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INTRODUCCION

El virus del papiloma humano (VPH) es un agente infeccioso; pertenece a
la familia Papilomaviridae que afecta principalmente a las células
epiteliales de piel y mucosa por lo que causa multiples lesiones
hiperplasicas, verrucosas y papilomatosas. También se asocia a lesiones
neoplasicas, debido a que la region E6 y E7 de algunos tipos de virus que
desactivan a las proteinas p53 y pRB que son las encargadas de verificar
que no exista ningun tipo de alteracion en el ciclo celular. Por lo tanto la
presencia de VPH es un factor importante para el desarrollo de cancer
cervicouterino y de cavidad oral.

Actualmente se han identificado mas de 240 tipos de virus, siendo los
tipos 16, 18, 31, 33 y 35 los de alto riesgo oncogénico. Se ha identificado
que los tipos 6 y 11 se encuentran principalmente en cavidad oral, los
denominados 13 y 32 son exclusivos de esta zona.

Este virus (VPH) se transmite por contacto directo, las principales formas
de contagio son: perinatal, transplacentaria, liquido amniético, sangre,
autoinculacion y la mas frecuente es por medio de relaciones sexuales.
Dada la relacién etioldgica entre el virus y el cancer cervicouterino se han
llevado a cabo multiples estudios en el desarrollo de técnicas para el
diagnostico oportuno de esta enfermedad; sin embargo, no sucede lo
mismo para el area de la Odontologia. Existe poca informacion de las
técnicas de diagnostico para las lesiones en cavidad oral y mucosa sana.
El virus de papiloma humano se ha asociado a cancer oral y a pesar de
ello, sigue siendo un tema poco investigado en el area odontoldgica

Este trabajo aborda las caracteristicas generales del virus, las
manifestaciones orales propias de la enfermedad asi como las principales
técnicas de diagndstico para la deteccion del virus del papiloma humano

en cavidad oral.



PROPOSITO

El propdsito de esta investigacion es que el cirujano dentista conozca los
diferentes estudios de laboratorio que se emplean actualmente en el
diagndstico del virus de papiloma humano en cavidad oral.

Poder elegir dentro de los descritos el que brinde mayor especificidad y
sensibilidad a las muestras o bien utilizar varias de las técnicas para
obtener un diagndstico mas preciso y asi ofrecer al paciente el tratamiento

adecuadodependiendo del tipo de virus que padezca.



OBJETIVO

Describir las principales técnicas moleculares para el diagndstico del Virus

del Papiloma Humano en cavidad oral.



CAPITULO 1. GENERALIDADES DEL VIRUS DE PAPILOMA
HUMANO.

1.1 DEFINICION

Los virus del papiloma humano (VPH), son pequefios agentes infecciosos
con genoma de ADN que necesitan una célula hospedera para
reproducirse y multiplicarse.” 2 Produciendo asi una infeccion virica,
cronica y con transformaciones papilares en el tejido de piel o

mucosas.34

1.2 ANTECEDENTES

Se dice que el VPH ha estado presente desde la evolucién del hombre ya
que las verrugas genitales y el cancer cervical se han descrito desde la
antigedad. A continuacion se enlistan algunos de los hechos mas

sobresalientes del hombre y su relacion con el VPH. (Tabla 1)

Epoca Evidencias Autor

460- Se describe la transmision sexual Hipocrates

377 a. de condilomas.

C.

1842 Mayor incidencia de neoplasias en Rigiioni-Stern
prostitutas que en monjas.

1892 Sospecha de la existencia de virus  lwanowski
1898 Introduccion del término virus Beijerink

1907 Se descubre la naturaleza Ciuffo
infecciosa de las verrugas
1933 Primer virus Shopepillomavirus RicharShope

asociado a verrugas.



1949 Primer cultivo de un virus Enders

1962 Se descubre a la familia de virus Nomenclatura
Papovaviridae
1974 Primera hibridacion del VPH ZurHausen

1980 Se descubre el VPH en Gissmann
condilomas y en verrugas
1981 Se logra la clonacion y De Villers
caracterizacion del VPH
1983 Se descubre la secuenciacion del Schwarz
VPH
1987 Se comprueba la transformacion Piris
celular del VPH
1999 Se clasifica en una nueva familia Nomenclatura
debido a sus caracteristicas.
Papilomaviridae.
1995 Se descubre la relacion del VPH Agencia Internacional de
con el cancer Investigacion sobre
Cancer. (IARC)

Tabla 1. Historia del Virus del Papiloma Humano.56.7.8

1.3 ESTRUCTURA VIRAL

Contienen una cubierta icosaédrica que les permite sobrevivir en el
ambiente por largos periodos de tiempo inertes en el medio extracelular;
tiene una capside que presenta un tamafio aproximado de 50 nm de
diametro; formada por dos proteinas estructurales que forman 72
capsomeros. Su unica molécula de ADN de doble cadena dispuesta de
forma circular, contiene aproximadamente 8,000 pares bases, estimula la
sintesis de acido desoxirribonucleico y se replica lentamente dentro del

nucleo; ademas posee un marcado epiteliotropismo, es decir, preferencia



por las mucosas y la piel, por lo general penetran en la capa basal de

estos tejidos.® 101112

El genoma del VPH esta dividido en tres partes:

Regién temprana (E): Segmento largo de proteinas que contiene
el 45% del genoma, codifica los genes E1, E2, E3, E4, E5, E6y E7
para la replicacion viral y la transformacién de la célula huésped.
Los segmentos E1 y E2 dirigen la multiplicacién de los virus dentro
de la célula. Participa en la diferenciacién de queratinocitos.

El segmento E4 dafia las proteinas que se encuentran en el
citoplasma, produciendo cambios en la traduccion celular.

La funcién de E5 se ha relacionado con los receptores de factores
de crecimiento celular ademas tiene la capacidad de evadir al
sistema inmune.

Las proteinas mas estudiadas son E6 y E7 ya que estan
codificadas para tipos oncogénicos de VPH que afectan al ciclo
celular mediante unién y desactivacion de genes p53 y pRB

supresores de tumores.

Region tardia (L): Comprende alrededor del 40%; se encuentran
genes virales que forman proteinas para la capside L1y L2.

L1 es la proteina mas grande y se conserva en los papilomas de
distintas especies.

L2 es la de menor tamafo y contrariamente muestra marcadas
diferencias en la secuencia nucleotidica, inclusive entre los tipos

que infectan a una misma especie.

Regién de control largo (LCR): Representa el 15% del genoma,
regula la replicacion viral y la expresion genética del virus a
expensas de las funciones celulares. Dependiendo de la
composicién de estos segmentos, se identifican varios tipos de

VPH con diferentes caracteristicas patogenas.5 & 12 13 (Fig. 1)
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Figura 1. Organizacién del genoma.'*

1.4 CLASIFICACION

Actualmente se han identificado mas de 240 tipos de virus, de los cuales
solo a 100 se les conoce secuencia gendomica completa. Se habla de tipos
y no de serotipos ya que la clasificacion de estos se basa en la secuencia
del gen estructural L2; cuando se tiene una diferencia mas del 50% en
esta estructura se dice que es un nuevo tipo.% 13
Se han clasificado en 16 géneros y dentro de ellos solo cinco infectan al
ser humano (Alpha-papilomavirus, Beta-papilomavirus, @ Gamma-
papilomavirus, Mupa-papilomavirus y Nupa-papilomavirus).2%15
El género Alpha incluye el mayor nimero de tipos que infectan piel y el
tracto anogenital. El Beta incluye pacientes inmunodeprimidos o que
padecen Epidermodisplasia verruciformis y los demas géneros causan
verrugas cutaneas.
Clinicamente se ha clasificado en funcién del tipo de tejido que infecta

e Cutaneos

e Mucosos
Finalmente los genotipos son clasificados como alto riesgo y bajo riesgo

segun su potencial de malignidad.? 6 78 (Tabla 2)
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Localizacién Lesiones Tipo de cancer Tipos virales
asociadas asociado
Piel Verruga 1,2,3,4,7,10,28,41,48,
60,63,65
Epidermodispla- 3,5,8,12,14,15,17,19,
sia Verruciforme 25,36,37,38,46,47,49,
50
Cancer escamoso 5,8,14,17,20,47
Tracto Condiloma 6,11,40,42,43,44,54,
anogenital Acuminado 55,61,70,72,81.
e Bajo 6,11,16,18,31,32,33,
grado 35,39,40,42,43,44,45,
(LSIL)* 51,52,53,54,55,56,58,
59,61,66,68,70,72,73,
81,82.
e Alto riego 16,18,31,33,35,39,45,
(HSIL)** 51,52,53,56,58,59,66,
68,73,82
Carcinoma escamoso | 16,18,31,33,35,39,45,
51,52,53,56,58,59,66,
68,73,82
Adenocarcinoma 16,18,31,33,35,39,45,
51,52,56,58
Conjuntiva 6,11
Cavidad oral Verrugas orales 2,5,4,7,6,40
Papiloma oral 6,11
Condiloma 6,11,42

11




acuminado

Hiperplasia 11,12,16,32

multifocal

Leucoplasia 16,18

I

Ora Carcinoma oral 16, 18
Amigdala Carcinoma escamoso | 16, 33
Laringe Papiloma 6,11,16,18

Tabla 2. Tipos de VPH presentes en diferentes lesiones. (*)LSIL: Lesion intraepitelial
escamosa de bajo grado. / (**) HSIL: Lesién intraepitelial escamosa de alto grado. En
negrita se describen los tipos mas frecuentes. ©

1.5 FISIOPATOLOGIA

El VPH inicia su ciclo reproductivo infectando a las células poco
diferenciadas de la capa basal del epitelio; ingresando a ellas a través de

microheridas o microabrasiones.

