' E! objetivo de la PCR es copiar la
secuencia de cada hebra comprendida entre las regiones complementarias a los
ohgonuclétldos cebadores con el ADN desnaturalizado que contiene €l segmento X
a amplificar . . S

De esta manera tras permmr la hlbndacnﬁn de los cebadores con el ADN
desnaturalizado que contlene el segmento a ampllt”car se efectia la copla de las .
hebras correspondientes ullhzando el ADN polimerasa y los . “cuatro
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desoxmucleésldos trifosfato. . La. extensuén a partir de. cada cebador esta
orientada hacia el otro.® : -

Los ADN blcatenarlos que resultan son desnaturalizados e hibridados nuevamente
con los ollgonucleotldos que actian de cebador y se repite |a accién la reaccion de
pollmenzaClén el ciclo puede repetirse hasta 60 veces. En cada ciclo se dobla la
cantldad de segmenlos especlfcos con ADN de doble cadena, debido a que
tantas moléculas nuevas como las viejas hlbridan con los oligonucledtidos y son
copiadas

La utuhzacuon de ADN pollmerasas estable a: altas temperaturas a partur de Ia

bacteria termofila Thermus aquatlcus p

Unica adicion de enzima. Al iniciar a reaccio
desoxinuclésidos trifosfato |y '
temperatura hasta que seralca“ :

Entonces se enfria la muestr
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consecuencia’'es menés probable qué Ios cebédores hibrideh éoh‘ secuencias
contenidas en segmentos de homologia unperfecta con lo que se minimiza el
riesgo -de amplarcaclones no deseadas ‘La selecmon de’ temperatura de
hlbrldacmn y fuerza lémca adecuadas a ta: longltud “del’ cebador y a su
composucuon de bases) tamblén permklter.,t_:rontrolar la especmmdad de la
amplificacién . Esta eébeci‘fi'ci&éd puede" ser lo_suficientemente elevada como
para permitir la ampliﬁcacién simultanea de dos segmentos gendmicos diferentes
a partir de la muestra de ADN en la presencia de dos pares de cebadores

especificos.? S

Teae Gy |
—— FALLA DE ORIGEN |
Vg ¢

‘ Cicio 1

$ cicoz

-

-
DNA Ampliticado

Fig. 17

El metodo sdélo es aplicable a la amplificacion de fragmentos de ADN
previamente clonados y secuenciados . Existen modificaciones que amplian el
campo de aplicacion del PCR . Una de éstas variantes permite el aislamiento de
un gen del que sélo se conoce la secuencia de aminoacidos de una pequefia
porcidon de la proteina que codifica . Tras el PCR el segmento amplificado puede
ser purificado v aislado por electroforesis en gel o clonacién y utilizado como
sonda contra la biblioteca gendémica de cADN lo que permite aislar ia secuencia
codificante que se busca.?
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Otra posnblhdad es ampllf‘car la copla completa de cADN de un RNAm del que
solo se conoce una pequena reglon a pamr de un peptldo o del proplo ARNm .
Se. copia eI ARNm total a cADN de una pnmera cadenakutllizando un cebador de‘
ollgodT Entonces se aﬁade al extremo 3° de cADN na cola (por ejemplo un
segmento polld G) utilizando ta transferasa termmal La sIntes»s de la: segunda;
cadena de cADN se realiza utilizando como cebador un segmento pohC hasta i
éste paso no existe especificidad para ARNm ‘ En eI préximo paso se. u!lllza un
cebador de corta secuencia homdéloga a alguna que esté presente cerca del
extremo 3°'del ARNm que se pretende amplificar.?: e Vi R
La PCR se lleva a cabo utilizando como cebadores esta secuencla y el pOlIdC
la especificidad de la reaccién es suficiente para dar un producto casi puro que

corresponde a la secuencia completa de ARNm

Aplicaciones de la PCR

-Identlfcacmn estructural del genoma y de procesos genémicos:*
Una vez que un gen ha sido clonado un par de cebadores puede utlhzarse para
amplificar los segmentos genomicos correspondientes de varios individuos de

una especie.

-Diagnéstico de enfermedades genéticas: R
Amplificacion de segmentos de ADN dentro de ceélulas individuales, tanto-en
células diploides como en células germinales humanas. )
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-Determmacnon de mutamones o
El analnsrs de Ias secuenmas revela Ia naturaleza de una mutacmn o] del

pollmorflsmo en el gen"' sea un cambio de bases. una delecuon una lnsercmn o

una reordenaclén" leerentes clase de mutaclones pueden ser detectadas su se

-Deteccion de agentes infecciosos viricos:
Los agentes viricos pueden ser detectados ain en presencia de un enorme
exceso de ADN de células infectadas.'?

VPH 16 el VeH 18
Fig. 18

Pero la PCR no esta excenta de problemas, el principal de ellos es la
contaminacion, si existe algin contaminante por minimo que sea, éste sera
amplificado a lo largo de la cadena, por lo que se debe tener gran cuidado en la
toma de muestras por lo que el procedimiento resulta laborioso y el costo se
eleva. La PCR no es cuantitativo; puede determinar si un segmentc de ADN csta
presente mas no puede cuantificar las cadenas originadas a partir de ella. Asi, la

FALLA DE ORIGEN

TTSrO ~CN
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PCR es usada en conjuncnon con otras pruebas moleculares para obtener buenos

resultados.

