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RESUMEN -
Prevalencia del virus de papiloma humano (VPH) en el cancer bucal
El objetivo del presente estudio fue estimar la prevalencia de VPH en cancer de cavidad

bucal y determmar su asociacion con los habitos de tabaco y alcohol. Metodologia.- Fue

un estudlo « escrlptlvo experimental y transversal. Se recopilaron 51 muestras de

pac:entesr co dlagnostlco histopatolégico de carcinoma epidermoide bucal, sin

que acudieron de primera vez al Departamento de Cabeza y Cuello.

ugy :éblicado para determinar la frecuencia de VPH, tabaco y alcohol en
"'lqékbélcf:'iéhté ‘.cb'ﬁ éarcinoma epidermoide bucal. Todos los participantes firmaron una
carta’;?:’:vd’é? ;co}_ns'entimiento informado. Se tomé biopsia de la lesion del area mas
represéntati’\}a y la muestra se dividi® en dos partes; una se llevé a estudio
histopatolégico y la otra parte fue depositada en un tubo de Eppendorf y congelada a
-70°C, para su analisis por la técnica de reaccion de polimerasa en cadena (PCR),
determinando la presencia de VPH vy tipos. Resultados.- Se amplificé el gen de la B-
globina en las 51 muestras, encontrando 50 positivas. De los casos analizados, el 42%
fueron~VPH(+) y el 58% de casos fueron VPH (-); el tipo VPH-16 se identifico en el 66.6%

de Ios‘v;:és'os infectados y el 33.4% restante fueron VPHs inespecificos. No se detectd

VPH- 18 De ’Ios 21 pacientes infectados con VPH, hubo 15 hombres y 6 mujeres, y los

(61.9%):‘7'ﬁynlq's; céSos VPH(-) fueron 4 T1, 3 T2, 5 T3 y 17 T4 (56.7%). El tipo histologico
mas frecuente fue carcinoma epidermoide bien diferenciado en los casos VPH(+) con el

57.1% y el 75.9% en los casos VPH(-). El sitio del tumor en los casos VPH (+) fue en




Iengua mévil con 33.4% y - en los casos VPH(-)rse encontré en encia inferior con el
27 .6%. Presentaron mala la higiene bucal los 51 pacuentes estudiados. El uso de tabaco
y alcohol de Ios casos VPH(+) se presento eI 80 9% y el 19.1% restante no tenian ningun
‘hablto En Ios casos VPH(-) los habitos de tabaco y alcohol se encontraron en el 79.3% y
no presentaron ningldn habito el 20. 7%. Conclusmnes.— El porcentaje de VPH en
pamentes con carcmoma epidermoide de Ia cavndad bucal fue del 42%. Los habitos de

tabaco y alcohol fueron el 80.9% en los casos VPH(+) y el 79.3% en los casos VPH(-). El

porcentajebde' VPH encontrado en este estudio sugiere una probable relacion entre la

o lnfeccmn y Ia carcmogenesns bucal.

Palabras clave: virus de papiloma humano, cancer oral, tabaco, alcohol, PCR.




Summary -

Prevalence of human papilloma virus (HPV) in the oral cancer.

The éim of the present study was to estimate the prevalence of the HPV in the oral
cancer_and to determine the association of the virus with the habits of tobacco and
alcohol. Methodology.- This was a descriptive study. 51 samples of patients attending in
the Department of Head and Neck for the first time were compiled. The patients
presented histopathologic diagnosis of oral squamous cell carcinoma. A questionnaire
was applied to determine the HPV, tobacco and alcohol frecuency, and a letter of
consent were signed by the patients. A biopsy was taken from the most representative
area of the lesion. The sample was divided by half. One part of the sample was used for
a histopathologic study, and the other part was kept in a Eppendorf tube and frozen at
-70°C for further analysis by PCR method, to determine the presence of HPV and types.
Results:- 51 samples were tested for the pB-globina gen and 50 were positive. It was
found that 42% of the cases were HPV (+) and 58% were HPV (-). HPV-16 was
identified in 66.6%, and 33.4% were negative. HPV-18 was detected. Of the twenty one
patients with HPV infection, 15 were males and 6 females. HPV(-) cases were 21 males
and 8 females. In both groups mean age was 63 years, the evolution time of the tumour
was from 1 to 24 monthskwith a mean of 7.8 months, the mean of Karnofsky was 85%.
The size of the,;ljmo_u_rjwés 2inT2,66in T3, 13 in T4 (61.9%) in the HPV(+) cases and
HPV(-) case we"!'e:; in T1, 3in T2, 5 in T3, 17 in T4(56.7%) The most frequent
histologicél tkyy'p,‘e'»w‘as well-differentiated squamous cell carcinoma with 57.1% in HPV(+)
cases and 75.9% in HPV (-) cases. The 33.4% HPV(+) cases the lesion was in tongue,

and upper gum 27.6% in HPV(-) cases.




51 studles cases presented bad oral hygiene. Tobacco and alcohol habits were

| ne cancer Tobacco and alcohol habits were detected
in 80. 9% of HPV(+); and in 79 3% of HPV() cases. The percentage of HPV found

suggest a probable relatlon between infection and oral carcinogenesis.

Key words: human papilloma virus, oral cancer, tobacco, alcohol, PCR.




I.-INTRODUCCION

El cancer es una alteracion del crecnmlento y dlferenmamén celular, con pérdida de la
hemostasis tisular que provoca el: surglmlento de una masa tumoral. Las células
cancerosas pueden surgir de cualqmer tlpp de tejldo, a cualquier edad e invadir tejidos
vecinos por extension directa o diseminacion sistémica a través de vasos linfaticos o
sanguineos.

En los ultimos afios, el cancer se ha convertido en la segunda causa de muerte en el
mundo. El carcinoma de pulmoén es el causante de mas muertes por cancer, (alrededor
de 900,000 muertes por afno), seguido de cancer de estomago con mas de 600,000

muertes al afo y el cancer colorectal € higado aproximadamente de 400,000 muertes

por aﬁo[1]

El céncer, _ ' cupa eI sexto Iugar en la prevalenc

de la céi}i'déd" la eoplasna mas frecuente deI tract

Mundialrhehté ano 2000 Ia mmdencna del’ [ éncer varia por el sexo, edad, raza y

zona geograflca »En eI sexo mascullno se’ presentaron 3,409,000 casos, los primeros

lugares los ocqpaqun.‘;el-22% en pulmén, el 17% en estomago, el 12% en prostata, el
9% en vejig‘a‘,fie'l 5% en cavidad bucal y el 1% en piel; en el sexo femenino hubo
4,837,000 cas’ois ocupando los siguientes lugares: el 26% en mama, el 15% en colon, el

14% en uUtero, el 2% en cavidad bucal y el 1% en piel [3].

En Mé\(icb en el afio 1997 la incidencia, con respecto al sexo, hubo 8,984 (31.4%)
hombres ocupando los siguientes lugares: el 8.3% en testiculo, el 7.4% en pulmoén, el

7.1% fueron linfomas no Hogdkin, el 5.5% en prostata y el 4.6% en cavidad bucal; y en




mujeres-se presentaron 19 584 ( 68 6%) ocupando el 30.6% el cancer cervico- -uterino,

el 20. 6% en mama.y el 1 3 % en cavndad bucal [4]

i‘ti'os trabajo eStadisticdé;é‘n .México, .el cancer representa un problema de
cupa el 2° Iugar de mortalidad en el pais, el cancer de cabeza y
cuello com rende’ I 5 2% de Ias neoplasias malignas de todo el organismo, un 20% de
estos canceres son de cavidad bucal y ocupa el lugar 22 en frecuencia del total de las

neoplasias malignas por topografia con el 1%; en cuanto al sexo, se presenta mas

frecuentemente en hombres en 4.6% y sdlo el 1.3% en mujeres [5,6] .

En la actualidad se considera que el cancer es una enfermedad multifactorial donde
intervienen factores demograficos, fisicos, quimicos, genéticos, mecanismos

hormonales;:: ihmunolégicos, y agentes infecciosos como virus y bacterias. En nuestro

mas décadas se ha incrementado el carcinoma de vias respiratorias y
n mujeres. Esto quiza se deba al aumento en el consumo de tabaco y
alcohol [4]. A'nivel mundial, se estima que un 20% de las muertes por cancer podrian

ser preVén'idé':sfvéliminando el uso de tabaco [1].