La interaccion del virus y la célula comienza cuando la proteina viral L1 se
une al receptor a6/ o a6/B4. Una vez que el virus interactua con su
receptor de forma especifica, se inicia el proceso de endocitosis, con la
formacion de pequenas vesiculas que pueden estar cubiertas de una

proteina denominada clatrina (VPH 16 y 68) o caveolina (VPH 31).

La penetracion exitosa del virus a la célula requiere que el virus cruce la
membrana plasmatica y la membrana nuclear para poder replicarse, sin
embargo, se desconoce este mecanismo asi como el que remueve la

capside viral y el ingreso al nucleo celular.
En la fase temprana de la infeccion, cuando el genoma viral llega al

nucleo celular, los primeros genes que se expresan son E1 Y E2.

Especificamente cuando la proteina E2 se expresa, activa la expresion de

12




los oncogenes E6 y E7. El genoma viral se replica en sincronia con el

genoma celular.

Posteriormente en las células del estrato basal se incrementa la proteina
E2 en una tasa moderada de copias; se dice que entre 50 y 400 copias
por célula que pueden permanecer constante por muchas generaciones
de células. A esta fase se le conoce como “mantenimiento plasmidico”
Este tipo de replicacion asegura una infeccidén persistente en las células
basales de la epidermis.

Posterior a la fase de mantenimiento algunas células infectadas migran a
los estratos suprabasales y el VPH induce a éstas a un arresto en la fase

S del ciclo celular, para permitir la replicaciéon de su genoma.

En el estrato espinoso inicia la expresion de los genes E4 y E5, que
participan en la liberacion del virion; cuando estas células alcanzan el
estrato granuloso se presentan células vacuoladas o “Coilocitos” que
expresan abundantemente a la proteina E1 y E2 para mantener una tasa
alta de la replicacion del genoma viral, asi mismo, se expresan los genes

tardios que codifican para las proteinas de la capside.

En los coilocitos se lleva a cabo el ensamblaje de los viriones y cuando
llegan al estrato corneo, por descamacion se desprenden y se liberan los

viriones con participacion de la proteina E4.

La infeccidon productiva se manifiesta morfolégicamente con la aparicion
de signos citopaticos caracteristicos (coilocitos, hiperplasia, acantosis,

disqueratosis) y clinicamente con el desarrollo de lesiones proliferativas.®’
(Fig. 2)
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Figura 2. Ciclo de replicacion del virus del VPH. 6

1.6 EPIDEMIOLOGIA

Asimismo, la infeccion por VPH es una de las enfermedades virales mas
difundidas en la poblacion mundial, ya que se transmite principalmente
por contacto sexual por lo que actualmente es reconocida como “la
principal infeccion de transmisionsexual”. % 11
Segun algunos estudios, las personas pueden adquirir el virus por
diversas vias entre las cuales figuran:

e Periodo perinatal por infeccidn transplacentaria

e Liquido amnidtico

e Sangre

e Auto-inoculacion

Se sugiere que las infecciones orales por algunos tipos de VPH se
transmiten por practica sexual orogenital. En estudios experimentales se
ha observado que el periodo de latencia tras el contagio es de 2 a 9

meses.® 16
Dado que el VPH es el principal factor etiolégico para el desarrollo de

cancer cervical y éste a su vez es la primer causa de muerte por cancer

en mujeres en la poblacion mexicana se han llevado a cabo numerosas

14



investigaciones en el area, sin embargo, no pasa lo mismos en
estomatologia, pese a que los estudios previos muestran que el VPH se
asocia a un 35% de los casos de cancer oral de los cuales 70% de ellos

son de alto riesgo, no se han realizado estudios necesarios.

En México, se tiene estimado que cerca del 43% de los hombres y del
17% de las mujeres, todos ellos sanos sexualmente activos tienen alguna
infeccion por VPH. Se ha demostrado que el virus que infecta el area
genital puede también infectar la cavidad oral (Sanchez-Vargas et. al.
2010). 5°

1.7 MANIFESTACIONES CLINICAS EN CAVIDAD ORAL

Las lesiones producidas por este tipo de virus se pueden clasificar en dos
grupos: benignas (papiloma bucal, verruga vulgar, condiloma acuminado,
hiperplasia epitelial multifocal) y malignas (leucoplasia ideopatica,
carcinoma orofaringeo).®

Las cuales se describen a continuacion:

e Papiloma oral: lesién benigna que puede aparecer a cualquier edad
sin diferencia de sexos. Se manifiesta clinicamente como un
crecimiento rugoso parecido a una coliflor no suele pasar un
centimetro de tamafo, su color depende del grado de
queratinizaciéon puede ir de blanco a gris, son solitarias e indoloras.

Su contagio es directo y los subtipos que se asocian son 6y 11.% 17

Figura 3. Papiloma oral en el margen lateral de la lengua. °
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Histologicamente el papiloma bucal se caracteriza por
proyecciones delgadas en formas de dedos con una porcion central
fibrovascular cubierta por hiperqueratosis y un epitelio escamoso
acantético. El hecho que las células coilociticas no son

relativamente comunes lo distingue de las verrugas cutaneas.'®
(Fig. 3)

Verruga vulgar: lesidon benigna con estructura vellosa, de
consistencia firme, crece rapidamente hasta alcanzar un tamano
maximo de 5 a 6 mm, coloraciéon de blanco a rosa, generalmente
puede aparecer de forma solitaria o multiple. Frecuentemente en
lengua, paladar duro, paladar blando, labio y bermellon. Es mas
comun en nifos y adolescentes. El contagio es directo aunque se
sugiere por autoinoculacion, ya que por lo general se presenta en
personas con verrugas en manos y dedos. Clinicamente son muy
parecidos al papiloma. Se asocia con los subtipos de VPH 2, 4, 6,
40y 57.917

Histopatologicamente se caracteriza por una superficie
papilomatosa con hiperqueratinizacion y acantosis. La capa
granulosa es frecuentemente prominente entre las elevaciones
papilomatosas, las cuales se forman alrededor de la papila de
tejido conectivo. Los clavos epiteliales centrales son alargados vy

los laterales en la base de la lesién son convergentes.

Se observa la presencia de células coilociticas, situadas en la capa
superior de la capa espinosa y en la capa granulosa. Como en la
verruga vulgar de la piel, la verruga vulgar oral esta relacionada
con los VPH. Los tipos de VPH relacionados con la mucosa (VPH
6, 11, 16) y los tipos de VPH cutaneos (VPH 1, 2, 4 y 7) han sido

reportados en las lesiones de verruga vulgar oral. En los ultimos
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anos, el VPH 2 y 4 (frecuentemente asociados a la verruga vulgar
cutanea) han sido detectados en mas del 55% de las lesiones
bucales.® (Fig. 4)

Figura 4. Tinciéon con hematoxilina-eosina del papiloma lingual. Se aprecian
proyecciones papilares de un tallo fibrovascular.'®

Condiloma acuminado: aparece inicialmente como una agrupacion
de nddulos simples, de color rosado a marrén, que posteriormente
crecen, desarrollan una masa papilar exofitica, blanda y sésil,
parecida a una coliflor, su tamano puede variar, su forma de
contagio es por relaciones sexuales orogenitales o por
autoinoculacion, se presentan en mucosa oral y esta inducido por
los subtipos de VPH 6,11y 42.4 %17 (Fig. 5)

Figura 5. Condiloma en superficie ventral de la lengua. °
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Histologicamente las lesiones se caracterizan por la presencia de
un epitelio escamoso estratificado, presentando una marcada
acantosis, escasa paraqueratosis con clavos epiteliales gruesos y
elongados. Las células coilociticas son comunes en la capa

superior (cornea) e intermedia (espinosa) del epitelio.'® (Fig. 6)

Figura 6. Condiloma acuminado que muestra un epitelio mas basdfilo que el de
otras verrugas vulgares y escasos coilocitos. (Hematoxilina-eosina, A x10, B x40,
C x200, D x400).20