ANALIS‘IS‘DE ACIbOé NUCLEICOS :

Desde 1950 se fueron descubriendo una vanedad de nuevas técnlcas para el

utilizarla como sonda para detectar la- prese
nucleicos complementarios en mezclas cqfn I‘b
total. Se usan métodos para localizar‘.rég\
especircos y los sitios de inicio de transc:pcn

alcalino. Este proceso se denomma desnaturahzacno“ eI ADN Como la:

e tres puentes de

temperatura necesaria para. romper_ el. par G c (que,‘/
hidrégeno) es mayor que la requenda para romper el par. A= T (con dos puentes
hidrégeno), la temperatura a la’ cual se separan las’ cadena unto de fision
depende de la relacién CG/AT. Si el ADN desnaturalizado se enfria Ientamente.
las cadenas complementarias se aparean en forma ordenada y se restablece la

conformacion original de la molécula. Este proceso se denomma renaturallzaclon o
templado. Un ADN:de una soia caaena también- puede unirsea . un "ARN
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complementano para formar una molécula thrlda con una cadena de ADN y una
de ARN - . : ) b :

La fusuon o desnaturallzaci n d | AD y roduce cuando se calienta [} se trata
con alcah entonces las fuerz : ' unen las hebras pohnucleoudas

a 2 To cahzar el

gen a pamr del cual se formé la molécula de ARN

SOUTHERNvBLOT/HIBRIDACICN IN snT"u‘

La técnica Southern blotting o transferencia de Southern, denominada asi por su

creador , Edwin Southern permite transferir fragmentos de restriccion * especificos

en una mezcla compleja de fragmentos de restriccion . Con Urja_ e_nzima de’
restriccion se digiere por completo el ADN que se quiere analizai" gene;éﬁdoSé )
millones de fragmentos especificos. La mezcla compleja se mete
electroforesis en gel con el fin de separarios seglin su tamaﬁo 5
Los fragmentos de ADN se llevan desde un gel en el que se, v‘h :
electroforesis, para continuar con la técnica'de hlbndac:on se desnaturahzan con
un alcali y se transfieren en “blotting” a un flltro de nltrocelulosa o una membrana
de naylon. Este procedimiento mantvene la dlstrlbucmn de los fragmentos en eI gel

reallzado la‘
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y crea una rephca de gel sobre el f:ltro Asl se puede reahzar la hlbndaclon sobre

fragmentos concretos de Ios prev:amente separados por electrofore5|s Se mcuba

dioxlgenma y se ‘une’ a ella y Ia posic:én del’ anticuerpo se revela coloreando con
s:tu ‘que tiene el mismo fundamento

un reactivo’ aprop:ado Una vanacién es la i
pero en Iugar de hacer la hnbndacnon sobre una preparacuon al microscopio optico
con los cromosomas v15|bles. permite ver el lugar de los cromosomas en donde
se encuentra e! ADN que hemos hibridado. "’

- DNA Blot on DNA Separation by

Membrane Gel Electrophoresis My
# H -
Label with Specific Detect Probe
NA Probe =& (on X Ray tilm)
é‘-& -)’-N—‘s — - - -=
3 Sfe -— - - ==

Fig. 19

e " -t
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Agllcaclohes
-Comparar ‘el mapa de restnccron de un ADN alslado directamente de un

orgamsmo y el mapa de un ADNclonado . ;
-Graficar mapas de’ Ios smos de restnccnon del ADN genomlco adyacente ala
secuencla de un fragmento de ADN clonado : :
- Detectar mutaciones por delecnén y por insercrén

Durante el ano 1980 se presenté un problema ya que en algunas muestras las
cadenas de ADN en estudlo eran |nsuﬂcientes para ser detectadas por la sonda y
ésta: podrta hibridar con otras secuencias competitivas, por lo que se ‘requirid
amplificar la cadena de ADN. E! procedimiento que se desarrollo para éste fin es el

llamado reaccién en cadena de polimerasa.'®

T e e d oo e

Fig.20
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HIBRIDACION .

La pos:bmdad de desnaturalizar y renaturallzar el ADN permite la hibridacion de
acidos nucleicos Esto se consigue al desnalurauzar dos moléculas diferentes y
ponerlas lue}go‘en condiciones de renaturahzaclon‘. con el objeto de que si existen
secuencias “complementarias en’ las dos moléculas diferentes, éstas pueden
encoﬁtrérée y aparear formando segmentos de ‘hebra llamados heterodtplex .
También puede hacerse hibridacién entre ADN y ARN desnaturalizacion el ADN y
pomendo las hebras simples en contacto con el ARN ; si existen secuencias
complementanas se formaran heteroduplex ADN-ARN . Como es obvio cuanto
mas parecldas sean las dos moléculas que se ponen a hibridar, mayor sera la
extensn5n de'la“ heteroduplex Esto permlte numerosos experimentos  al poder
comparar ADN y ARN ‘de distlntas procedencnas Otra técnica elemental'en el’_