II.- ANTECEDENTES

Céancer de la cavidad bucal

Los neoplasias malignas de la cavidad bucal se diagnostican en etapas avanzadas en
un 80%, pueden ser multicéntricas, se presentan con mas frecuencia en la 42 década
de la vida (95%), seguido de la 52 y 62 décadas; la razén hombre: mujer es de 3:1. El

tipo histolégico de 5wmayo'r§fr'e’cuencia es el carcinoma epidermoide en un 90% y el resto

son adenocarcmomas vmelanomas sarcomas y linfomas [6,7].

El carcm_oma [ pldermmde es una neoplasia del epitelio escamoso estratificado que
puede producnr brohferacmn celular destructiva local y metastasis a distancia, donde las
celulas mallgnas rompen la membrana basal y son capaces de erosionar los vasos

linfaticos y sanguineos, haciendo posible su transporte a distancia {8].

La incidencia y localizacion del carcinoma epidermoide en diversos sitios anatémicos de

la cavidad bu al se manifiesta distintamente; algunas areas parecen ser relativamente

inmunes, mientras que otras parecen ser especialmente proclives al mismo.

La clasificaciéon de las neoplasias malignas es fundamental para seleccionar una
terapéutica adecuada y establecer los factores pronésticos. Por ello, para clasificar se

toman en cuenta los siguientes indicadores: el tamarfo del tumor (T), la ausencia 6




presenma de nédulos Ilnfatlcos aS| como su -numero y tamano (N), y la presencia o

ausencia de metéstasusi(M) [7] :

La CIasuﬂcacuon TNM y Ias etapas cllmcas de estas neoplasias de acuerdo con el

TO Tumor no evidente

Tis Carcinor

T Tumo de: m: o menos en su dlmensu)n mayor

T2 Tumor de men su dlm‘ : nS|on mayor

T3 Tumor mayor de 4 cm en(sudnmensnon mayor

T4 Lab'i,“ | .v"ad'é estructuras adyacentes (cortical ésea, lengua, piel del
cuelio) .
T4 Cawdad b Tqur que invade estructuras adyacentes (cortical 6sea, partes

blandas aelfcuello,__mu_sculos profundos (extrinsecos) de la lengua, seno maxilar y piel

Ganglié"sf{ C:)ie(yica‘l‘es‘ (N)

Nx Gaﬁgﬁos iinféticos regionales no valorables

NO Sin ga’nglios linfaticos regionales metastasicos

N1 Metastasis ganglionar linfatica Unica ipsilateral, de 3 cm o menos en su mayor
dimension.

N2 Metastasis ganglionar linfatica Unica ipsilateral, de 3 a 6 cm en su dimension

mayor, o existen multiples ganglios ipsilaterales, ninguno mayor de 6 cm en su maxima




dimensién, .o.ganglios bilaterales . o.contralaterales, mayores de 6 cm en su maxima

dimensién.:

N2a 'Gé'fr'{g[l,ollp‘sll‘atevrrél anico mayor de 3 cm pero menor de 6 cm

N?brV:lel‘ltyibleg:géng‘lios ipsilaterales menores de 6 cm

N2c Ga,n'glnio'ys linfaticos bilaterales o contralaterales menores de 6 cm
N3 Metastasis a un ganglio de mas de 6 cm en su dimensién mayor
N3a Ganglio ipsilateral mayor de 6 cm

N3b Ganglio bilateral mayor de 6 cm

Metastasis distantes (M)
Mx Metastasis a distancia no valorables
MO Ausencia de metastasis a distancia
M1 Presencia de metastasis a distancia
Etapas clinicas
0 Tis.NO MO
I T1 NG MO
I' T2 NO MO
111 T3 NO MO
T1 N1MO
T2 N1MO
T3 N1TMO
IVA T4 NO MO
T4 N1 MO
Cualquier T N2 MO




IvB Cualquner TN3 MO R

vC Cualqwer N M1

El tlempo de supervavenma global aproxnmado para los tumores de la cavidad bucal es

de 5 anos.

Factores de Rlesgo

(India), Iakilv'rifa'vcié

higiene bucal- [1 0-1

Otros agentés" ¢

La OMSdes rlbe "kéilas lesiones premalignas (leucoplasia, eritroplasia, liquen plano)
como factoresde riesgo para cancer bucal, teniendo éstas una probabilidad de
transformacion a neoplasias malignas de 3 a 60% [10].

Actualmente se ha considerado al VPH como cofactor de riesgo para carcinoma
epidermoide bucal, encontrando sobre todo a los VPHs de alto riesgo tipos 16 y 18,

ésto tal vez se deba a la preferencia del virus por los tejidos epiteliales [15].
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El VII'US de Paplloma Humano (VPH)

de Ios papovaviridae, estan considerados como virus

reglones de I "ra‘ la estructura del genoma viral revela semejanzas importantes entre
los dlferentes tlpos de VPH, generalmente solo una cadena de ADN esta activa en la
transcrlpcmn por lo tanto, ésta ocurre en una sola direccion y la localizacion del inicio

de la lectura muestra un alto grado de correspondencia [15].

El genoma del VPH se divide en tres regiones que se ilustran en la Figura 1: region
temprana (E), la cual codifica las proteinas virales necesarias para la replicacién del
ADN viral, la regulacion de la trascripcion y la transformacion e inmortalizacién celular;

la region difica proteinas estructurales, y la regién reguladora conocida

como 'reig‘;on de largo. control (LCR) que contiene secuencias de ADN que permiten el

control dre'_léllv‘ repll on ky la expresion del genoma viral [16,17].

11




RLC Region conservada y

expresada en los tejidos
- de cancer cervical y
lineas celulares

Region en la cual

ocurren puntos de
ruptura durante la
integracion

./.

Regién perdida
0 no expresada
siguiendo la integracion

Figura 1. Genoma del VPH 16 Presenta ADN de doble cadena con aproxrmadamente 8 Kb de, :

de la forméci&h y'hiadura'c'iéh de las proteinas virales [18).

TESIS GON
FALLA DE UsiGEN
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La region. del ADN denomlnada L1 _codifica la proteina mayor de la capside, que tiene

un peso molecular de 55 000 daltons ésta es una region altamente conservada entre

los dlferentes |pos 'de VPH La region denominada L2 codifica proteinas que son

componente 'e,strrrugturalres adicionales de la capside viral. La proteina de la region L2

estd menos conservada y tiene un peso molecular de 75,000 daltons. Las estructuras
protéicés_‘q‘ue no encapsulan el ADN, confieren resistencia a temperaturas de hasta

56°Cy yfsbol‘ventes organicos [15,16].

Region LCR

La reg'iéin' LCR cubre cerca del 10% del genoma del VPH, la regulacién de la expresion
del gen: V|ral es compleja y controlada por los factores de transcripcion viral y celular
[15]. Muchas de esas regulaciones ocurren dentro de la LCR la cual varia
sustancnalmente en la composicidon de los nucledtidos entre cada tipo de VPH. Dentro
de esta regién existenr los reguladores de la transcripcidon que son los genes E6 y E7,
estos genes son dq }rahscripcién para la inmortalizacién y para mantener al fenotipo del
VPH malignq.‘r Eri laLCR se han identificado areas de transcripcion celular, donde se

identifican los VPH 16y 18 [17].

Regién Temprana E
La region E regula principalmente las funciones de enlace que persisten en el genoma,
la replicacion y la activacién del ciclo celular y esta compuesta por varias proteinas

oncogénicas E1, E2, E5, E6 y E7 [16,17].
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Proteina B2 = o
La protelna V|ra| E2 codifica dos o probablemente tres proteinas, todas actian como

factores de transcnpmon Estas afectan la expresion del gen viral y representan

prmmpalmente Ios reguladores intragendmicos que forman dimeros para cada sitio

pr_pteina viral E2 juega un papel muy importante en la activacion y
suprésiqn de Iqs  ohi:ogenes E6 y E7 para la regulacion celular e intragendmica de éstos

[17,19].

En los VPH16y18Ia proteina E2 funciona como un activador de transcripciéon para el

cancer de cérvix. La regulacion de transcripcion de la proteina E2 interactia con la

proteinétEiléSﬁrﬁulando al ADN viral en su replicacion [17,19].

Proteina E1"
La prot.e‘ivn‘a ~viral '[E1 tiene un sitio especifico en el ADN con funciones bien

determinadas, esencialmente la de replicacion de los papilomavirus [17].