Hiperplasia multifocal: también llamada enfermedad de Heck, es
una patologia benigna asintomatica. Aparece como papulas bien
definidas, de un tamafo aproximado de 5mm en el labio inferior
mayormente, aunque pueden afectar labios, margen lateral de la
lengua asi como otras partes de la mucosa. Su crecimiento es
lento y lo padecen principalmente nifios de ambos sexos. El
subtipo que se asocia de VPH es el 12 y 32. Aunque estudios han

demostrado que existe presencia de 11y 16.% 2" (Fig. 7)

Figura 7. Lesiones de Hiperplasia epitelial multifocal en la mucosa del labio
inferior.®
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Histologicamente se caracteriza por hiperplasia epitelial con
moderada  hiperparaqueratosis, acantosis, elongacion vy
anastomosis de los clavos epiteliales, los cambios citologicos
incluyen células epiteliales mostrando degeneracion nuclear,
células vacuoladas con nucleo picnotico y células mostrando
degeneracion en forma de globo. La coilocitosis, la cual es
comunmente relacionada como el efecto citopatico del VPH, esta
constantemente presente en estas lesiones. Las particulas virales y
los antigenos de VPH han sido reportados en pacientes con HEF,

sugiriendo una etiologia viral.'® (Fig. 8)
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Figura 8. A) Hlperpla3|a epltellal paraquerat03|s acant03|s Hematoxilina-eosina
100X. B) Coilocitos y células mitosoides.??

Leucoplasia oral: se caracteriza por ser una lesién blanca, firme en
la mucosa oral, su tamafio puede variar milimetros hasta algunos
centimetros, no puede desprenderse por el raspado. Clinicamente
tiene dos modalidades de presentacion, la forma homogénea y la
forma no homogénea. La prevalencia oscila en un 0.5% a 3.46% y
se establece que una leucoplasia se maligniza en un 0.7% a 2.9%.
Las localizaciones mas habituales en la cavidad oral son paladar
duro, paladar blando y piso de boca. Los subtipos de VPH

asociados a la leucoplasia son el 16 y 18.° (Fig. 9)
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Figura 9. Extensa lesion blanca, de superficie verrucosa, que no se desprende al

raspado que compromete el borde y vientre de la lengua y piso de boca. 2

Los cambios histopatologicos de las leucoplasias son muy
diversos, pudiendo variar desde una hiperqueratosis sin displasia
hasta diversos grados de displasia epitelial. El rasgo
histopatolégico mas constante esta dado por la presencia de
hiperqueratosis. Esta puede ser una ortoqueratosis o una
paraqueratosis o0 incluso estar presente ambas formas de
queratinizacién. En la mayoria de los casos se acompafa de una
hiperplasia epitelial debida a un aumento en espesor del estrato

espinoso (acantosis) y es frecuente la papilomatosis.

La displasia epitelial (literalmente: crecimiento anormal) representa
una combinacién de las alteraciones celulares individuales (atipias)
y de la estructuracion normal del epitelio observadas en la
transicion gradual hacia la malignidad (premalignidad). Entre las
alteraciones celulares estarian las siguientes: aumento del tamafno
de los nucléolos; hipercromatismo nuclear, pleomorfismo nuclear,
aumento de la relacién nucleo/citoplasma, aumento de la actividad
mitotica, figuras mitéticas anormales y pleomorfismo celular. Los
signos displasicos en relacion a una desestructuracidon del epitelio
serian: crestas epiteliales en forma de gota, hiperplasia del estrato
basal hipercelularidad y un patrén alterado en la maduracién de los

queratinocitos (estratificacién epitelial anormal, presencia de
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mitosis en estratos superficiales, pérdida de adhesién intercelular,
queratinizacion de células del estrato espinoso, etc.).?* (Fig. 10)

Figura 10. Histologia de una lesion d leucoplasia. Obsérvese la hiperplasia epitelial con

hiperqueratosis.2®

Cancer orofaringeo: se estima que tiene una incidencia de 30
nuevos casos cada 100,000 habitantes por afio. A nivel mundial se
suponen 400,000 nuevos casos por afo. Representa el 2% al 3%
del total de los carcinomas del ser humano. Hasta 60% de los
casos son diagnosticados en etapas avanzadas (estadios Il y V).
Segun sexos, es mas frecuente en hombres, representando del
66% al 95%.

Segun la bibliografia internacional se distribuye aproximadamente
asi: cavidad oral 44%, laringe 31%, faringe 25%.

Aunque siguen siendo la exposicion al tabaco y el alcohol las
principales causas del cancer orofaringeo se ha encontrado el virus

del papiloma humano asociado en la etiologia del 20 al 25%.%°
Los subtipos de VPH 16 y 18 se encuentran en un 80% de los

canceres, mientras que los subtipos 31, 33 y 35 son menos

frecuentes encontrandose solo un 3%.° (Fig. 11)
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1.8

Figura 11. Paciente con cancer de células escamosas en la parte lateral de la

lengua.?’

OTRAS MANIFESTACIONES

Lesiones de manos y pies: la mayoria de las personas con una
infeccion por el VPH presenta los tipos habituales del virus (VPH-1
a VPH-4), los cuales infectan las manos y los pies. La aparicion de
verrugas de morfologia abovedada, plana o plantar dependen del

tipo de VPH y el punto infectado. (Fig. 12)

Figura 12. Verrugas vulgares multiples.*

Papilomas laringeos: también llamados papilomatosis respiratoria
recurrente, son producidos por VPH-6 y VPH-11, son raros pero
algunas veces obstruyen la laringe y deben ser extirpados en
repetidas ocasiones. Esta infeccion se adquiere al atravesar el
canal del parto en una mujer con verrugas genitales; por lo que son

mas frecuentes en nifios. (Fig. 13)
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Figura 13. Papiloma laringeo. 28

Lesiones anogenitales: aparecen casi exclusivamente en el epitelio
de los genitales externos y la region perianal. Suele ser
asintomatica aunque a veces puede producir ligero prurito. Las
verrugas genitales son blandas, del color de la piel, elevadas o
planas y en ocasiones semejante a una coliflor. Alrededor del 90%
de los casos se debe a una infeccién por VPH-6 Y VPH-11. Las
lesiones anogenitales infectadas por estos tipos viricos pueden ser

problematicas pero rara vez malignizan.

Lesiones cervicouterinas: se dividen por los subtipos de virus que
las afectan, considerandose de bajo grado y alto grado. Llegando
asi al cancer cervicouterino asociado a los subtipos VPH-16 y VPH-
18. Estas lesiones solo se pueden apreciar a nivel celular gracias a

la citologia cervicovaginal que se realiza.3®

Cancer cervicouterino: es un tumor que en sus etapas tempranas
generalmente cursa de forma asintomatica, de hecho muchas de
las lesiones solo se detectan cuando la mujer se somete a un
examen pélvico o una prueba de Papanicolau. Los sintomas
generalmente aparecen hasta que la lesion se vuelve cancerosa e
invade el tejido cercano. Cuando esto sucede los sintomas mas
frecuentes son dolor pélvico y sangrado anormal, que puede
comenzar y detenerse entre periodos menstruales regulares o

después de relaciones sexuales. El sangrado después de la
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menopausia o bien la secrecién vaginal pueden ser sintomas de

cancer cervical. Los tipos de VPH asociados son el 16 y 18.7

1.9 DIAGNOSTICO

Se ha detectado VPH en el 50% de los casos de carcinoma bucal asi
como en lesiones benignas de la mucosa bucal, donde se encontré VPH
de bajo y alto riesgo oncogénico. Los hallazgos sefalan que en muestras
de mucosa bucal sana existe entre el 13 y el 40% de algun tipo de virus
obtenido por biopsias, citologia exfoliativa o por enjuague bucal.

Por lo que actualmente se sugiere que el 70% de la poblaciéon
sexualmente activa tiene al menos un tipo de virus. Asimismo, la
persistencia de la infeccién, lesiones bucales y/o habitos que puedan
afectar la mucosa podrian potenciar cambios celulares en lesiones
clinicamente benignas con transformacion a premalignas y/o malignas.