andlisis de ADN medlante fragmentos de ADN llamados “sondas” descubik"rta en e
1970, que son cadena compl‘ ‘entanas a_fragmentos de ADN enel
celular que al ub|carse en una lo 'llzacuén sefialan el fragmento 4
Una sonda de ADN es un cadena Unica relatlvamente pequena querpuede :
reconocer y complementar
siempre se acoplan de la mlsmé forma A Ty G-C.:Por este motlvo las sondas -
de ADN tienen.una alta especnf‘cldad en la deleccuon de secuencv i pa(a, la

deteccion de una cadena'o de un fragmenlo de ella ; o
Dentro de la célula el ADN lmpulsa ala formac:én de ARN complement
mensajero ARNm - Esta' molécula puede ser alslada y en comblnacuon

de tipo
Uha

n egmento Iargo de: ADN debldo a\que as bases“g' ;

enzima; la transcriptasa reversa y los nucledtidos apropnados pueden ser utnllzados BT

para sintetizar una molécula de ADN idéntica a la onglnana Ahora esta ueva
molécula de ADN sera usada como una sonda en Ia deteccnén del ADN nuclear
Una sonda de ADN puede ser tan corta que contenga solamente 10 pares de

bases o bien, llegar a ser tan larga contenlendo 10000 pares de bases
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La doble cadena de ADN puede desacoplar sus bases bajo‘ condiciones de
laboratorio determinadas como son; salinidad, temperatura y pH.. Las’ bases de
secuenc:as nucleotidlcas se disocian a una temperatura de 90° . un ka alto de
10.5 y/o- ala exposicién a sustancias quimicas como’ Io,son la ‘urea y el
formaldehido A éste proceso se le lama desnaturalizacién.® ey
Este- proceso puede revertirse  si las condiciones - antes’ mencronadas son’

reestablecxdas. de ésta forma ambas cadenas seran reensambladas a s ) forma
a éste

orlglnal

alcali,’ Ios dos ADN que e.van |br|dar q si:se:- van a hlbndar con ARN se
desnaturahza el ADN: También es. necesario que unb de Ios acidos nuclelcos esté.
marcado - para-poder. reconocerluego. la heteroduplex que se haya formado Se
desnaturahza el’/ADN no marcado y Ias‘ hebras simples se retienen en un fltro de

nltrocelulosa para |mpe' ," que se renaturallcen entre si, adquiriendo la estructura :

nativa.’ i :
Entonces el ARN radloacuvo o Ias hebras simples radioactivas del otro ADN que
se quiere hlbl’ldar se ponen en contacto, en condiciones que permiten la
hibridacidén con las hebras simples retenidas en el filtro. Si existen secuencias
complementarias entre ambos tipos de acidos nucleicos se forman heteroduplex,
en caso contrario no se formaran. A continuacion se lava bien el filtro para eliminar
todas las moléculas que no hayan hibridado y se trata con nucleasas de hebra
simple que son enzimas que digieren acidos nucleicos de hebra simple, de esta

manera quedaran sobte ¢l filiro, exclusivamente los heterodaplex.’® 38
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La hlbndaclon in sutu es la_hibridacion de fragmentos marcados de ADN de una
hebra [°] de ARN ‘con secuenclas complemenlanas (sondas) a ADN/ARN celular,

que en condrclones aprop'adas‘f man h'b 'd‘ estables En general la

rutinario, 0 3

radioactivos son mas estables y més baratas La sensnbmdad es lgual o Ievemente :
inferior .a la de los mélodos |soléplcos Se han utuhzado sondas marcadas con

biotina y dlgoxlgenma

La se'nslbilidayd de Ia técnica depende de: - <
1) efecto de la preparacion del tejldo sobre Ia retencién accesibilidad 'déVAD'N
celular blanco o ARN, . . R
2) tipos de sondas, eficiencia de la marcacic’m d
método utilizado para la deteccion de la senal y
3) efecto de las condiciones de hibridacién in snu sobre Ia ef“cnencta de Ia o
hibridacion. e ; ;

La hibridacion in situ se utiliiza primordialmente enla detecéi&n dé bajo nﬂmero de
copias de virus, en particular virus como agentes mfecclosos (CMV) y como
agentes carcinogenos (HPV, HBV, EBV).% L :



HIBRIDACI(')N IN SITU POR. FLUdRESCENCI/\

La FISH es una nueva tecnologia que utiliza sondas de DNA marcadas con
fluorescencia péra detectar o confirmar anomalias génicas o cromosémicas que
generalménte estadn mas alla del poder de resolucién de la citogenética de rutina.
Primero, la muestra de DNA (cromosomas metafasicos o nucleos en interfase) se
desq'aturaliza. proceso que separa las hebras complementarias de la estructura
en doble hélice del DNA. A la muestra.desnaturalizada se le afiade entonces la
sonda de interés, marcada con fluorescencia, que se hibridara al DNA de la
muestra en el sitio diana, en el procésoj denominado templado, donde se vuelve a
formar una doble hélice. La sefial de la sonda se observa mediante un microscopio
de fluorescencia y la muestra de DNA'se clasifica segun la presencia o ausenéia

de la sedal. **

Hibridacién in situ con
fluorescencia- { FISH)