Proteiné ES

La protema V|ral E5 es un estimulador de crecimiento del virus, su participacion en la

es po"a ‘ya que frecuentemente esta borrada en las neoplasias malignas

del cér\'}ix,‘,« sin?embav(go, en etapas tempranas de la infeccion de VPH siempre esta

presenvtéi["!sr;"'li?]'.f-

Protelna E4
La protelna viral E4 es un gen de producto temprano y funciona alterando la matriz

celular. Esta localizada exclusivamente dentro de las diferentes capas del epitelio

14




infectac'io, I?n:terlviene,;,en ,Ia,,infedcién productiva, probablemente interrumpiendo la

diferenciacién celular normal y estableciendo condiciones favorables para la

maduracién viral. E4 se origina desde el ARN de transcripcion viral formando una sola

cadren” cal nicio de la ‘apertura se integran los genes E1 y E4 en la célula hospedera,

donde el ARN mensajero es el principal transcriptor en la lesiones inducidas por VPH

(17,19
Proteih'&;'ysi"EG y E7

Las prbteinas virales E6 y E7 son reguladores de crecimiento viral, siendo
responsables probablemente de la inmortalizacion de los queratinocitos humanos. Los
tipos de VPH que codifican los genes E6 y E7 son frecuentemente encontrados en
neoplasias malignas y considerados de alto riesgo. Estos oncogenes interactian en la

supresion de las proteinas reguladoras celulares p53 y Rb [16,17].

El ciclo vital de los VPHs.

Los papilomavirus parecen compartir. una organizacién genética similar, con ciertas

diferen_c:;?i_‘é:s:"'ga n-las; un_cbﬁéé ae Ios genes virales, como en la regulacién en la
expresion de ellos [1 7] :

El gendrﬁé dke VVPH se encuentra en estado episomal en la mayoria de las lesiones
benignas como verrugas genitales, papilomas y displasias del cérvix. Sin embargo, no
sucede asi en los canceres donde el genoma suele integrarse a la diferenciacion de la
célula huésped, presentandose en tipos de VPH de alto riesgo [16-18].

En la fase de incubacion del ADN viral se producen miultiples copias del genoma viral

en la célula hospedera. La integraciéon ocurre en la region de los genes E1-E2 dando

como resultado la pérdida de la integridad celular y la expresion del gen E2.
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Con ésto, la p:rvoteina EZ2 no puede reprimir al promotor de transcripcion de los genes E6
y E7, per Ale cual permite la sobre-expresién de estos oncogenes de regulacién del
crecimiento_ viral que generalmente estan asociados a canceres. Durante la infeccion
Iatente,;,el genoma viral persiste, pero no hay particulas infecciosas y la célula no se

destruye . = [16-19 ].

Los oncogenes E6 y E7. |nact|van y suprlmen a las proteinas p53 y Rb, ésto causa la
|nestab|l|dad gene sis ce

La repllcaC|on del AD vira yvla'expreswn de los oncogenes estan muy relacionadas

con la d1ferencnac10 d ueratmocntos asu como con la inmortalizacion de éstos. La
|nact|V|dad fun0|onal deI? p53’v Y el Rb produmdas por los genes E6 y E7 actuan
|nd|rectament mo actores de progresnon en la infeccion por VPH y posiblemente no

tiene un. papel dlrecto en la lnmortallzacmn y transformacion celular [17,19].

VPHs de alto y bajo rlesgo

Se han descrlto mas de 100 tipos diferentes de VPHs casi todos se encuentran

asocnado a.un erie de. lesiones epiteliales benignas, en su mayoria hiperplasias y

solo un ntos tlpos vnrales pueden desarrollar neoplasias malignas [20].

Algunos tlpos de VPH se conocen como “virus de bajo riesgo” porque raramente
transforman los epltellos en neoplasias malignas. Estos incluyen: 2, 6, 11, 13, 32, 42,
43 y 44, generalmente se encuentran asociados a lesiones benignas como papilomas y
verrugas genitales. Los tipos de VPH que pueden transformar un epitelio en carcinoma

se conocen como "virus de alto riesgo” e incluyen a: 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51,52, 56 y

58 [20,21].
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Los virus-de bajo'riesgo que se presentan mas frecuentemente en lesiones benignas

como verrugas gchitales, condilomas y en algunos otros sitios genitales sonei6yel 11.

Asimismo;.los virus de alto riesgo que aparecen con mas frecuencia son los tipos 16 y

18 (60,%4):,scb‘rkc fcdo en el carcinoma de cérvix y anogenital [21].

Las’ prlm' as mvestlgacwnes del virus del paplloma humano fueron hechas en 1969 por

la lnternatlonal Agency of Research Cancer (IARC) Con base en estas investigaciones,
en 1971 esta agencia establecio los cnterlos‘ de los riesgos carcinogénicos en humanos
[16].

Koss y Durfee acufian el termino coilocito atipico en 1956, con base en las

caracteristicas de lesiones cérvico-uterinas. Ellos describen que éstas son células

epiteliales alargadas, con nucleo hipercromatico y un halo perinuclear claro [22].

En 1977, aparecen Ios,p"_rir'n éstudios citopatolégicos que demostraron que la

coilocitosis, era un cambiOic’:itoIé‘giCO caracteristico de las células infectadas por VPH.

En 1983, se vmculo al V >H._con cancer cérvico-uterino. Ademas, se pudo aislar y

caracterlzar eI VPH tlp0716 (i 6]

En 198§.~ De Vlllers encontré VPH-16 en pacientes con carcinoma epidermoide bucal

[24]. En1 989 Chang encontré VPH-16 en 13/17 pacientes con carcinoma epidermoide
bucal kcoﬁsumidores de tabaco [25]. No es sino hasta el afio de 1995 en que la IACR
reconocié a los tipos de alto riesgo VPH 16 y 18 como carcinogénicos en seres

humanos [20].
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La transmiéién -del -VPH -se- facilifa -por la presencia de superficies epiteliales

descamadas o ulceradas [26]. Las infecciones anogenitales son principalmente

transmitidas por contacto sex 27]. El ADN del VPH raramente se detecta en

personas-joévenes.que. no. enido. contacto sexual [28]. Existe evidencia de una

correlacién directa e ‘de parejas sexuales y la prevalencia de la infeccion

por VPH',ifég';ao].
; 'd‘uéir a infecciones del virus en sitios bucales por
VPHs af;bqge;pit:aﬁle a ,tr"ans'rpi‘sién; 5or medio de saliva puede ser otro mecanismo de
infecciénr’["3:1.'?'3’2].‘:" ! R
La transmisién del Virus puéde ser por instrumental médico, por las puntas del laser y
ocasionalmente las infecciones por VPHs anogenitales se transmiten digitaimente
desde un epitelio a otro, sin embargo, la historia natural del papilomavirus aun no esta
totalmente definida [33];

En 1998, Schwartz informé sobre una posible via transmision de la infeccion con VPH,
en sujetos conv,abc‘tivid‘:'éd sexual oro-genital, y en sujetos con multiples parejas sexuales.
Encontrando q‘uv‘e‘ el :‘16.5% de los sujetos tenian carcinoma epidermoide bucal con la
presencia de VPH del tipo 16 y ellos también habian referido los habitos de tabaco y
alcohol [34].

El VPH se asocia como factor causal en cancer de cérvix y tracto ano-genital hasta en
un 99%. Actualmente, se ha encontrado en neoplasias malignas de cabeza y cuello, se
considera a la infecciéon del VPH como un cofactor en el desarrollo de carcinoma

epidermoide en la cavidad bucal, en particular los VPHs de alto riesgo como los tipos 16

y 18 [35].
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En el afio 2001, Mork realizé un estudio de cohorte en los paises nérdicos, se examinod
la relaciéon entre canceres de cabeza y cuello y los VPHs; se seleccionaron 900,000
sujetos, de los cuales 292 presentaron cancer de cabeza y cuello durante 9.4 afos;
aquellos que tenian historia de cancer anogenital, el riesgo relativo fue 4.3 veces mayor
a presentar cancer de cabeza y cuello, se encontré presencia de VPH en el 12% de los
pacientes estudiados [36].

En un estudio reciente, Brown y cols analizaron con PCR, la presencia de VPH en
neoplasias malignas de cabeza y cuello, encontrando que en el 36.4% eran VPHs tipos
16 y 18, pero no relacionaron el tabaco ni el alcohol en estos casos [37,38].

Otro estudio realizado por Schwartz en 254 pacientes con carcinoma epidermoide bucal
encontré positividad para VPH-16 en el 15.1%; todos ellos se asociaron con habitos de
tabaco y alcohol [39].

McKaig determiné la prevalencia de VPH en neoplasias malignas de cabeza y cuello en
un 34.5%, la mayoria de éstas fueron positivas para VPH, las cuales contenian los tipos
de alto riesgo como el 16 en un 40% y el 18 en un 11% [40].