A pesar de la importancia del diagndstico precoz, existe poca informacion
respecto a la prevalencia de VPH en la mucosa oral clinicamente sana.?®
Los métodos de diagndstico mas recurrentes que se realizan cuando se

hallan este tipo de lesiones son las siguientes:

1.9.1 BIOPSIA

El término “biopsia” deriva del griego bios-vida y de opsis-vista o vision.
La palabra fue introducida por Ernest Besnier (1831-1090), dermatdlogo
francés, para designar el examen de un tejido u 6érgano, mediante la toma
de una muestra del mismo, en vida del sujeto. La biopsia consiste en la
obtencién de un fragmento de tejido vivo para su estudio tanto macro
como microscopico. Es un procedimiento quirdrgico que se realiza para
establecer el diagndstico definitivo, conocer la evolucién del proceso, el
resultado de la terapéutica y fundamentar el prondstico. 303132

Existen varias técnicas para realizar una biopsia, a continuacion de

presentan las de uso frecuente para las lesiones por el VPH.
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e Biopsia excisional, consiste en la eliminacion completa de la lesion
incluyendo tejido normal adyacente a los bordes externos de la
lesién, se realiza en lesiones pequefias de hasta 2 cm de diametro,
por lo que esta técnica es la ideal para papilomas, verrugas,

condiloma acuminado e hiperplasia multifocal. (Fig. 14)

e Biopsia incisional, consiste en la eliminacion de una porcion
representativa para llegar a un diagnéstico definitivo y programar el
tratamiento de toda la lesién. La muestra se toma del margen de
ésta, incluyendo parte del tejido normal adyacente. Se realiza en
lesiones mayores a 2 cm de diametro razon por la cual esta técnica
esta indicada en leucoplasias orales y lesiones cancerigenas

cuando hablamos de VPH.

Una vez obtenida la muestra se coloca en un frasco rotulado con
nombre del paciente, sexo, edad, tipo de biopsia, region de donde se
toma la muestra, diagndstico presuntivo clinica; ademas debe
contener una solucién fijadora: formol al 10% (formalina), este liquido
debe ser 10 a 20 veces mas que el tamano de la muestra. Debe ir
acompanado con una solicitud de estudio histopatolégico y un

resumen de historia clinica.3?
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Figura 14. Biopsia de papiloma oral.33

1.9.2 CITOLOGIA EXFOLIATIVA

La citologia exfoliativa introducida por George Papanicolau en 1943, ha
sido el pilar, en la prevencién del cancer cervical por mas de 50 afnos. El
examen es sencillo de procesar, de bajo costo y exento de riesgo.
Consiste en tomar wuna muestra de material desprendido
espontaneamente o en forma inducida de las superficies de los érganos
con un hisopo, cepillo o puncion estéril. En la mayoria de los casos, la
toma de la muestra se hace recogiendo material de un area amplia, sin
vision directa de una zona sospechosa; se extiende sobre un portaobjetos

y se fija en alcohol de 96%.34

Los frotis o extendidos asi preparados se colorean con el método de
Papanicolaou o con hematoxilina-eosina y se envian al patélogo quien
examina los elementos morfolégicos basados en los caracteres
microscopicos de las células y sus componentes extracelulares y asi
formular el diagndstico citolégico.

Sin embargo la citologia exfoliativa no es una técnica diagndstica, las
evidencias cientificas coinciden en que posee una sensibilidad vy
especificidad limitada 50 y 60%, debido a que unicamente reporta si hay
algun cambio citopatolégico en las células, pero no confirma si la
anormalidad citolégica es provocada por la presencia de algun genotipo
de VPH.3% (Fig. 15)
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Figura 15. Citologia exfoliativa cervical, tefiida con hematoxilina-eosina. 36

1.9.3 INMUNOHISTOQUIMICA

Técnica mediante la cual se detecta la presencia de un péptido o proteina
en una célula o tejido, utilizando un anticuerpo especifico contra él. La
técnica esta basada en la reaccion antigeno—anticuerpo.®’

Existen dos métodos de marcado con anticuerpo: directo e indirecto.

e Meétodo directo: se incuba en una solucion con anticuerpos
previamente marcados, especificos para tal antigeno. El anticuerpo
se une de manera directa al antigeno y el marcador aparece en el
sitio antigénico. El anticuerpo que interactua con el antigeno tisular
se conoce como anticuerpo primario. El complejo antigeno-
anticuerpo primario puede ser revelado por medio de marcadores
especiales, tanto al microscopio fotdnico como electronico. Los
anticuerpos pueden marcarse con colorantes fluorescentes o
unirse a una enzima, o anticuerpos acoplados a ferritina. En
general tienen baja sensibilidad lo cual dificulta la deteccién por

tanto, en la actualidad se usan los métodos indirectos. (Fig. 16)
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Antigeno Anticuerpo primario

Figura 16. Método directo.38

Método indirecto: la interaccion antigeno anticuerpo se amplifica
mediante la introduccion de un segundo anticuerpo marcado. El
tejido contiene antigenos; se incuba en una solucidn con
anticuerpos no marcados. El anticuerpo primario que se une en
forma directa al antigeno en el tejido, se le denomina segun su
clase y el animal que lo produce. Después, se incuba el tejido con
un anticuerpo secundario marcado (un anticuerpo contra el
anticuerpo primario). Algunos de los anticuerpos secundarios
marcados se unen a cada anticuerpo primario, de manera que
pueden acumularse mas marcadores en el sitio antigénico que con
el método indirecto.Por lo tanto, el método indirecto es mas
sensible y evita el riesgo de alterar la especificidad de unién del
anticuerpo primario mediante la adhesion de un marcador en forma
directa. (Fig. 17)

Figura 17. Método indirecto.3®
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Dado que la reaccion antigeno-anticuerpo no es visible mediante
microscopia estandar, los anticuerpos se deben marcar de manera que no
se interfiera con su especificidad de unidén y que puedan ser detectables.
Existen tres métodos para realizar dicho marcaje y dada la especificidad

de los anticuerpos primarios, es preferible marcar el segundo anticuerpo.

A) Acoplamiento con compuestos fluorescentes; las moléculas de
colorantes fluorescentes (fluorocromos) se unen quimicamente a
las moléculas de anticuerpos, lo cual hace posible observar los

sitios de reaccién con los antigenos en inmunofluorescencia.

B) Acoplamiento de enzimas; los anticuerpos pueden tratarse con la
enzima peroxidasa para identificar los complejos antigeno-
anticuerpo con la determinacion de histoquimica enzimatica de la
peroxidasa para lo cual puede usarse microscopio de luz como
microscopio electrénico. Ademas de la peroxidasa, se emplean
otras enzimas como: fosfatasa alcalina, B-galactosidasa entre

otras.

C) Acoplamiento con compuestos diseminados de electrones, estos
compuestos son para utilizarse en microscopia electrénica (ferritina
y oro coloidal). El anticuerpo se une con la proteina ferritina, que
contiene hierro y es electrodensa, y asi se identifica ultra

estructuralmente.3 (Fig. 18)
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Figura 18. Esquema del principio de los tres métodos mas empleados para la deteccion
de proteinas especificas por medio de anticuerpos marcados. 38

Para el diagnostico de VPH se utiliza un marcador indirecto p16; cabe
mencionar que la proteina inhibidora de Kinasa dependiente de ciclina
p16INK4a desacelera el ciclo celular mediante inactivacion de las kinasas
dependientes de ciclina (CDK), que se encargan de desfosforilar a la pRB
(proteina del retinoblastoma). En su estado hipofosforilado, la pRB forma
un complejo con la proteina E2 del virus, con el efecto negativo sobre la
p16. La pérdida funcional de pRB conduce a la sobrexpresion de la p16 y
a la proliferacién celular descontrolada. Por ello, la p16 es considerada un
biomarcador con elevada sensibilidad, especificidad y valor predictivo
positivo con expresion activa de oncogenes.3°

La deteccion de p16 se hace por medios indirectos. (Fig. 19)
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Figura 19. Inmunocitoquimica. Células inmaduras anormales (HSIL) con
inmunorreactividad para p16INK4a (1-4), (40X). Dos casos de LSIL (5y 8) y p16INK4
positivos (20X y 10X). El caso de células escamosas con atipias de significado
indeterminado/ASC-US (6) fue negativo para p16INK4a. Una muestra LSIL (7) con
coilocitos sin reaccion para p16INK4a. Lesion cervical. 39
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CAPITULO 2. TECNICAS MOLECULARES PARA
DETECCION DEL VPH.

Los estudios sefalan que el hallazgo del VPH en mucosa sana depende
del método de estudio empleado. La infeccion por VPH puede
diagnosticarse por diferentes métodos, pero no todos permiten detectar el
genoma ni determinar el tipo viral involucrado. Si bien, las mejores
pruebas diagndsticos son las moleculares, debe considerarse la
prevalencia geografica para los diferentes tipos de deteccion del virus en
la eleccion del estudio especifico para evitar conclusiones inexactas.

Los métodos moleculares de deteccion y/o identificacion de ADN de VPH
mas empleadas son: Sistema de Captura de Hibridos y Reaccion en

Cadena de Polimerasa.?®

2.1 HIBRIDACION IN SITU (HIS)

La técnica fue desarrollada en 1969 por Gall y Pardue quienes
descubrieron una técnica formada por hibridos moleculares entre RNA y

DNA en ovocitos de Xenopuslaevis.

Hibridacion in situ es una técnica histoquimica basada en la deteccién y
localizacion de cualquier gen de interés en tejidos o células en cultivo sin
necesitar la extraccion previa de este acido nucleico. La principal ventaja
es que se trabaja con el RNAm integro y se cuida la estructura

morfolégica del tejido donde se detecta.