T cfemosom3s en
e de mictotcapio

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

<an sl cromosoma

l hibridar ta sonda
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SISTEMA DE CAPTURA DE HIBRIDOS

1-CAPTURA HIBRIDA 1= HCT TECNICA EN TUBOS

El S|stema de Captura Hlbrida (HCS) ‘es una nueva generacnén de test de
hubridlzacnén en solucién con sefal de amphﬁcacién que ha sldo desarrollado por:
Dlgene Corporatlon y aprobado por ia FDA (Food and Drug Adminlstrallon de los .
EE.UU.). Expenencias realizadas mundialmente desde - imcios del 90 han
demostrado que este test.tiene una sensibilidad que varia entre el 70% al 96.8%.
Cuando la Captura Hibrida se utiliza en conjunto con otras técnicas, la deteccién
de lesiones de alto grado se eleva a niveles de entre el 93% y el 100% .'®

$$s 48 $x

CAPTURA DE
DESNATURALIZACION HIBRIDACION HIBRIDOS

5 g %% | .. e onGEN

REACCION CON
CONJUGADO QUIMIOLUMINISCENCIA

Fig. 22
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La muestra del pac:ente que potenclalmente puede contener el DNA vrral es
desnaturahzada y la cadena l|berada de DNA es hibridada en una solucion mixta
de RNA; . que, contlene 14 tipos vnrales 5-de bajo riesgo (6,11,42,43 y 44) y 9 de
alto fesgo, (16 18,31,33, 35,4551, 52 56) 18,24

metro) El resultado numérico y/o cuantitativo no
" del examinador las medidas se expresan en
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FALLA DE ORIGEN

oncogenicos. Esta tecnologia ha reemplazado a la técnica en tubos que aln

continda siendo valida aunque menos sensible.'®

e it o

ymnoanero

Fig.23

Valores de las relaciones RLU/PCA y/o RLU/PCB menores de 5, indican pequefio
numero de copias virales por célula, pudiendo significar infeccion viral latente o en
fase de remision espontanea; en estos casos, a criterio clinico, se sugiere antes
de cualcjuier tratamiento confirmar la’ presencia ‘de infeccion activa con nueva
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muestra luego de un intervalo de tres meses. La toma de material es una técnica
simple y rapida. El material se obtiene por cepillado del area a estudiar y se coloca
en un tubo que contiene un medio de conservacion y transporte, que retarda el
crecimiento bacteriano y preserva la integridad del DNA celular a temperatura
ambiente por un maximo de 15 dias, tres semanas a -4° o por meses a -20°; el

envio al laboratorio, se hace a temperatura ambiente. '®2¢

DETECCION DEL MATERIAL GENETICO VIRICO

La estructura y secuencia genética del genoma representan una caracteristuca
dlstlntlva fundamental de la familia, tipo y cepa, del‘vnrus. Se pueden usar sondas
de ADN con secuencias complementarias para ! ‘de

genoma vlrlco a fin de detectar, cuantificar écidos ]
clinicas. Las sondas de ADN se pueden usar-de modo simllar a Ios antlcuerpos
como un instrumento sensible y especifco para detectar la presencla del virus
incluso en ausencia de replicacién viral. Este anéhsns hene utlhdad especnal en las
infecciones de virus de replicacion lenta o no productivas como es el caso de Ios
papilomavirus.

lL.as sondas se sintetizan por medios quimicos o mediante clonacion de
fragmentos o un genoma virico completo en vectores bacterianos (plasmidos). Las
copias de ADN de virus ARN se preparan con .la transcriptasa reversa de
retrovirus y después se clonan. Las sondas son marcadas con nucledtidos
radioactivos, éstas permiten detectar secuencias genélicas viricas especificas en
biopsias titulares fijas permeabilizadas mediante hibridacion in situ . Los acidos
nucleicos viricos presentes en extractos de muestras clinicas se pueden detectar
mediante fijacién de un pequefio volumen del extracto en un filtro de nitrocelulosa
( dot blot 0 mancha puntiforme) , seguido por hibridacion del filtro con ADN virico
especifico marcado. Como alternativa, el ADN virico o los productos digeridos con



en'donucleasas de res‘t.ficc'ikénf del ADN se puéden dividir mediante eleclroforésis.
transferir a un flltro de nltrocelulosa (Southern- Blot; hibridacion con sonda ADN-
; dentlflcar por -la movilidad electroforética caracteristica y
i nﬁcon una sonda genética especifica. El ARN virico separado
por - electroforesis (Nouthern-blot: hibridacion con sonda ARN-ADN) se puede
‘ itfd;dé _hitrocelulosa para detectarlo de modo similar.

tra'ﬁsferir

DENTIFIC CION MOLECULAR DE VPH

Dos tipos pnncipales de métodos para el diagndstico de VPH son utullzados y de
ellos derlvan las técnicas nuevas de identificacion viral; la detecclén del ADN viral
yla amphflcacu)n HPV-ADN.® i RN