En otro estudito. Shah informé que la prevalencia de VPH podia variar desde un 31% al
74% en él carcmoma epidermoide bucal [41].

En Méxic’olﬁe sconoce el porcentaje de pacientes con carcinoma epidermoide bucal

infectéd;iS 'c'o'nz_V'PH. Se decidid realizar un estudio para conocer el porcentaje de

infecci‘én‘prr VPH vy los tipos mas frecuentes en un grupo de pacientes con diagnostico
de carcinoma epidermoide bucal quienes asistieron en busca de atencion meédica al

INCan, México D.F.
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iN.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las neoplasias malignas de la cavidad bucal pueden desarrollarse por factores de
riesgo como el uso de tabaco, consumo de alcohol y agentes infecciosos virales.

En este estudio se pretende determinar si la infeccion con VPH es un factor para el
desarrollo."del “carcinoma epidermoide’ en la cavidad bucal, ya que los habitos e
infecci'o’r‘)és:' eréhicas en un individuo son factores que pueden desencadenar procesos

de carcinogénesis.

IV.- JUSTIFICACION

Es necesario realizar un estudio para evaluar si existe la presencia VPH asociada al
carcinoma epidermoide de la cavidad bucal; ya que esta infeccion se considera un
cofactor para el desarrollo de’y carcinoma epidermoide bucal y se debe conocer la

relacion de ésta con otros factores de riesgo como tabaco y alcohol.

V.- HIPOTESIS

El VPH se encuentra presente en las células epiteliales neoplasicas de pacientes con

carcinoma epidermoide de la cavidad bucal.

Vi.- OBJETIVO GENERAL

Determinar el porcentaje de VPH asociado al carcinoma epidermoide de la cavidad

bucal y su relacién con los habitos de tabaco y alcohol.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS
-Detectar VPH por el método de PCR en pacientes con carcinoma epidermoide bucal.

-ldentificar los tipos de VPH por el método de PCR que se presentan en el carcinoma

epidermoide de la mucosa bucal..

-Determinar la frecuencia de:VPH de acuerdo a los sitios anatémicos de la cavidad

-Analizar el consumo ‘de"tabaco’y alcohol relacionados con pacientes con carcinoma

epidermoide bucal y su relacién con presencia o ausencia de VPH
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VIl.- METODOLOGIA

MATERIAL Y METODOS.

A cada uno de los pacientes selecciohados se les aplicé un cuestionario elaborado para
este estudio (Anexo 1), éon _carta_de consentimiento informado autorizada por él

(Anexo 2), se ‘Ies d|o |nformaC|on general sobre el objetivo del cuestionario y

posterlormen se reallzé la: blopsla incisional de la lesién la cual fue dividida en dos

partes: una parte se IIevo a estudio histopatoldgico, verificando su diagnéstico de
carcinoma epldermmde y la otra parte fue congelada a —70°C para ser posteriormente

analizada por PCR para detectar VPH e identificar los tipos.

Método de Recoleccion.
Se disefid un cuestiohario cuyo objetivo fue recolectar informacion de los casos con

carcinoma epndermonde bucal para determinar la presencia de VPH y la relacion, si

\ ‘factores de riesgo como los habitos de tabaco y alcohol.

existia, con otr

Cada un"o'de los:pacientes que fueron invitados a participar, firmaron una carta de

consenti n la cual se les informaban los procedimientos del trabajo; asi como
las obligaﬁ‘qoges:ae los investigadores, los derechos y beneficios de los firmantes.

El cuestionavfiovv fue aplicado como entrevista personal, con preguntas cerradas, de tipo
cuantitativo, leyéndose al paciente cada una de las preguntas en voz alta.

El cuestionario fue estructurado con: datos personales, demograficos, clinicos ( indice

de Karnofsky, Anexo 3), patologicos, habitos de consumo de tabaco y alcohol, higiene

bucal, asi como datos de infeccion viral con VPH y subtipos [42].



Técnica de Bibbéia

Los pacuentes con carcmoma epndermoude bucal que aceptaron y firmaron la carta de

consentlmlento s les’ reallzo una blOpSla incisional de la parte mas representativa de la

B estudlo

Eppendorff congelada a -70°C y posteriormente procesada para determinar la

presenma de PH utlllzando la técnica de PCR e identificar los subtipos.

: EI vestbe’drfllo histopatologico se realizé en cada una de las muestras, donde fueron fijadas
éh fo"r>r\n"‘oiyl ‘E'e'ih'c'luidas en parafina. Cuando se obtuvieron los bloques, se les realizaron
‘cortes para colocarlos en las laminillas; éstas fueron teriidas con ia técnica de

hematoxnllna—eosma y se revisaron bajo el mlcroscoplo de luz por un patdlogo experto.

Método de Registro.y Analisis Estadistico.

samiento de las muestras y de las encuestas fueron

cathEado e quete Ekcei'versién 2000 de MSOFFICE 2000 para PC. Para

anallzar la:base _de datos' sek utilizé el paquete estadistico STATA version 5.0 para PC.

Las frecuencaas y Aporcentajes de cada una de las variables fueron obtenidas.
Posteriormente, se reallzo el analisis de acuerdo a la presencia de VPH con cada una
de las variables. Para evaluar las diferencias en la distribucién se utilizé la prueba de Ji-
cuadrada, la prueba exacta de Fisher y la prueba t de Student, con un nivel de

significancia del 95%.

23




UNIVERSO. .
La poblamon en este estudlo fueron pacientes mayores de 19 afos, de ambos sexos,

que se presentaron de prlmera vez al Departamento de Cabeza y Cuello del Instituto

Namonal de Cancerologia ’Mexnco -D. F. sin tratamiento previo.

MUESTRA
Se seleccnonaron aleatorlamente un total de 51 pacientes con diagnédstico

hlstopatologlco de carcmoma epndermonde de la cavidad bucal.

carcinoma epidermoide de labio.

VARIABLES

Variables Independientes.

Datos demograficos: Edad, sexo.

Higiene bucal, Infeccién por VPH y habitos de tabaco y alcohol.

Variables Dependientes.

Datos Clinicos: Karnofsky, tamario del tumor, TNM, sitio del tumor, tiempo de evolucién,

carcinoma epidermoide y grado histoldgico.
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ESCALA DE'M’EDICION

Edad en anos sexo en masculino y femenino, tlempo de evolu0|6n en meses, sitio de la

Ies:én en' el area de la cavidad bucal, tamano de: Ia Iesnon en Ias etapas clinicas TNM
(AJJC 1997) tabaco: forma, tipo y cantidad, alcohol tlpo y cantidad, higiene bucal:
buena, regular y mala, antecedentes personales: enfermedades congénitas, alérgicas,
desordenes mentales, trastornos cardiovasculares y otros.

Escala ordinal o de Likert [44].

OBTENCION Y ANALISIS DE LA INFORMACION

Se utilizo para obtener la deteccion de VPH la técnicé"'d:e PCR.

El PCR esta constituido por ciclos continuos y,cada ciclo consta de tres pasos para su
amplificacion y son repetidos en el mismo orden, éstos son: la desnaturalizacion,
cebacién y alineamiento. La desnaturalizacion del ADN se obtiene al calentar a 94°C

donde se rompe Ia estructura de la doble cadena, separandose y quedando sélo una

banda. Ilneal a banda permanece separada hasta que la temperatura varia

de 35‘fCﬁ§5° é"réico':htinl'.lar con el siguiente paso que es la cebacién donde se realiza
el recoht.);iliﬁire»rito‘d‘e los primers universales o generales los cuales tienen un tamario
20-25 pares de bases (pb) especificos para la regién del virus y finaimente la extension
de los primers a temperatura de 72°C donde interviene la Taq polimerasa. Enzima que
amplifica el ADN, teniendo como funcidén unir, encontrar y reconocer el sentido en que
se van a extender los oligonucléotidos.

Estos tres pasos comprenden un solo ciclo de PCR, la reaccién se somete a 40 ciclos,

para obtener la cantidad suficiente de ADN viral en cada ciclo (Fig. 2).
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I

PCR- Técnica de amplificacién que involucra ciclos repetidos en tres pasos

| | _Desnaturalizacion |

5T
savese L peeen,
a [8——————— 5 | .,
s ADN . Lisado par cal D
K >94°C K
e Rompe estructura del ADIN B
T L }
[ Extension [ Cebadar

s 1 ciclo PCR

5 g — n
3° 5°
EE—= [T i

Taqg polimerasa iersd. i I Oligo primers unidos a secuanias I
especificas especificas

La reacciéon PCR se somete a 40 ciclos de amplificaciéon
Flgura 2 _Esquema ‘de un ciclo de PCR [45]

Todas las reacciones se efectuaron dentro de la camara de flujo laminar para evitar

contaminacién. La co‘nfif os productos amplificados se realizd por medio en

gel de agarosa al 2% ‘el cual fue' colocado en una camara de electroforesis y los
resultados obtemd s a través del transiluminador de luz UV.