Dicha técnica tiene como propdsito la hibridacion especifica de dos
secuencias de RNA en donde una de las cadenas de RNAm esta
marcada y formara un hibrido con la secuencia complementaria presente
en las células en una preparacion histologica. El hibrido formado puede

observarse mediante autorradiografia, si la sonda estd marcada
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radioactivamente o con sistemas de anticuerpos que reconocen la zona

marcada con alguna molécula no radiactiva.38

A pesar de que actualmente existen variaciones de la técnica, la mayoria

incluye los siguientes pasos:

A.

Procesamiento de los tejidos.

Las células en cultivo o cortes de tejidos se fijan en
paraformaldehido o parafina, posteriormente se cortan en un
micrétomo y se colocan sobre laminillas limpias para poder

desnaturalizarlas con calor o agentes desnaturalizantes.

. Pretratamiento de los tejidos.

En este paso las muestras se deben tratar con soluciones para

preparar el tejido y hacer mas eficiente la hibridacion.

Preparacién de la sonda.
La sonda es una secuencia de nucleétidos complementarios al
RNAm de interés, que se marca con isotopos radiactivos o con

complejos enzimaticos.

Hibridacion y lavados

En esta etapa se une la sonda con la secuencia de RNAmM
mediante incubacion. A continuacién se aplican soluciones para
lavar la muestra y remover la sonda que no hibrido, asi como
preparar al tejido para que los hibridos sean detectados, ya sea por

métodos radioactivos (autorradiografia) o no radiactivos.

Interpretacion

El analisis de la hibridacion consiste en realizar las observaciones
de los cortes al microscopio, con el apoyo de un analizador de
imagenes que permita determinar el numero y la intensidad de las

células marcadas.®® 40 (Fig. 20)
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Figura 20. Fases de la captura de hibridos. De izquierda a derecha: Desnaturalizacién
del ADN, Hibridacion, Captura y Amplificacion.*!

2.2 SOUTHERN BLOT (SB)

Edwin Southern desarroll6 esta técnica de transferencia para el ADN en
1973, creando asi un elemento basico de los procedimientos de

laboratorio de biologia molecular.4?

Esta técnica es una variante de la Hibridacidon In Situ, es decir, tiene la
misma metodologia con las siguientes diferencias: el ADN que se
pretende investigar, una vez aislado se hidroliza con enzimas de
restriccion y los fragmentos son separados segun su tamafo por
electroforesis en gel de agarosa. Luego se hace una réplica del gel en
papel de nitrocelulosa o nylon, al que el ADN se adhiere firmemente, y se
agrega una sonda radioactiva, que hibrida al ADN en el papel cuando
encuentra una cadena complementaria. La sonda debe tener uno de los
nucleodtidos marcado mediante un isétopo radiactivo como el fésforo 32
(®?P) o mediante un compuesto como la biotina. Los fragmentos no
hibridados se eliminan con una serie de lavados. Finalmente se expone el
papel en nitrocelulosa a una pelicula de rayos X. La pelicula, al ser
revelada, esta expuesta en los lugares donde ha habido hibridacién
especifica. EI Southern Blot es una técnica de mucha sensibilidad
mediante la cual se llegan a detectar cantidades de ADN que son

separados por electroforesis. Es la técnica que se utiliza por excelencia
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para caracterizar molecularmente a los virus. Sin embargo esta prueba
requiere cantidades apreciables de ADN que a su vez requiere de alta
integridad y alto grado de purificacion, costo elevado y tiempo prolongado
del analisis (aproximadamente una semana).*? (Fig. 21)

Especialmente si las muestras tienen una alta carga viral, pueden ser
analizadas en forma confiable por esta técnica, mientras los que tienen
baja carga viral pueden ser analizados unicamente por técnicas muy
sensibles.?® (Fig. 22)
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Figura 22. Analisis de especificidad de la amplificacion del papilomavirus. (A)
electroforesis en gel de agarosa al 2% y (B) sonda especifica de E6 Southern Blot que
demuestra la presencia de HPV-16; Carril 1, células Caski; Carril 2, tejido cervical
normal. 4%

2.3 CAPTURA DE HIBRIDOS (HC?2)

La técnica de Captura de Hibridos 2 (Hybrid Capture 2, HC2) fue
desarrollada originalmente por Digene Corporation (EE.UU.) vy
actualmente por Qiagen (EE.UU.) y desde el afio 2000 cuenta con la
aprobacion de la Administracion de Medicamentos y Alimentos de los
Estados Unidos (FDA) para uso rutinario en las actividades de deteccion
temprana en combinacion con la citologia. En América Latina, ésta
técnica ha sido aprobada en Colombia, Argentina y México.

Se basa en la Hibridacion In Situ utilizando sondas de RNA,

complementarias a una secuencia que es comun a 13 de los VPH
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considerados de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
y 68), la captura y deteccion del hibrido DNA del VPH-RNA de la sonda,
se realiza con un anticuerpo conjugado con la enzima fosfatasa alcalina,
dichos anticuerpos estan fijados a los pocillos de una microplaca de 96
pocillos. Los hibridos inmovilizados se detectan con un sustrato que
reacciona con la fosfatasa alcalina y produce fotones. La luz emitida se
mide en un lumindmetro y se expresa como unidad relativa de la luz. La
lectura final de la sefal de quimio-luminiscencia permite reportar la prueba
como positiva cuando hay emision de luz o negativa cuando no la hay.
Una prueba positiva significa que ha sido infectada por alguno de los 13
tipos de VPH-AR. Esta prueba no permite identificar cual de ellos es y
tampoco si el paciente tiene uno o varios de estos tipos.*6: 35

La captura de hibridos es una técnica que puede aplicarse con facilidad
en los laboratorios, ya que no requiere instalaciones especiales ni
personal con amplia experiencia en técnicas moleculares. El método se
limita a reportar con una sensibilidad de 96 a 98%, el resultado como
positivo o negativo a VPH de alto riesgo. Diversos estudios han
demostrado que con frecuencia pueden presentarse falsos negativos,

entre 1y 8%.3°

2.4 PCR (REACCION EN CADENA DE POLIMERASA)

Este método se desarroll6 a partir de 1985 por el equipo de Kary Mullis
quien recibié el premio Nobel de Quimica en 1993 y se utilizé inicialmente
para el diagnéstico prenatal de la anemia falsiforme. Esta técnica se ha
convertido en una herramienta diagnostica indudable con un sinnumero

de aplicaciones biolégicas entre las que se encuentran enfermedades.

El equipo en el que se lleva a cabo la reaccién se llama termociclador
ademas se utilizan microtubos, placas de PCR, un juego de micropipetas
y puntas para las micropipetas, hielo para mantener los reactivos a baja

temperatura.*’ (Fig. 23)
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Figura 23. Equipo y materiales para llevar a cabo una PCR: A. Termociclador. B.
Puntas, placa de PCR, microtubos y juego de micropipetas.*’

La reaccion en cadena de la polimerasa es un método enzimatico capaz
de copiar de forma exponencial (amplificacion) un fragmento de DNA
especifico de un determinado microorganismo o de cualquier otro ser
vivo. El resultado final de la accion de la enzima DNA polimerasa es la
obtencién de millones de copias del fragmento gendmico problema.Para
ello, la reaccion aprovecha la actividadde la enzima ADN polimerasa que
tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en las células.38 48

Los elementos importantes en la reaccion son el templado o molde (ADN),
la enzima, los oligonucledtidos o primers, los desoxirribonucledétidos
trifosfatados (dNTPs: adenina, timina, citosina y guanina), el ibn magnesio
(Mg+), una solucién amortiguadorao buffer y H20. Todos estos elementos
interactuan en tres etapas principales de las que se compone la PCR:
desnaturalizacion, hibridacion y extensién. Los equipos en donde se
realiza la reaccion son llamados termocicladores, los cuales estan
disefiados para establecer un sistema homogéneo en donde las
condiciones de temperatura y tiempo necesarios no se modifiquen en
cada uno de los ciclos. Al final de la reaccién, para corroborar si se

amplificé la secuencia blanco de interés, los productos de la PCR o
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también llamados amplicones son analizados en geles de agarosa para
confirmar si la reaccion fue exitosa. A continuacion se explicaran cada

uno de los puntos mencionados.*® (Fig. 24)

En la PCR, el templado son las cadenas de ADN que se separan y
funcionan como molde para que la enzima sintetice las nuevas cadenas
que llevan la secuencia blanco de interés. Por su parte, la ADN
polimerasa se encarga de la catalisis de la reaccion, sintetizando las
nuevas cadenas de ADN que llevan la secuencia blanco. La enzima mas
usada con frecuencia se llama Taq ADN polimerasa, que proviene de una
bacteria termdfila llamada Thermusaquaticus, la cual vive en condiciones
de temperatura muy altas y por eso su ADN polimerasa es capaz de
soportar ese tipo de temperaturas. Para que la enzima funcione con alta
especificidad y la reaccion transcurra exitosamente, también se necesita
de los elementos ya mencionados como primers, dNTPs, Mg+, buffer y
H20.48

Los primers son secuencias de oligonucledtidos que flanquean y delimitan
la secuencia blanco que se desea amplificar y son complementarios a
ésta. Generalmente su tamafio oscila entre 15-25 pares de bases. Son
dos secuencias diferentes de primers las que se utilizan en la PCR, una
denominada «forward» o sentido y otra «reward» o antisentido; ambas
deben estar disefiadas para que hibriden con el templado y las cadenas

de ADN puedan ser extendidas por la Taq polimerasa.*®

Por su parte, los dNTP’s son los ladrillos o bases nitrogenadas con los
que la Taq polimerasa construye las nuevas cadenas de ADN. Son
factores importantes que contribuyen a la especificidad de la reaccion, asi
como solucion amortiguadora o buffer.