La’ hlbndamon in situ.y la reaccion .de cadena de p a_ han- mostrado en

lesiones anogenitales su asociacién: con el VP mpllﬁcaclén del
genoma solamente ocurre en en el estrat e epidermls y.en el
granuloso. La expresion del gen Early es encon ele eho y eI gen Lare es

encontrado en la infeccién viral productiva.20

El genoma viral esta confinado a Ios queratlnocuos pueden _ermanecer en la.
ceélula de forma extracromosomal o lnlegrado en el genoma La persnstencna de la
infeccion se asocia en alto grado.con Ia transformacxon mtracelular EI mayor
problema en la identificacidon del VPH en muestras clinicas son el gran numero de

subtipos y las diferencias entre los genomas de estos Los prlmers son denvados

de secuencias conocidas, disefiadas 'y produmdas por ampllt"camon

El Southern blot (SB) ; se purlflca una cadena de ADN viral medlame enZImas de
restriccion, son separadas en base al tamafo de los fragmentos por mele de
electroforesis. EI ADN es transferido a una membrana y se hlbnda con una sonda
especifica de VPH Mediante ésta técnica se puede dlstingunr entre el ADN viral
episomal y el ln(egrado, esto”es mportante puesto quejel ADN eplsomal es
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encontrado en leswnes benlgnas Y. el ADN mtegrado se detecta en Iesmnes

mallgnas

EI'SB es*cdnsid_éréd es andar de oro” para la deteccnon y tlplflcacmn de VPH
;- es sensmva a cerca d 1pg de VPH en 0. g de ADN genomnco Sm embargo la.

re Iargas cadenas de ADN de 5- 10p

tecnlca es laboriosa’ y reqt
Reaccuén de cadena pollmerasa (RCP) En Ia ampllfcacion por RCP con los
. pnmers se conserva abiertas las cadenas y son seguidas por hibridacién con

: tibos variables de sondas. Esta tecnologia provee una eficacia no alcanzada por
otros métodos ya que su sensibilidad alcanza de un 71% a un 86% en la deteccién
del VPH 20 2
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Es un método poderoso para generar grandes cantidades de DNA, pero
desafortunadamente existe la posibilidad de obtener resultados falsos positivos y
requiere considerable -experiencia tecnologica. La PCR es comunmente utilizada
en investigacién -y estudios epidemiologicos para busqueda ultrasensible de
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niveles bajosk de DNA en muestras clinicas y para establecer los vinculos de un
virus con determinada patologia; se espera que en el futuro, con el desarrolio de
nuevos kits, esta técnica pueda brindar resultados reproducibles entre distintos

laboratorios. 2
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FALLA DE ORIGEN

Hibridacion in situ (HIS): La biologia molecular ha realizado avances
espectaculares en los ultimos afios y se ha llegado a la conclusidon que la
tipificacion viral puede cumplir un rol fundamental como método complementario
de diagndstico. El métddo de hibridizacién del DNA del HPV que pueda utilizarse
de rutina como complemento para la prevencién del cancer cervical, debe ser
seguro y reproducuble Este test ‘arsus vez ‘tiene. que ser de bajo costo y
automatizado.'® :

El pretratamiento del tejidd consiste en una parcial digestién celular y de proteinas
nucleares para poder punfcar la cadena' de ADN . Esta técnica tiene una
sensibilidad de 20-50 genomas por . célula. La aplicacién de HIS en epltello
morfolégicamente normal se utiliza para ‘descartar infeccion latente del virus.?®
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Existen diferentes tests de hibridizacion para el DNA HPV. Los. p|oneros en los
estudios clinicos y de investigacion en la década del 80 fueron tres tests bastcos .
Southern Blot (SBH), Dot Blot (DB) e Hlbrldlzacion ms:tu ( SH) En la‘ decada del
90, adaptaciones semiautomatizadas del PCR,,

polimerasa) y reacciones de hlbrldlzac«én en solu

histarico para Ia detecclon del DNA-HPV en estudlos_de mvesngaclon
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VI.-DIAGNOSTICO MOLECULAR EN PATOLOGIA BUCAL

DIAGNOSTICO DE VPH EN MUCOSA BUCAL

Los dlferentes tipos. de papilomavirus humanos: juegan un papel importante en
varlas enfermedades particularmente en dwersos procesos proliferativos . de
células epltellales de. cabeza 'y_cuello 1-2° Hay una _clara asociacion entre el
'el tejido epltéiial en Ias"dtsplasﬂfas y Ies:ones neoplasicas de

papllomawrus

varios teJldoé en h‘umanos(mcluso en otros mamiferos)29 .

Estos . virus” han sido lmpllcados en la’ etlologia de’ Iesuones premal:gnas y
neoplasnas malugnas |ncluyendo aquellas que mvolucran Ia mucosa bucal. 2

De acuerdo a los genotipos observados éstos vnrus se han clasificado dentro de
tres grupos de riesgo, dependlendo el potgncnal de desarrollar fenotlpos de
malignidad; el grupo de alto riesgo( tipos 1 6. 18, 45 y 56) , riesgo medio (tipos 31,
33, 35, 51, 52 y 58) y bajo riesgo (tipds'G "11 42 43 y 44). Actuaimente, del VPH
han sido reportados e incluidos 70 subtipos severos de este, mas de 12 han sido
identificados en lesiones bucales.®