Las reaccionesfde mplificacion se realizaron con termocicladores programables de

PCR (F,’,erki‘nf‘ él"y"'l"’ermal Cycler 480 y Techne Genus) éstos efectuaron todos los

ciclos contlnvuos

Procedlmlentos del Método de PCR .-
Procedlmlentos que se realizaron en cada una de las muestras en este estudio:
1)- Digestion del tejido, 2) Extraccién de ADN, 3) Cuantificacion de ADN por

espectofotometria, 4) Amplificacion de pB-globina. (método de comprobacion de ADN en

TESIS (0N
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la muestra), §) Ampllflcamon a.la. reglon L1 con prlmers universales: MYQ9/MY11 -
GP5/GP6, 6) AmpllflcaCIon para VPH 16 y 18 con ‘primers especificos: E6 HZ27/HZ28 -
LCR18 a/b, 7) Metodo de analasus de productos de la amplificacion por PCR.

1.- Digestion del Tejid/ou Qe

La digestion del tejldo de cada una de Ias'm’uestras con proteinasa K fue la siguiente:

200 mg del tEJIdO muestra fueron descongelados y macerados hasta tener una masa

homogénea, ésta fue llevada a tubo de ppendprff. Se le colocaron 500uL de buffer de

lisis y 6ug de proteinasa K, se Ilrevé’”kél ’\(’V@';rtex por 1 min y se dejé6 a temperatura de
55°C. L‘é mezcla fue centrifugada a 300 rpm en el thermomixer Eppendorff durante toda

la noche.

2.- Extraccnon de ADN

Los tubos fueron yvetlrados _del thermomixer y se les colocaron 500uL de sol.

1v/\‘/)j a cada una de las muestras, éstas fueron mezcladas en el
vértex por un:minuto'y posterlormente se colocaron en la centrifuga a 12,000 rpm por
10 min.'ﬂ Js'i_ﬂtub‘(v)s se retiraron de la centrifuga, observandose una fase acuosa y otra
fase dehéé;ﬁ se extrajo la fase acuosa y se colocé en tubos, la fase densa se desecho.

En los tubos que contenian la fase acuosa se agregaron 500uL de sol.
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1v/v), éstos se mezclaron en el voértex vy
posteriormente se llevaron a la centrifuga a 12,000 rpm por 10 min, se retiraron los

tubos de la centrifuga, se extrajo la fase acuosa y ésta se colocd en tubos, la fase

densa no se utilizo.
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. 45,{"!'”' '

‘55°C durante hr

Se agregar'c')nx,,1,000 ul de etanol al 100% y 40 uL de acetato de amonio en los tubos
que contenian Ia fase acuosa, colocandose en el congelador a —70°C durante 1 hr. Una

vez concluldo el tiempo se retiraron de éste, llevandose a la centrifuga a 12,000 rpm x

C, al,ﬁnallzar el tiempo fueron retirados los tubos y se decanté el etanol.

El boto licué con SOOpL de etanol al 70%, el cual fue decantado, dejandose secar a

Depend,le uestra, se resuspendié en 20uL a 40ulL de
Hz‘O."v”f"Sfér ‘todas. las muestras fueron adas a 4°C durante 24 hrs.

Las mues 'dor y se colocaron durante 5 min.a: 55°C L

‘3.- Cuantut"cacnon del ADN por Espectrofotometria

La cuantlfcacmn del ‘ADN purificado se efectud por medio del espectrofotdbmetro el cual

se callbro a 260/280nm con luz UV [46].

alor de Ia lectura y concentracion final de las muestras, se procedio a

realizar dil‘ubio“nes pko_r,medlo de la siguiente formula: V1eC1 = V2eC2

Formula: - VieC

4.- Amplifibééién‘dé B-globina (Método de Comprobacion de Contenido de ADN)

La ampliﬁc;acnon de B-globina comprobé que el material obtenido de cada una de las

muestras' contenia el ADN adecuado para ser amplificado por PCR.
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A cada. una de las dllucmnes se Ies amplmco un fragmento de un gen conservado de

B- globlna y ara eIIo se t|||z on'los’ sngmentes oligonucléotidos:

PCO4 1 5" CAACTTCATCCACGTTCACC-3"

luz UV 'f las muestras que resultaron positivas: para : p- globma fueron sometidas a

amphﬂcac:on para detectar VPH,

5.- Método para Detectar VPHporPCR
Amplificacion de la Reglov"‘k' con Primi
Las muestras que fueron posmvas para [3 globma :fueron llevadas a amplificacion de la
region L1 del genoma del virus; snendo esta Ia mas conservada, lo que permite efectuar
la deteccidn de una gran varledad de tipos virales mediante oligonucleétidos
universales. Como primera opcion, todas las muestras se amplificaron con
oligonucleétidos MY09/MY11 que amplifican un fragmento de 450 pb de la region L1 de
VPH [47,49-52].

MYO09 5°-CGT CCA AAA GGA AAC TGA GC-3°

MY 11 5-GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG-3°

La reaccién se 'metié a 40 ciclos de amplificacion.

Para ampllar el rango de deteccion de VPH, las muestras que resultaron negativas con

los prlmers~MY09/MY11 fueron amplificadas con otros oligonucleétidos los GP5/GP6,
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éstos ampllflcan un fragmento de 150 pb de Ia reglén L1 del VPH [51]

GP5 5°- | | I GTT ACT GTG GTA GAT ACT 'AC 3
GP6 5°-GAA

H227/H228 para |dent|f|car el tlpo 16 y LCR 18 a/b para el tipo 18 [53 56]

La amphflcamon se sometlo a 40 ciclos. -

7.- Metodo de AnaIIS|s de Productos Amplificados por PCR Confirmados por

Electrofore5|s en GeI de Agarosa' [45 46]

Preparacuon:del gel de agarosa para la camara de electroforesis:
' ) 1‘00p.L de Buffer TB1X, a una temperatura

190°C, se gregaron‘SpLﬁde bromuro de etldlo quien se intercala entre las bases de

ADN vy fuoresce a Qna Iongltud de onda ‘de 260nm, ésto permitié la deteccion del
producto deI ADN en eI gel de agarosa.

El gel de agarosa se llevd a la camara de electroforesis en donde se vaciaron las
muestras en las rejillas. Se les colocaron 3 pL de colorante, el cual sirvid6 como
marcador de banda, ayudé a dar peso a las bandas y a que éstas se desplazaran a la
velocidad del ADN, también sirvié para observar que la banda no saliera del gel.
Ademas de las muestras a analizar, en el gel se colocaron marcadores de peso

molecular que va de 100 en 100 pares de bases, con ésto se conocid el tamafio de la
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banda.

Los marcadores de banda consisten en ADNs que han sido digeridos con diferentes
enzimas de restriccion, generando fragmentos de ADN de tamarfios conocidos.

El control (-) fue la reaccion y el control (+) fue ADN de lineas celulares que contienen
VPH-16 o 18, respectivamente (Caski o Hela).

Una vez cargado el gel, se colocé en.la camara de electroforesis, conectandose a la

fuente depod 2 tese ajusto dependiendo del

tamario de la:camara en uso:

La confirmacic elproductode ampllificacién‘pudo observarse con el gel de agarosa,
el cual se : mantuvo déntro de la camara de electroforesis durante 45 min
aproxima:darhente; En él se desplazaron las bandas y una vez concluido el tiempo, se
retiré el gel de la camara y se llevd al aparato transiluminador de luz UV a través del
cual observamos bandas que se encontraban dentro del tamario de pares de bases de

los primers seleccionados para la deteccién de cada reaccién. Estas ultimas fueron

consideradas como bandas positivas cuando coincidian con el peso esperado.
RECURSOS.
Recursosi\"M‘;‘ivtériales: Areas Clinica, Investigacion Basica y Patologia.

Recursd$ HuAmanos: Tutor, Investigador, Patélogo y Pacientes.

Recursos Financieros: Instituto Nacional de Cancerologia, México D.F.

DISENO DEL ESTUDIO.