El agua es el disolvente en la reaccion y se usa en su forma destilada

libre de nucleasas, enzimas que degradan a los acidos nucleicos.*®
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Figura 24.Componentes basicos para llevar a cabo una PCR.47

Principalmente cada ciclo de la PCR se lleva a cabo en tres etapas

principales: desnaturalizacién, hibridacién y extension.

A continuacion explicaremos qué sucede en cada una.

Desnaturalizacion. En esta etapa, las cadenas de ADN son

calentadas y separadas a una temperatura de 93° a 95°.48

Hibridacion. En esta etapa, los primers se alinean al templado
previamente separado e  hibridan con su secuencia
complementaria. Para que se forme el complejo templado-primers,
es importante que la temperatura de hibridacién o temperatura
melting (Tm) sea la 6ptima; ésta generalmente oscila entre 50-60°C

para obtener la estabilidad y especificidad del complejo.*2

Extension. En esta etapa, la Taq polimerasa actua sobre el
complejo templado-primers y empieza su funcion catalitica a una
velocidad muy rapida; agrega dNTP’s complementarios para crear
las cadenas completas de ADN. La temperatura éptima para la
reaccion es de 72 °C, ya que a esa temperatura la enzima
esfuncional. Al final del ciclo, se habran formado los amplicones
con un tamafio dictado por el numero total de pares de bases (pb)

que debera ser conocido por el investigador.*® (Fig. 25)
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Figura 25. Fases de la PCR. 47

Se repiten las etapas anteriormente descritas en cada ciclo, las cadenas
de ADN se duplican. Asi, 20 ciclos proporcionan un millon de

amplificaciones.*” (Fig. 26)
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Figura 26. Resultado obtenido tras el primer ciclo de amplificacién (la cadena recién

formada se representa de color mas claro).#”

Finalmente, para saber si la reaccion transcurrié eficientemente, los
amplicones son visualizados a través de una electroforesis en geles de
agarosa. La electroforesis consiste en la separacion de grandes
moléculas como los acidos nucleicos a través de una matriz sdlida que
funciona como un filtro para separar las moléculas en un campo eléctrico

de acuerdo a su tamafio y carga eléctrica.*® (Fig. 27)
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Figura 27. Gel de agarosa. Los productos de la PCR o amplicones estan representados
mediante bandas de un tamafo especifico y se comparan con un marcador de peso
molecular conocido para determinar la especificidad de la reaccién. PB = numero de

pares de bases.*8

Las técnicas de deteccion y genotipificacion de VPH se basan en esta
técnica, para posteriormente desarrollar un método complementario que
permita discriminar, ya sea, los grupos de VPH de alto o bajo riesgo, o los

genotipos individuales.*?

Los protocolos mayormente aceptados utilizan juegos de primers dirigidos
a la region del gen L1 altamente conservada en los tipos virales, entre
ellos destacan dos GP5+/6+ y los MY(09/1.3%

Los resultados obtenidos con la PCR estan sujetos al nivel de deteccion
de la prueba molecular, pues la cantidad de ADN del virus en la muestra
puede resultar insuficiente, tanto por una baja carga viral presente, como
por el lugar de toma de muestra bioldgica, lo que no permitiria la
deteccion del genoma viral mediante este método. Algunos autores
sefalan que el limite de sensibilidad de la PCR es de 10 copias del ADN
viral entre un millén de células. Otros sefalan que la distribucion del ADN
viral en las lesiones es focal, por lo que en células adyacentes que
presentan los mismos cambios morfolégicos, se pueden obtener

resultados distintos en la deteccion de dicho ADN.
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Todos los métodos basados en la PCR tienen limitaciones para la
deteccion de infecciones multiples debido al numero de tipos de VPH
detectables. Otro problema es la diferencia en la sensibilidad para
distinguir tipos de VPH entre diferentes sistemas usados y la
reproducibilidad de los diferentes métodos de VPH para la determinacion

del tipo exacto de VPH en la muestra.?®

Actualmente, el panorama de la PCR promete estar a la altura de los
objetivos de los investigadores, tan es asi que ahora la modalidad de la

PCR en tiempo real ofrece la gran ventaja de usar un sistema cuantitativo.

2.4.1 PCR TIEMPO REAL

El objetivo de la PCR en tiempo real ha sido detectar y cuantificar las
secuencias especificas de acidos nucleicos mediante el uso de reporteros

fluorescentes en la reaccion.*®

El principio de la técnica se basa en la PCR, so6lo que la forma en como
se detectan y analizan los productos de la amplificacion es diferente. El
término en “tiempo real” se refiere a la deteccion de los productos
amplificados que suceden en cada ciclo de la reaccion. Por su parte, el
término cuantitativo hace referencia a que es posible cuantificar la
cantidad de ADN en la muestra, a diferencia de la PCR en donde no es

posible detectar en tiempo real ni cuantificar la secuencia blanco.*®

Precisamente, estas ultimas dos caracteristicas representan grandes
ventajas de la PCR en tiempo real, ya que el producto de amplificacion es
monitoreado conforme transcurre la reaccion sin que haya la necesidad
de que sea manipulado en un gel de agarosa para conocer si la reaccion

fue exitosa como sucede en la PCR.48
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Actualmente, la PCR en tiempo real es el método mas sensible para
detectar y cuantificar los acidos nucleicos. Aun teniendo una cantidad muy
pequeia de templado, el sistema garantiza una alta sensibilidad,
especificidad y eficiencia. Una de sus aplicaciones mas usadas es para
cuantificar cambios muy pequefios en la expresidon génica mediante la
deteccion de los niveles del ARNm procedente de células o tejidos. La
cantidad de ARNm que puede detectar la reaccion puede ser a partir de
concentraciones bajas a diferencia de la PCR, que necesita una mayor

concentracion.®

Los ingredientes quimicos en la PCR en tiempo real, son los mismos
utilizados en la PCR punto final, s6lo que generalmente la enzima,
dNTP’s, Mg +, el buffer y el sistema reportero de fluorescencia para
detectar los productos amplificados se venden juntos en una solucién
conocida como «Master mix», el agua es proporcionada por separado y
también es libre de nucleasas. Los primers deben ser disefiados

especialmente para garantizar una alta especificidad.*®

El monitoreo de los productos amplificados conforme transcurre la
reaccion es un paso importante en la PCR en tiempo real, para ello la
estrategia tecnoldgica que ha dado buenos resultados son los sistemas
basados en reporteros fluorescentes. En general, estos sistemas pueden

ser clasificados en dos métodos diferentes: especificos y no especificos.*8

e No especificos: se basan en el uso de moléculas que tienen
afinidad por elADN de doble cadena y que al ser oxidados generan
una senal fluorescente. La fluorescencia emitida es capturada en la
etapa de extension de cada ciclo y es proporcional al nimero de
copias de ADN de doble cadena obtenidas en cada ciclo de la
PCR. EIl reportero mas usado para estos fines se llama SYBR

Green. Este es uno de los reporteros fluorescentes mas utilizados
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por los investigadores debido a su bajo costo, la principal
desventaja es que puede unirse a cualquier molécula de ADN de

doble cadena, incluyendo dimeros de primers.*® (Fig. 28)

e Especificos: parten de principios distintos a diferencia de los no
especificos y tienen en comun la sefial de fluorescencia emitida
para detectar los productos amplificados. Estos métodos siguen el
principio conocido como «transferencia de energia de resonancia
fluorescente» (FRET, por sus siglas en inglés) para generar la
senal; este método consiste en transferir energia desde un donador
o reportero fluorescente a un aceptor o «quencher».*8
Los métodos especificos son mas costosos que los no especificos,
pero son mas eficientes al garantizar la especificidad de la
reaccion, evitando la formaciéon de productos inespecificos.*® (Fig.
29)

Cualquiera que sea el método que se aplique, se pueden adquirir
facilmente, ya que la gama de sondas para desarrollar, tanto los métodos

especificos como los no especificos, es amplia.*®
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Figura 28. Método no especifico. Cuando el SYBR Green esté unido al ADN de doble
cadena.*8
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Figura 29. Método especifico.*?