Los tipos; 1, 2, 4, 6, 7,/11,°13, 16, 18, 30, 32 y 57 han sido imblicadoS' en la
etiologia de lesiones de células escamosas bucales.?® 3' En lesiones bucales se
han identificado antigenos del virus del papiloma humano ( VPH)- en lesiones
benignas, premalignas y malignas de cavidad bucal, incluyendo; pap‘ilomas de
células escamosas, condiloma acuminado, hiperplasia epitelial focal, verruga
vulgar, liguen plano, leucoplasias, queratosis nicotinica, - qheratoquiste
odontogénico, ameloblastoma, displasia epitelial y . carcinoma..de -células
escamosas '

Mas de 60 subtipos de VPH han estado identificados Cqmd'agentes infecciosos
asociados a cancer; estan considerados como virus: QErsi‘sytentes’que residen en
las células de forma latente. Se caracterizan™ por tener “un bajo ‘grado de



patogenicidad pero los efectos sinérgicos con olros carcinogenos como '°, és el
tabaco 'y el- alcohol  puede exacerbar su potencial carc'inogénico , se han
enconirado evidencias del papel carcinogénico que juega el VPH en éste tipo de
Iesionés; en un estudio realizado en la Universidad de Carolina (USA) se Concluyé
que apbroximadamente el 60 % de los casos estudiados de carcinoma de células
escamosas de ‘cabeza y cuello incluyendo piso de boca, lengua, farlnge y lannge
fueron posmvos al ADN del VPH tipo 6 ,11,16y18.2 % :

B En la actualidad, se han definido |los tipos 16 y 18 como seguros carcmégenos
humanos y los tlpos 31y33 como de alta probabllndad carcmogénica Slendo el 16
el mas comun de los tipos asociado con carcinomas de tejido. bucal y ge |fa|“ En

la dlsplasna epltellal Yy en el carcmoma de celulas'

demostradas secuencias de ADN de VPH en éstas lesiones eI'VPH 16 fue el tlpo
28,29 . - & + - 8 p

mas identificado. ) :
Tamblén se deteclé en 6 de 10 casos de muestras de mucosa bucal por Adler-
Storthz " Reportes de Lawton (1992). determlnaron "VPH ‘en-un 60 %’de las
muestras recolectadas en 60 individuos: - en éste estudio, el genotlpo de VPH 16
fue también el mas encontrado. Algunos tipos virales . han sido identificados en
leucoplasias y liquen plano con rangos potenciales en la progresion maligna. 2’3
De 41 casos estudiados- en el INOR de Cuba, 29 de. lesiones premalignas,
malignas e incluso tejido normal de cavidad bucal fueron positivos a por o menos
un tipo de VPH, a pesar del numero reducido de casos fue sorprendente la alta
prevalencia ala infeccién en tejido bucal tanto patologico como normal: el mayor
porcentaje lo ocuparon las eritroplasias, seguido de las leucoplasias, de los
carcinomas y con un 70% de los casos normales presentaron infeccion por VPH
siendo el tipo 16 el mas frecuente en todos los casos excepto en las eritroplasias
en las que prevalecio el tipo 6.2

Se han identificado a los VPH predominantemente los tipos 2,11,16 y 18 en

carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello, mas especificamente en



carcinomas bucales locallzados en mucosa bucal lengua y .piso de boca por
técnicas de hlbndacmn

Se reconoce que. dos tlpos de"virus ‘del paplloma humano VPH 16 Y VPH 18;
asociados a procesos benignos yk‘mahgnos del tracto genltal ongmanr hasta '95%

del cancer cerv:couter o. 'e h ‘delermmado que tales virus dfian relacxonarse

bucales, anélogamenter_

epldemlolégicos mdican el potencial -‘del agente _ancmoso como ellologla de

carcinoma  bucal;. “en epltello ce‘ cal} y bucal los queratmocutos sufren
inmortalizacion y transformacuon p el VPH 16°* /n vitro® debido al gen E6 del
VPH que ha sido reportado como culpable de la transformacnon e inmortalizacién
de los queratinocitos “in vitro", por lo que “éste virus aparece como uno de los

agentes etiolégicos mas importantes . mvolucrad,os en el desarrollo de lesiones
premalignas y malignas del epitelio.?” 3" Los’ tipos ‘genéticos ‘del VPH 6 y 11
encontrados en lesiones genitales benignas asi como los tipos 16 y 18 de lesiones
genitales malignas reflejan las s:mll:tudes cntologncas entre mucosa genital y
bucal.? .

Aunque el papel del VPH en la neoplasia epitelial del tracto genital femenino ha
sido investigado intensamente, el potencial del virus como factor carcinogénico en
lesiones neoplasicas de mucosa bucal permanece aun en. especulaciones. El
papilomavirus humano juega un papel importante en el desarrollo de neoplasias y
ha sido detectado con diferentes técnicas en lesiones anogenitales y en pacientes
con carcinoma cervicouterino.®!