Es un estudio descriptivo y transversal.
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VIill.-RESULTADOS
Se analizd la frecuencia del carcinoma epidermoide de diferentes localidades de la

cavidad bucal en 51 pacientes seleccionados, como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1

Sitio del tumor n %
Lengua movil 13 25.6
Piso de boca 4 7.8
Encia superior 9 | 17.6 |
Encia inferior 10 .1 719.67
Paladar duro s @] 585
Area retromolar Q7,60

b‘a'rlafé:vtériksticés) clinicas y demograficas de los 51
rcinoma epidermoide de la cavidad bucal fueron, en
cuanto al'se .5%) hombres y 15 (29.5%) mujeres; la edad se presentd con un

intervalo teniendo una media de 63 afios, el Karnofsky se encontré con

un interValo'd ; 70 5a‘ 100% p‘résentando una media de 85%. El tamafo tumoral tuvo un

mtervalo e 2 >4 cm con una media >4.4 cm y la etapa clinica TNM presentd un
mtervalo de T1 a T4 obteniendo una media de T3. La tabla 2 muestra el TNM de los 51

pacientes;seleccionados con carcinoma epidermoide de la cavidad bucal.

Tabla 2
Etap%NC;wnica n | %
T1 4 7.8
T2 6 1.8 T
T3 11 216 TESIS cow
T4 30 58.8 FALLA DE UauGEN
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El tiempo-de-evolucién de la neoplasia presenté una media de 7.8 meses con un

intervalo de 1a 24 meses.

Figura 3. Caso clinico de carcinoma epidermoide de lengua movil.

En la figura 4 se observan cortes histolégicos de carcinoma epidermoide de la mucosa

bucal infectado por VPH.

H. E. 100 x

H. E. 400 x
Figura 4. Cortes histolégicos de carcinoma epidermoide bucal con VPH presentando
abundantes coilocitos en las capas del epitelio.
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Resultados de Habitos de Tabaco y Alcohol.

Los resultados obtenidos de los habitos de tabaco y aicohol en los 51 pacientes
seleccionados con carcinoma epidermoide de la cavidad bucal fueron los siguientes,
como se muestran en las tablas 3 y 4.

Tabla 3

Habito Tabaco

TABACO

TPo ] n

Mixto . | o o200

Rubio™ = [T

“Oscuros 1 ' 2.8

PP VP IO T IIIIIIIIIIFIIIYIIIIPII LD I P,

Presente | 36 - 70.6

PPV P IFIIIIIIIVIPIIIFIITFIVIIIVYIIFIPIIVIIIIOTILILIIIIITITE.

Ausente

- ll’ll'l”ll”'lllI’IJ'III””I’I’Il"l”vl”l”l" - 4 -

Total 51 100

TABACO

FORMA n %

Cigarro 34 94.4

Puro 1 2.8

Masticado 1 2.8

(PP I FVF NPT TP IIIFILTLI LTI FPTIEIIIIILTLLL TP T I PP IYIPVIIYEYIIIIIS

Presente 36 70.6

A A A AN A AT NGl TN Tl Nl AT NN TN AN AT

Ausente 15 Y

PP Y P TET Iy PP ILTP Ll P T NI I FIIF PP FIVIIYIIIIII >4 PP PD P

Total 51 100

| TESIS cow
FALLA DE CRIGEN
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Tabla 4

Habito Alcohol.

ALCOHOLISMO ... N e

pr 2O
Pulque/ *aguardiente/ cerveza | 25 |70 1 161.0
Pulque/ aguardiente/ brandy/ cerveza - 12 203
Agljardierite/ cerveza/ ron/ brandy ' 3 7.3
Pulque/ aguardiente/ ron/ cerveza 1 2.4
Ausente 10 19.7

Total 51 100

*Aguardientes = Tequila, mezcal y aguardiente

Los 51 pacientes seleccionados con carcinoma epidermoide de la cavidad bucal
mostraron la combinacién de los habitos de tabaco y alcohol como se presenta en la
tabla 5.

Tabla 5

TABACO /ALCOHOL n %

(PP FIFIIPIFIIIFIIIY I

+ + 33 | 64.7

+ - 3 .56.9-
- + 811587
- -7 137!

. --Jotal| 51 100

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Resultados de las 51 muestras seleccionadas analizadas por el método de PCR.

Resultados de la Amplificacién de p-Globina.-
Se comprobé que 50 muestras eran positivas para p-globina, las cuales contenian el

material adecuado de ADN para ser amplificadas por PCR para detectar VPH (Fig. 5).

A-+ lmuestras™

*muestra B-globina (-)

léo»’&a&-d - add

A = marcador de peso molecular
(-)= control negativo
(+)= control positivo

Primers PCO4GH20

Figura 5. Gel de agarosa visto a través de un transiluminador de luz UV, donde se
observa las bandas (+) para p-globina.

/ TESIS COF
FALLA DE CXIGEN
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Resultados de la Amplificacion para Deteccion de VPH por PCR.

De las 50 muestras positivas de pB-globina, 21(42%) fueron VPH (+) (Fig.6).

150 pb

Primers MYQO9MY11 Primers GP5GP6

A= marcador de peso molecular, (-) = control negativo, (+) = control positivo

Figura 6. Geles de agarosa vistos a través de un transiluminador de luz UV donde se
observan bandas (+) para VPH detectadas con primers universales por PCR.




Resultados de la Amplificacion para Identificar VPH Tipos 16 Y 18.
De las 21 muestras positivas de VPH, se encontraron 14 (66.6%) positivas para VPH-16

y 7 (33.4%) de las muestras eran negativas. No se encontré ningun caso de VPH-18

(Fig.7).

A-+ muestras

480 pb

Primers E6-HZ27HZ28

A= marcador de peso molecular ; (-) = control negativo; (+) = control positivo

Figura 7. Gel de agarosa visto a través de un transiluminador de luz UV donde se
observan bandas(+) de VPH-16 por PCR.

TESIS CON
FALLA DE CnIGEN
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Resultados de las 50 casos seleccionados:

Las 50 muestras seleccionadas y procesadas por el método de PCR, fueron analizadas
de acuerdo a la distribucion del VPH y caracteristicas clinicas de cada paciente con
carcinoma epidermoide bucal (tabla 6).

Tabla 6. Distribucion de VPH y caracteristicas clinicas con carcinoma epidermoide
bucal en los 50 pacientes seleccionados.

VPH (+) VPH (-)
smopeLTumMor M | % T %
Lengua Moévil 7 33.4 6 20.7
Piso de Boca 3 14.3 1 3.5
Encia Superior 4 19.0 5 17.2
Encia Inferior 2 9.5 8 27.6
Paladar Duro 1 4.8 4 13.8
Area Retromolar 4 19.0 5 5 17.2-
GRADO
HISTOLOGICO
‘Bien Diferenciado | 12 | 574 | 22 | 759
Moderadamente '

Diferenciado ° 42.9 S 24.1

ETAPA CLINICA

TNM

T 0 0.0 4 13.8;

T2 2 9.5 3 103"

T3 6 28.6 5 720

T4 13 61.9 17 58.7 .
TESIS CoN
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La mayoria de estos pacientes VPH(+) estaban en etapas avanzadas de la enfermedad,
presentaron carcinoma epidermoide bien diferenciado el 57.1%. No hubo diferencias en

el tamafio tumoral y la localizacion observadas en ambos grupos VPH (+) y VPH (-).

Resultados de los Habitos de Tabaco y Alcohol de acuerdo a la distribucion de VPH.
Los resultados del consumo de tabaco y alcohol con respecto a VPH como se muestran
en la tabla 7.

Tabla 7. Habitos de tabaco y alcohol en los casos VPH (+) y VPH (-).

VPH (+) VPH (-)
‘"”Iffaco / Alcohol n=21 % n=29 %
(+) (+) 15 71.4 17 58.6
(+) (-) 0 0.0 3 10.’3
(-) (+) 2 9.5 3 10.3
(-) (-) 4 19.1 6 20.6

En esta tabla se observa que la distribucion de VPH con respecto al consumo de tabaco
y alcohol no existieron diferencias significativas en ninguno de los grupos (71.4% vs.
58.6%) x?; p >0.05.

En el caso de consumo de alcohol no se encontraron diferencias en los pacientes con

VPH(+) y VPH(-) (9.5%% vs 10%) %2; p >0.05.

TESIS CON
" FALLA D o :GEN




Resultados de la Relacion de VPH con los Habitos de Tabaco y Alcohol en Ambos
Sexos.

Los casos VPH(+) y VPH(-) se relacionaron con el consumo de tabaco y alcohol en
ambos sexos como se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Habitos de tabaco y alcohol en ambos sexos con VPH (+) y VPH (-).