No es suficiente con detectar la amplificacién entiempo real y capturar la
fluorescencia de cada muestra, el analisis de la reaccion es el paso final
para determinar la cuantificacién génica. Para ello, los termocicladores
estan provistos de una PC con un software que generalmente son faciles
de usar. Este software genera una serie de graficas en donde se
muestran todos los datos necesarios para conocer si la reaccion fue
exitosa. Una de estas graficas es la de amplificacion que muestra el curso
y el progreso de la reaccion, otra grafica es la curva de disociaciéon o
curva “melting” que muestra informacion sobre la especificidad de la

reaccion.*® (Fig. 30)
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Figura 30. Curva de amplificacion. En el eje «Y» se muestra la cantidad de fluorescencia
y en el eje «X» los ciclos de la reaccion. La amplificacion se detecta en cada ciclo de la
reaccion, midiendo el incremento de la fluorescencia que es proporcional al aumento de

ADN. 48

PCR en tiempo real ofrece varias ventajas técnicas, incluida el monitoreo
en linea, sin necesidad de analisis post-tratamiento y por lo tanto reduce
el riesgo de contaminacion. Las senales fluorescentes se van

monitoreando a medida que se generan.*°

Estudios han demostrado que esta técnica por su alta especificidad y
sensibilidad nos permite diagnosticar no solo si se tiene VPH sino también
nos senala el tipo de virus que se padece. Por lo que brinda un
diagnostico preciso respecto a la enfermedad. Ademas de la eficacia de
este método, la identificacidon de muestras negativas para el VPH ofrece
una ventaja economica considerable. De hecho, se considera una
herramienta excelente para la deteccion del VPH en ensayos
epidemiolégicos de gran escala, asi como en el monitoreo de la
progresion de la curacién del VPH o de la enfermedad persistente

después de una infeccion aguda.®’
Este enfoque determinaria facilmente la prevalencia actual de genotipo de

VPH circulante dentro de la poblacién y facilitar asi la evaluacion del

impacto de la vacunacion contra el VPH en los genotipos.5’
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2.5 TECNICA INNO LIPA

LIPA es un ensayo de sondas en una tira de nitrocelulosa (Line Probe
Assay), este estudio tiene como principio la hibridacion reversa utilizando
sondas de oligonucledétidos con una secuencia especifica.

La prueba consiste en tres fases principales.*? (Fig. 31)

a) Extraccion del ADN a partir de las muestras mediante PCR.
b) Amplificacién del ADN diana por los primers de consenso que
tienen como objetivo a una regién conservada del genoma de

interés.

c) Hibridacion de los amplificados con sondas de nucledtidos

especificos fijados en una tira de nitrocelulosa.
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Remove a specific hybridized Incubation with conjugate and substrate
and unbound TOINA resulting in purple brown precipitate

Figura 31. Fases de la técnica Inno Lipa.52
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Como se menciona es un ensayo de sonda lineal, para uso diagnostico in
vitro, por lo que el disefio para deteccion del VPH abarca la identificacion
de 28 genotipos diferentes del virus mediante la deteccion de secuencias

especificas en la region L1 del genoma del VPH.%3

En este sistema, se amplifica parte de la regiéon L1 del genoma de VPH y
los amplificados biotinilados desnaturalizados son hibridados con sondas
de oligonucledtidos especificas, las cuales se inmovilizan en tiras de
membranas que contienen 28 secuencias especificas de VPH. Después
de la hibridacion y el lavado astringente, la estreptavidina conjugada a
fosfatasa alcalina se agrega a los hibridos biotinilados formados
previamente. La incubacién con el cromogeno BCIP/NBT produce un
precipitado purpura y los resultados se pueden interpretar visualmente o

mediante un software como se menciono anteriormente.3 % (Fig. 32)

Chromogen Purple
(NBT/BCIP) precipitate

Alkaline Phosphatase

Streptavidin

Amplified target

DNA-probe

Nitrocellulose strip ——

Figura 32.INNO-LiPA Principio de prueba de genotipado HPV, adaptado del folleto
INNO-LiPA.%%
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Para la obtencion de los resultados las tiras de nitrocelulosa se eliminan
por Auto-Lipa 48, se secan con papel absorbente y se colocan en tarjetas
Lipa que son escaneadas y leidas, para después ser arrojados los datos

por el software. (Fig. 33)

Figura 33. Maquina Auto-Lipa 48.56
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Figura 34. Interpretacién de los resultados.%®

La prueba de genotipado VPH de INNO-LIPA (Innogenetics) es un ensayo
de genotipificacion permite identificar 28 tipos de HPV (HR 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 71, 70y 73 y LR: 6, 11, 34,
40, 42, 43, 44, 54 y 74). (Fig. 34)
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Se considera que este método es mas sensible para la deteccién viral
debido a que amplifica un fragmento de menor tamafio y a diferencia de
otros sistemas que se basan en la amplificacién de sefal, con esta
metodologia se pueden identificar especificamente los genotipos que se

encuentran en una muestra determinada.> (Fig. 35)
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Figura 35. Hibridacion inversa en tiras de LiPA para la identificacion de los genotipos del
plasmido L1 del VPH. A. Patrén del genotipo del VPH obtenido mediante el ensayo de
hibridaciéon de LiPA después de la amplificacion de PCR en tiempo real con 13 de 32

genotipos de HPV ensayados a 6000 copias / reaccion. Como se ilustra en el panel
central, las bandas reactivas permitieron la confirmacién de los genotipos de HPV
probados (panel verde). B. Patrén de genotipo del VPH obtenido mediante ensayo de
hibridacién de LiPA después de PCRs convencionales (1) en tiempo real (2) de series
de dilucién de 10 veces (de 6000 a 60 copias / reaccion de PCR) de HPV6 (exploracion

superior), 11 Scan) y 16 (escaneado inferior).5”
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TECHNICA

PCR

SOUTHERN BLOT-DOT
BLOT

HIERIDACION IM SITU

PCR EN TIEMPO REAL

HIBRIDO DE CAPTURA
2

VENTAJAS
Alta sensibilidad.
Amplifica fragmentos pequefios de DNA
(menos delug).

El DMA puede estar parcialmente degradado.

Se obtienen muchas copias en poco iempo.
Permite conocer el tipo especifico y las
infeccionas multiples.

Permite detectar y tipificar el VPH

Proporciona la localizacion del virus en la
célula.

Permite identificar los fipos celulares
infectados por el ADN viral.

Identifica las regiones del tejido en las que la
expresion del ADN es mayor.

Pemite cuantificar el DNA
Sensibilidad de 95% para NIC |
092 8% -97.9% NIC Il
T8%-90% ASC-US
Mo requiere instalaciones especializadas ni
personal calificado.

DESVENTAJAS

Mecesita instalaciones especiales v
personal calificado.

Facil contaminacion con producto
amplificado.

Requiere grandes cantidades de
DMA[{mas de10ug).
El DMA tiene que ser de alta calidad.

Baja sensibilidad.
MNecesita una alta concentracion viral
en |a célula (50 copias/célula)

Genera falsos positivos.

Dificultad en la estandarizacion.
Especificidad 57-89%

Mo permite conocer el tipo especifico
de VPH.

Solo puede identificar VPH de AR.
Reacciones cruzadas.

Menor riesgo de contaminacion que la PCR.

Tabla 3. Tabla donde se resaltan algunas de las ventajas y desventajas de las
principales pruebas moleculares implicadas en el diagnostico v tipificacion del VPH.2°

2.6 OTRAS TECNICAS

Existen multiples estudios que reflejan la variabilidad en cuanto a
sensibilidad y especificidad de los distintos métodos empleados en la
identificacion de la infeccidn. Por otra parte las ventajas, desventajas y/o
limitaciones que presentan los procedimientos para la deteccién de VPH,
han permitido que se desarrollen nuevas técnicas diagndsticas; ya sea
combinandolas o con variantes pero siempre siguiendo el principio basico
que las representa.?®

La mayoria de estas pruebas de laboratorio se enfocan a VPH
cervicouterino dada la relacién etiolégica que existe entre el virus y el
cancer cervical, dejando a un lado la investigacién en el campo de la
infeccion encavidad oral a pesar de que los tumores de cabeza y cuello
tienen una incidencia mundial de 460,000 casos al afo, lo que provocdo
228,000 muertes estimadas en 2014, siendo el VPH-16 responsable del
25% de todos los carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello y
esta presente en el 45-90% de todos los casos de tumores orofaringeos y

se estima que en 24% de los tumores de laringe y cavidad oral.>8
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La literatura sugiere que algunos de los estudios de laboratorio que se

han utilizado para la deteccion del VPH en cavidad oral que identifican los

tipos6 y 11 que se hallan normalmente en cavidad oral son:

PCR-RFLP (Reaccion en cadena de la polimerasa-polimorfismo de
la longitud de los fragmentos de restriccion). Técnica molecular que
permite la identificacion vy tipificacion del VPH con gran precision y
exactitud. Debido a esto, se ha sugerido como método de
diagnostico y seguimiento de la presencia y persistencia de VPH
de alto riesgo. Asi mismo, esta técnica puede identificar el VPH 11
que es comunmente hallado en mucosa oral. Presenta mayor
validez que los métodos morfoldgicos, mostrando una sensibilidad
de 100%, una especificidad de 99% y un valor predictivo negativo

de 100% respecto al diagndstico histopatoldgico.?% 35 49

AMPLICOR. La prueba AMPLICOR HPV Test (CE-IVD) es una
prueba cualitativa in vitro para la deteccion del VPH en muestras
clinicas. La prueba utiliza la amplificacion de ADN objetivo
mediante la Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) e
hibridacién de regiones amplificadas para la deteccién del ADN de
13 genotipos de VPH de alto riesgo (mismos genotipos detectados
en CH2). En varios estudios, la prueba AMPLICOR, ha demostrado

una alta sensibilidad. 29 3% 49

LINAER ARRAY. En la actualidad el sistema mas sensible y
especifico para determinar la infeccion latente, subclinica yactiva
por VPH, es la prueba “LINEAR ARRAY Genotyping Test” basada
en PCR para la amplificacion de una secuencia especifica de la
region L1, utilizando un par de oligonucledétidos de amplio espectro,
seguida de una hibridacion con sondas especificas para tipificacion
individual 37 genotipos de alto y bajo riesgo: 6, 11, 16, 18, 26, 31,
33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66,
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67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84. Entre los atributos de la
prueba LA, se encuentran: su elevada sensibilidad 98% vy
especificidad 99%; ademas de incluir controles internos de
amplificacion, ausencia de reactividad cruzada y excelente
reproducibilidad 99.8%.29 35 49

En el caso de paises en desarrollo como los paises latinoamericanos, no
solo preocupa la falta de informacién de los pacientes sobre la
enfermedad, sino de los profesionales en cuanto a las técnicas de
diagnéstico para VPH razdn por la cual las técnicas moleculares tienen

un costo elevado y no estan al alcance de toda la poblacion.

Cabe senalar qué, a pesar de todos los inconvenientes antes
mencionados, existen investigaciones de nuevos métodos que pueden
estar al alcance de todas las poblaciones y asi poder implementarlos

clinicamente.29 %9
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CAPITULO 3. USO DE LA BIOLOG,I'A MOLECULAR EN LA
INVESTIGACION.

3.1 ASPECTO GENERAL

La biologia molecular es un area dinamica en constante desarrollo que ha
revolucionado el diagnostico clinico. La deteccidn y cuantificacion
especifica de material genético en una muestra bioldgica ha mostrado un
impacto significativo en todas las areas de la salud, sobre todo en las
areas de las enfermedades infecciosas y el cancer. El desarrollo de
nuevas tecnologias, mas rapidas y precisas, ha transformado al
diagndstico molecular en una herramienta clave para el equipo clinico en
beneficio directo del paciente ya que ofrecen mayor sensibilidad,
especificidad y rapidez con requerimientos minimos de muestra en
comparacion con las pruebas convencionales. Esto permite el inicio
temprano del mejor esquema terapéutico, disminuyendo de esta manera

la probabilidad de complicaciones.

Con el creciente desarrollo tecnologico en el area de la biomedicina,
existen varias plataformas que han demostrado un gran impacto en la
investigaciéon biomolecular que lentamente se estan incorporando a la

practica clinica.

El objetivo de estos nuevos estudios es poder llegar a una “medicina
personalizada”, que consiste en entregar un tratamiento especifico al
paciente (genoma) adecuado, basado en que cada individuo presenta una

genética diferente y Unica.60 61
A pesar de su valor, las técnicas moleculares aun deben ser mas rapidas,

automatizadas y de bajo costo para ser utiles en las poblaciones y paises

de bajos ingresos.®?
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En el caso del virus del papiloma humano, con el avance de la biologia
molecular ha permitido ofrecer un mejor diagnostico gracias a que brinda
la tipificacion del virus lo que permite conocer los tipos virales
circundantes en la poblacién, facilitando el desarrollo e implementacion de
programas de prevencion y tratamiento de la enfermedad, por lo qué, la
identificacion de VPH de alto riesgo oncogénico deberia realizarse

rutinariamente.2°: 58, 63

3.2 ASPECTO ODONTOLOGICO.

A la velocidad con la que avanza el conocimiento y su acceso a través de
las tecnologias de la informaciéon y comunicacién, es indispensable que
los profesionistas de la salud cuyo principal objetivo es la practica clinica
estén en contacto con los avances tecnolégicos y cientificos, para vincular
este conocimiento con su aplicacion en la clinica. Asi mismo, las ciencias
biomédicas y la tecnologia son conceptos que estan encaminados al
mejoramiento de la salud. Son areas del saber en las que trabajan
muchos grupos de investigacion; en particular, la genémica ha realizado
grandes aportes en el estudio de los genes y en su papel en la salud y en

la enfermedad.

El campo de la salud oral no es la excepcion, y ahora es posible que el
conocimiento que aportan la bioquimica y la biologia molecular tenga una
alta coincidencia con las actividades que realizan en la clinica. De esta
forma, ha crecido la comprensién sobre los principales padecimientos en
el ambito odontoldgico, como la caries y la enfermedad periodontal,
enfermedades cuya etiologia ha sido ampliamente estudiada y que son
producto de la conjuncion entre los microorganismos, con factores
genéticos y medioambientales. Por este motivo, diversas investigaciones
se han abocado a correlacionar estas enfermedades dentales con otras
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enfermedades sistémicas para llegar a la identificacion de los factores de

riesgo asociados al desarrollo de estas enfermedades.

Asi mismo, la regeneracion tisular ha emergido a partir de los diversos
estudios realizados con células madre.

Por todo esto, es importante resaltar la importancia de implementar de
manera mas formal la instruccion de la Biologia Molecular como una
herramienta que permita comprender los aspectos fisiopatoldgicos de las

enfermedades de la cavidad oral.54 65

Cuando de VPH oral se trata, la biologia molecular nos ha ayudado a
diagnosticar los tipos especificos de la enfermedad, algunos autores
sugieren que deberia de estudiarse la saliva, pues se han encontrado
agentes antimicrobianos como IgA, citoquinas, lactoferrinas y lisozima
cuya producciéon incrementa durante procesos infecciosos, tal como ha
registrado en respuesta de micosis, estos agentes protegen contra la
infeccion por VPH, pero aun no se han realizado estudios de laboratorio
para una prueba especifica en saliva que detecte el virus, por lo que
algunos investigadores consideran que se deberia estudiar mas sobre el

tema. 66

A pesar de todas las estadisticas sobre el virus del papiloma humano
presente en cavidad oral y su relacibn con el cancer de células
escamosas no existen estudios sobre alguna técnica molecular especifica
para diagnosticar VPH de dicha parte del cuerpo humano. La literatura
indica que esta area de la medicina aun se encuentra en vias de

desarrollo.®
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CONCLUSIONES

Hoy en dia se asume que el virus del papiloma humano es la principal
causa de la infeccidon de transmision sexual, asi como uno de los factores
de riesgo para desarrollar cancer orofaringeo y principalmente cancer

cervicouterino.

La introduccion de vacunas para algunos tipos de virus y dependiendo del
pais determina qué tipo de VPH puede padecer una sociedad.
Considerando los dos factores antes mencionados, es indispensable la
busqueda constante de nuevas estrategias tanto de diagndstico como de
prevencion de la enfermedad, debido a que mas de un tipo de virus entre
ellos los tipos mas agresivos pueden encontrarse en mucosa oral sana,
por lo que deben reforzarse los puntos débiles de las pruebas, la

sensibilidad y especificidad.

La deteccion precoz a través de programas de prevencion sobre la
enfermedad ha mostrado una reduccién en el desarrollo de cancer por
VPH, por lo tanto, el odontélogo debe conocer las pruebas que se utilizan
actualmente para poder diagnosticar oportunamente asi como de informar
a sus pacientes si se sospecha de malignidad o como medida alternativa

para prevenir la enfermedad.

Finalmente la falta de investigacion sobre el VPH oral apunta que no
existen pruebas de laboratorio concisas para esta localizacion; dandole
prioridad al VPH cervical. Basado en la busqueda bibliografica que se
realizd para la elaboracion del presente trabajo, se concluye que existe
una necesidad de desarrollar nuevos métodos de deteccion que incluyan
a la cavidad oral, debido a que una de las principales formas de contagio
es el contacto orogenital.
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