Se ha informado que la alta incidencia de infecciéon por VPH encontrada en
cavidad bucal y el aumento de.cancer en la misma puede estar relacionado con el
incremento en las enferfhédade; de transmision sexual . Asi. mismo, la infeccién
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. pudiera estar condicionada ala transmision debido a instrumentos déntales o por
el uso comun de utensilios de comer.?® :
La alta frecuencia encontrada también puede reflejar la incidencia de tabaquismo
en estos pacientes que pued‘e ser pred‘isponente para la infeccion de VPH; se
encontréd un alto porcentaje de . positividad de VPH en carcinomas bucales de
pacientes con habito de mascar tabaco y/o nuez de betel?’,
Se ha demostrado que el VPH 16 esta presente en pacientes con carcinomas
bucales en comparacnén con grupos control de pacientes sanos; en éste estudio
se encontré un Indlce de lnfecclén de VPH 16 entre los pacientes del 30.8 % en
lesiones . de cancer: bucal y un 269 % en los sitios no afectados del mismo

paciente posltwos al Vv Estos resultados indican que no se ha visto una

diferencia s:gnn“catlva 'en leslones de cancer comparadas con grupos control
31" K : = ‘
s,

sano:
Equ:parando diversos sitios de -la cavidad bucal; no se encontré correlacién
slgnlfcatlva entre la mfecmon con el virus y algtin smo especifco de mucosa bucal,
esto - sugiere que Ia aparicion del VPH no 5|empre en muy ewdente Reportes dela
prevalencia del ' VPH en pacientes con carcinoma bucal varlan de. un 0% a un

100%, ésta variabilidad se relaciona con el tamaﬂo dela muestra y la sensibilidad
de la técnica aplicada.®' :

La evaluacion por citologia exfoliativa es la técnvic'a mas importante en el
diagnéstico de lesiones genitales, la ventaja de la citologia exfoliativa bucal en la
deteccion viral ha sido previamente descrita; éste procedimiento no invasivo, es
comparable con la obtencién de tejido por medio de blopsna para la evaluacion de
células epiteliales, estudiaron por medio de celulas exfolladas de cavidad bucal en
adultos sanos vy nifios preescolares la exnstencua de VPH 6 y 16 por medio de
PCR. En adultos los tipos 6 y 16 estuvueron presentes en las muestras en un 17 %
y 23 % respectivamente: los resultad

en nmos preescolares fue de 24% y 19 %

respectivamente, esto demuestra que
|:n

ADN del VPH se presenta en un alto

porcentaje en el tejido epltellal norma
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El diégnéstico tradicional .'de VPH depende de la citologla cervical por
Papanicolyaou‘(Pap)r."f En |a actualidad para demostrar. la presencia del virus, a
demé$ dela .'.‘ciytolog'ia se dispone de las técnicas de biologia molecular. El
Southern ‘brlrott es la técnica molecular mas utilizada, es de alta sensibilidad pero
requierei’dé :r'nucho‘ ﬁempo y necesita tejido fresco. La técnica mas sensible para
~ detectar VPH ‘es PCR (Reaccién de Polimerasa en Cadena), sin embargo por la
sens'il‘)'ilid.éd/,"tan alta tiene rango elevado de contaminacion y puede dar falsos
positlivosfar‘hbas técnicas no estan autorizadas por la FDA . La prueba mas
adecuada para fines clinicos en la deteccién del VPH es la Captura de Hibridos
(SCH) el estudio es tan sensible como el Souther blott y tan sencillo como un
inmunoensayo . Cuando se compara con la histologia muestra una sensibilidad del
86%, especificidad del 77% y valor predictivo positivo del 87%. 32

El SCH detecta cantidades muy pequenas de ADN de VPH que no ha producido
cambios celulares capaces de ser dlscrlmmados por el o;o umano a través de la
microscopia. La prueba permite xdentnf‘car los vtrus de é o rlesgé oncogemco con
una sensibilidad del 100%% . :
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CONCLUSIONES"

La infeccién por el virus del papiloma humano de alto riesgo se asocia con
cambios celulares de tipo neoplasico debido a la interacecion de su genoma con la
célula hospedera. El virus requiere de células diferenciadas para su replicacion,
debido al tropismo epitelial que desarrolla, el VPH infecta los queratinocitos,
induciendo en ellos la proliferacion epitelial desenfrenada; ocasionando una
neoplasia intraepitelial que al paso del tiempo progresa a carcinoma in situ e
invasivo en cualquier epitelio, incluyendo mucosa bucal.

Debido a ésto la identificacion del genoma vira! intracelular cobra especial
importancia en el diagndstico y tipificacion viral de las células. Existen varios
métodos disponibles y en general estan basados en una reaccion de hibridizacion
que consiste en el acoplamiento o unién de una banda de acido nucleico con el
DNA complementario’en la muestra a examinar para formar una dupla estable.3%

El Southern Blot-es considerado el patron de oro para la identificacion del VPH en
células exfolladas o biopsia de tejidos. La Hibridizacion In Situ (HIS) se realiza
sobre tejldo previamente: tratado enznmétx_ca 'y fisxcamente. es poco sensible, sélo
detecta infecciones productlvas Yy no puede revelar el tipo de DNA presente. pero
tiene-la ventaja de indicar la locahzacnén de las células o ias regiones |nfectadas
en el tejido?” Una de las técnicas mas sensibles y actualmente disponible, es la
reaccion en cadena de polimerasa (PCR), que tiene la ventaja de detectar
cantidades minimas de DNA viral, la mayor ventaja del PCR es su sensibilidad, lo
que también es su mayor desventaja ya que presenta una aita suscepllbllldad ala
contamlnacién cruzada y ocasmnalmente produce resultados falsos positivos.