VPH (+) ; VPH (-)
Hombres Mujeres ; Hombres: Mujeres
TABACO ALCOHOL n=15 % n=6 % 45TABACO ALCOHOL n =21 % ‘n=8 %

IR PP PP POFIIIL PP TIPI T TID

(+) (+) 14 933 1 1675 (+) | (+) 15 714 .2 250

(+)| (> | 0 00 o 00 (+)| (- 0O 00 3 375
(y | (+y | o 00 2 3337 () | (+) 3 143 0 00
3 3

37.5

(-) | (=) |1 &7 5005 (-) | (-) 3 143

6 (12%) de los Césos con carcinoma epidermoide de la cavidad bucal no consumian
tabaco ni alcohol, y no se encontré VPH.

Resultados de la Duracion e Intensidad de los Habitos de Tabaco y Alcohol.-

No presentaron diferencias de duracion e intensidad de estos habitos en los 50
pacientes evaluados con presencia y ausencia de VPH. Se encontré que el 80.9% de
los casos VPH(+) consumian tabaco y alcohol, al igual que los casos VPH(-) 79.3%,
el 19% de cada grupo no presentaron habitos.

La duracién e intensidad del consumo del tabaco, entre los casos VPH(+) y los casos
VPH(-) tuvo una media de 38.3 afios vs 29 afios y un promedio de 9 cigarros por dia;

lo mismo paso en la relacion del consumo de alcohol en los casos VPH(+) y los casos

VPH(-) la media fue de 33 afios vs 32 arfios y un promedio de 910 ml por dia.
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Otro factor evaluado fue la higiene bucal en los pacientes con carcinoma epidermoide

de la cavidad bucal cyokknky sin VPH, encontrando mala higiene bucal en ambos grupos.
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IX.- DISCUSION

Desde los afios 70s se establecieron los criterios de riesgo carcinogenico en humanos,
asociandose como un cofactor de riesgo a la infeccion por VPH en el cancer cervico-
uterino; mas tarde, a principios de los 80's, algunos investigadores realizaron estudios
en pacientes con carcinoma epidermoide de la cavidad bucal y establecieron que el
VPH era un probable factor de riesgo en el cancer epidermoide bucal; ésto tal vez se
debe a que el VPH tiene preferencia por el tejido epitelial [16].

Actualmente, en los humanos se han descrito mas de 100 tipos diferentes de
papilomavirus, y éstos estan asociados a lesiones epiteliales benignas y malignas, los
VPHs se dividen en tipos de alto riesgo y de bajo riesgo [20].

Los VPHs de bajo riesgo tipos 6 y 11 son asociados mas frecuentemente a lesiones
benignas como papilomas, verrugas genitales y condiloma, entre otros. Los VPHs de
alto riesgo tipos 16 y 18, estan asociados a canceres y en el 100% con el carcinoma de
cérvix [17-19]. Esto fue aceptado en 1995 por un grupo de expertos investigadores vy la
Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC), a través de estudios

moleculares [20].

La deteccién de VPH de acuerdo a varios informes realizados por Thing y cols., Qu y
cols., Shoyer y cols., [49,51,65] fue confirmada por el método de PCR, ellos utilizaron
numerosas combinaciones con diferentes primers para la amplificacion de fragmentos
de ADN del VPH, encontrando a la regién L1 la mas conservada y tardia para la
deteccion, donde comprobaron que los primers universales MY09/MY11 y GP5/GP6

eran los mas utiles para la deteccion de ADN del virus en las muestras clinicas.
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Por métodos parecidos a los usados en este estudio, Gopalakrishnan y col [48])
encontraron la presencia de VPH en un 31% de pacientes con carcinoma epidermoide
bucal. En este estudio se encontré la presencia de VPH el en carcinoma epidermoide

bucal en un 42% de los casos, resultados parecidos a los de Gopalakrishnan y col.

Miller y White en 1996, realizaron un estudio retrospectivo donde se analizaron informes
de la asociacién entre el VPH y datos epidemioldgicos. En dicho estudio utilizaron el
método de PCR para la deteccién de VPH, habiendo confirmado la presencia del virus
en el carcinoma epidermoide en un 26.2%, en el carcinoma in-situ éste fue del 18.5%,
en las lesiones premalignas en un 14.8%, y en la mucosa normal en un 13.5%. Estos
mismos casos fueron también tipificados para identificar VPHs de alto riesgo tipo 16 y
18, encontrando la presencia de éstos, en un 80% en el carcinoma epidermoide, en la
neoplasia intraepitelial en un 75%, en las lesiones premalignas en un 5% y en la
mucosa bucal normal en un 53% [57]. Este estudio mostré el 66.6% de VPH-16 con

carcinoma epidermoide

En 1997, McKaig informd que la prevalencia de VPH en el carcinoma epidermoide de
cabeza y cuello, habia sido evaluada por varias técnicas: por PCR se encontré que
34.5% (1,205) de los casos eran VPH (+), a diferencia del método de hibridacion in-situ
donde ésta fue del 15.8% y con el método de Southern Blot, el 24.5% de casos fueron
VPH(+). También se evalud en este estudio por medio de PCR la presencia de VPH en
el carcinoma epidermoide bucal encontrandolo en un 59%, se estudiaron los sitios
anatémicos de la boca donde se presentaba con mayor frecuencia, detectandose la

presencia de VPH en lengua moévil en un 35% [40]. Este porcentaje es similar a lo
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informado en este estudio donde el sitio anatémico de mayor frecuencia en la boca fue
la lengua movil en un 33% de lo casos positivos para VPH.

En 1997; Paz y cols. estudiaron a un grupo de 167 pacientes con carcinoma
epidermoide de cabeza y cuello y encontraron por medio de PCR la presencia de VPH
en un 16% de éstos, siendo el 10% de éstas de la cavidad bucal.

El estudio no encontré diferencias estadisticamente significativas para la asociacién
entre el consumo de tabaco y alcohol. Sin embargo, los pacientes positivos para VPH
presentaron mayor frecuencia de neoplasias en estadios avanzados T4 (42.9%) [58]. Al
igual que en este informe, los pacientes con carcinoma epidermoide bucal infectados

por VPH presentaron mayor frecuencia en los estadios avanzados T4 (61.9%).

Gillison informo6 que los VPHs de alto riesgo son agentes etiolégicos de canceres del
tracto anogenital y han sido detectados en canceres de cabeza y cuello; este
investigador realizd un estudio retrospectivo en una serie de 253 pacientes con
carcinoma epidermoide de cabeza y cuello, los cuales fueron analizados por PCR para
la deteccion de VPH, encontrando que el 25% estaban infectados por el virus y el 90%

de estos eran positivos para VPH-16 [59].

Mork en el 2001 realizé un estudio de cohorte en los paises nérdicos € informé que la
prevalencia de VPH era del 12% en neoplasias malignas de cabeza y cuello, donde se
analizé a un grupo de 900,000 sujetos, de los cuales 292 presentaron cancer de cabeza
y cuello, en un periodo de tiempo de 9.4 afos, y observaron que aquellos pacientes
que habian presentado cancer anogenital tenian un riesgo relativo de 4.3 veces de

presentar cancer de cabeza y cuello [36]. En otra investigacion realizada por Mineta y
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cols. asoéiaron a los VPHs tipos 16 y 18 en pacientes con cancer de cabeza y cuello;
encontraron p’or el método de PCR, al  VPH-16 en el 23% de los casos y al VPH-18 en
el 4% [35].

Zur Hausen comenta que los VF”Hs" pos16 y 18 han sido encontrados en un 95% en el
carcinoma epidermoide bucal, sién'qt’o"kr'p'és'frecuente el VPH-16 en un 60% y el VPH-18
se ha encontrado en 20% [17]. Er‘1‘ é\sbté4estudio, al igual que el informe anterior, se
encontrd la presencia de VPH-16 en ei 66.6% (14/21) de los casos positivos para VPH,

aunque no se encontré VPH 18.

Watts, en 1991 informé que estudios epidemiologicos han sefialado la importancia del
papel que juega el agente infeccioso en la etiologia de! carcinoma bucal. Este estudio
encontré que la frecuencia del VPH era significativa en canceres de algunos sitios de
cabeza y cuello principalmente los tipo 6,11,16 y 18 [60]. Mashberg y col. sugirieron que
el consumo de tabaco y alcohol han sido identificados fuertemente como factores de
riesgo de cancer de cabeza y cuello lo cual podria predisponer la infeccién hasta un

60% [13).