Olro método actualmente utilizado es la Captura de’ Hibndo_s. éste método puede
identificar hasta 16 tipos diferentes de VPH, es muy especifico y no presenta
problemas de contaminacion cruzada 3%, por lo que se propone como una técnica
molecular aplicable a la identificacion viral en boca como parte del nuevo vinculo
entre la patologia bucal y el'diagnéstico molecular.
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Acido desoxirribonucleico; Largo polimero compuesto por cuatro tipos de nucleétidos de desoxirribosa que

GLOSARIO

contiene informacion genética.

ADNEc ; Molécula de ADN coplada de una molécula de ARNm mediante la transcriptasa reversa por lo que
carece de los intrones del ADN gendmico

Alcali; Sustancia de pH extremadamente basico

Atemperar, Llevar a la temperatura ambiente

Bicatenario; Constituldo por dos cadenas

Blot; Membrana g : . o

Capside; Cublerta proteica externa de un virus formada por autoe- je de subunidades pr:
Carcinogénico. Cualquier agente fisico o qulmlco capaz de producir céncer cuando las células se exponen a
ellos. : -

Cebador; Corta secuencia de acido nucleico que contiene un grupo hldroxllo 3 ‘que forma pares de bases con
una hebra de patrén complementaria y actia como punto de inicio para la adiclén de nucleoudos

centrifugaciéon ; :

Citoquinas; Cualquiera de las numerosas protelnas secretadas por los interferones y que se unen a
receptores celulares especificos para inducir su diferenciacién o proliferacién. )
Codificar; Determinar los tripletes de nucteétidos (codones) -
Coilocitosis; Aspecto histoldgico de la célula con inclusiones viricas en su niicleo. :
Daltons. Unidad de medida para designar peso atomico )
Desnaturalizacion: Alteracién drastica de la conformacién de una pro(eina ] un émdo nucleico
debido a la ruptura de diversos enlaces covalentes como consecuencia del calentamiento o
exposicion a agentes quimicos determinados.

Electroforesis; Cualquiera de varias técnicas para la sep. ion de 1 téculas b en la migracién
sobre un gel u otro medio sometido a un fuerte campo eléctrico. :

Er itosis; C ion del ial extr: lar por invaginacion de la membrana plasmatica para formar una
vesicula limitada por una membrana. :

Endonucleasas. Enzimas nucleares

Ensamblaje; Proceso de extraccion de intrones y la incorporacién de excnes.

Episomal, ADN fuera del nucleo.

Epiteliotrépicos; Afinidad por el epitelio
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Episomal; ADN fuera del nucleo.
Epitetiotropicos; Afinidad por el epitelio
Eucariotas; Clase de organismos compuestas por una © mas células que contienen un nucleo, organelos
cubiertoas por una membrana.

Exacerbar; Incrementar reaccién

Exocitosis; Liberacion de moléculas intracelulares contenidas dentro de una vesicula.

Extracromosoma; Fuera del cromosoma

FDA; Fedral Drugs Administration

Fenotipicas; Caracteristicas fisicas genéticamente determinadas.

Gen; Unidad fisica y funcional de la herencia que transporta informacién de una generacion a la préxima.
Genoma; Total de la informacién genética contenida en una célula o un organismo. '

Genotipos; Constitucion genética completa de una céiula u organismo aislado; también los alelos de uno
Heterodtplex; Molécula bicatenaria de ADN que contiene uno o mas pares: de bases mal
apareadas.

intron; Parte de una transcripcién primaria o el ADN que lo codifica que se elimina por empalme durante el
procesamiento de ARN y no se incluye en los ARNm, ARNt.

Kilobases; Unidad de medida para designar codones

Luminémetro; Aparato que mide la intensidad de la luz

Mondmeros; Cualquier molécula pequefia que se puede unir con otras del mismo tipo para formar pollmeros
Nouthern-blott; Técnica utilizada para detector ARN especifica separados por electroforesis por hibridacion
con una sonda de ADN marcada radioactiva.

Nucleocapside; Capside viral més el acido nucleico que encierra.

Plasmido; Pequena molécula circular de ADN extracromosal capaz de inducir la replicacion, auténoma de una
celula.

Renaturalizacién o hibridaciénito es detectar éste enlace se utilizan sustancias marcadoras en las
Sondas; Fragmento definido de ARN y ADN con marca radioactiva o quimica utilizada para
detectar secuencias especlficas de acidos nucleicos marcados

Southern blotting: Técnica para detectar secuencias de ADN especificas separadas por
electroforesis mediante hibridacion con una sonda de &cidos nucleicos marcados.
Taq polimerasa ; ADNasa

Test; Técnica diagnodstica

Tm, intervalo de temperatura en el que ocurre ia desnaturalizacion

ultracentrifuga; aparato que puede i el iente de sedi Racién exp!
Svedberg (S)

Unidades Svedberg ;guarda retacién con el peso molecular de la particula?

do en ur de

virién P
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