En 1994, Spitz enumeré una serie de factores de riesgo que intervienen en el desarrollo
de los canceres de cabeza y cuello. Comento la interaccion entre consumo de tabaco y
alcohol asociado a la dieta y la pobre higiene bucal del paciente, en donde las
infecciones en la mucosa bucal la hacen mas vulnerable a la infeccion por VPH; la
deteccion de VPH por PCR mostré6 que la presencia del virus en el carcinoma
epidermoide bucal puede variar de un 32% a 100% [11]. Este estudio encontré que

todos los pacientes estudiados con carcinoma epidermoide bucal infectados con VPH y
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los casos no infectados por el virus presentaron mala higiene bucal, haciendo mas

susceptible a la mucosa bucal a infectarse.

En 1998, Schwartz y col. informaron que pacientes con carcinoma epidermoide bucal
infectados por VPH-16 se presentaron en un 16.5%, se evalud en ellos el consumo de
tabaco y alcohol, encontrando que el 16% de éstos casos infectados presentaban los
habitos [34]. En el estudio presente se trato de relacionar los casos con carcinoma
epidermoide bucal infectados por VPH con el consumo de tabaco y alcohol,

encontrando que el 80.9% presentaban los habitos.

En el afio 2001, Miller y Johnstone [64] realizaron un estudio de meta—analisis de 1982
a 1997, analizaron 94 estudios donde se incluyeron 4680 muestras de la cavidad bucal;
se detectd al VPH en lesiones precancerosas, cancerosas y mucosa normal, pudiendo
ser identificados los tipos de VPH de alto riesgo 16 y 18.

La mucosa bucal normal presentdé el 10% de infeccidn por VPH, en las lesiones
precancerosas el 22.2% y el carcinoma epidermoide el 46.6%. Estos estudios
demostraron que el VPH es un cofactor de riesgo para carcinoma epidermoide bucal
pero aumentaba el riesgo al asociarse con el consumo de tabaco y alcohol. Sin
embargo, en estudios epidemioloégicos el papel del virus en la carcinogénesis bucal
aparentemente no es tan importante porque la prevalencia de la infeccion del VPH es

menor que la prevalencia del consumo tabaco y alcohol.

Chang y cols., en 1989 estudiaron un grupo de 17 pacientes con carcinoma

epidermoide bucal encontrando la presencia de VPH-16 en el 76.4% de los casos,
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éstos se relacionaron solamente con el consumo de tabaco, encontrando que el 70.6%
de estos casos presentaban el habito [25].

En el 2001, Schwartz y Yueh. realizaron un estudio de casos y controles en 254
pacientes . con carcinoma epidermoide bucal, por PCR fue detectado el VPH-16
encontrando el 15.1%, los casos infectados fueron asociados con los habitos de tabaco
y alcohol, encontrando que un 64.9% de éstos presentaron consumo de tabaco, el
16.4% consumo de alcoho! y el 18% no presentaron habitos [39]. Al igual que en el
informe anterior, este estudio traté de observar la relacidon entre los pacientes con
carcinoma epidermoide bucal infectados por VPH y los habitos de tabaco y alcohol, se
encontré que el 80.9% de los casos portadores de VPH referian ambos habitos y el
19.1% no presentaban habitos. Los casos no infectados por VPH mostraron consumo

de tabaco y alcohol en el 79.3% y el 20.7% no tuvieron ningun habito.

Diferentes investigadores informaron que la prevalencia de VPH en el carcinoma
epidermoide bucal puede variar de 31% a 74% [17-21,41,569]. La prevalencia de VPH
encontrada en este estudio fue del 42% en pacientes con carcinoma epidermoide bucal
y el 66.6% de éstos resultaron positivos para VPH-18, porcentajes similares a lo
informado en la literatura.

Los pacientes con carcinoma epidermoide bucal infectados y no infectados por VPH en
este estudio, se trataron de relacionar con los habitos de tabaco y alcohol, no se
detectaron diferencias en los porcentajes.

Los resultados de este estudio sugieren que la presencia de VPH en el carcinoma
epidermoide bucal puede significar que existe una asociacién con del desarrollo de la

carcinogénesis.
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Es importante que el odontdlogo identifique lesiones precancerosas y cancerosas
bucales y pueda evaluar la presencia de VPH, ya que éste se considera actuaimente

como un cofactor de riesgo carcinogénico.
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X.- CONCLUSIONES
En la poblaciéon estudiada de pacientes con carcinoma epidermoide de la cavidad bucal,
el VPH se encontrd en el 42%, el 66.6% de éstos fueron VPH-16, el 33.4% restante fue

negativo para otro tipo de VPH y no se encontré VPH-18.
El consumo de tabaco y alcohol en los casos VPH(+) y VPH(-) presentaron porcentajes
similares, el promedio de duracion de los habitos en ambos grupos fue 30 afios.

Los casos VPH(+) y VPH(-) mostraron mala higiene bucal y no hubo diferencias.

Los datos obtenidos permiten suponer una probabie relacion entre el VPH y el

carcinoma epidermoide bucal.
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Xl.- RECOMENDACIONES
Las muestras positivas para virus de papiloma humano por PCR, deberan ser
analizadas morfolégicamente, observando asi los cambios que sufren la células

tumorales del carcinoma epidermoide de la cavidad bucal.

La aportacién del presente trabajo sera: que se considere al VPH como un cofactor de
riesgo en el carcinoma epidermoide de la mucosa bucal y relacionado con los habitos
de tabaco y alcohol, puede ser un factor de mayor potencial a desencadenar una

neoplasia maligna.

Xll.- PROPUESTAS DE INVESTIGACION
Aumentar el tamafo de la muestra y estudiar otros sitios como orofaringe. Ademas, de
hacer un estudio multicéntrico en donde se pueda evaluar VPH en pacientes con

lesiones premalignas y mucosa bucal normal.

Pacientes con presencia de VPH y cancer de cabeza y cuello debe evaluarse la

respuesta al tratamiento y pronéstico.
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Anexo 1

Instituto Nacional de Cancerologia
SERVICIO DE BUCODENTOMAXILAR
DEPARTAMENTO DE CABEZA Y CUELLO
DIVISION DE CIRUGIA
PROTOCOLO PREVALENCIA VPH EN CANCER BUCAL

HISTORIA CLINICA BUCAL

Fecha de Elaboracion: [} Expediente Nam.: ————
Nombre del Paciente: Sexo: [
Edad: i ' [w] Tipo de Industria en su Trabajo :
Estado Civil: Q (Materiles usado en su Trabajo)

Grado de Escolaridad{ ] Madera: Q

Originario: L } Asbesto: ]

Residente: Q Papel: Q

Raza: a Textil: a

ldioma y/o dialecto: Q Minera: Q

Ocupacién: Q Petroquimica: Q

Clasificacién Socioecondmica: Q Metalurgica (especificar): Q

Karnoksky: Q Quimica (especificar): Q

Sitio de la Lesion: Q Otra (especificar): a

Tamario: Q Tiempo de Evolucion: Q

Diagnéstico Oncolégico Presuncional: [ — | Diagnéstico Definitiv ]
Clasificacién Clinica: CoTase =} e MO (especificar sitio): =
Etapa Clinica: [ ” - o ERre T ]
Fecha Biopsia: / / . Ih: - » Exp BRI . IR
Pieza Remitida: [ ] Datos Clinicos: |:| PatologlalC: 1]

LESIONES PREMALIGNAS BUCALES

Leucoplaquia: Eritoplaquia: Q Papiloma: Q Papilomatosis: QO
Nevo Blanco esponjoso: Q Disqueratosis Congénita a Liqueno plano: 0O
Hiperplasia seudoepiteliomatosa: a Otras lesiones (especificar): Q

TESIS ooy
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ANTECEDENTES DE HABITO TABAQUISMO

¢ Conoce usted la relacién entre el tabaco y el cancer ? Forma de Tabaquismo:
Sl Q NO a Cigarrillo Q Confitro Q Sinfiltro Q
Tabaquismo  Positivo Q C.dehoja@Q Puro O Pipa Q
Negado Q Inhalado Q Mascado Q
LA qué edad lo inici6? Q afios Tipo de Tabaco:
¢A qué edad lo suspendio? O  arfios Rubio Q Oscuro Q Mixto Q

¢Por qué lo dejo? Conviccién Nosabe 0O MarihuanaQ
Indicacién médica
Sentirse mal Ntmero promedio consumido por dia de:

Otra causa (especificar)Q CigarrillosQ Puros Q Pipas [m ]

Aspiraciones QO Cubos de mascar O

ooo

ANTECEDENTES DE HABITO ALCOHOL

¢ Conoce usted las relaciones entre el Tipo de alcohol: Cantidad promedio por dia:
alcoholismo y el cancer? Pulque Q Copas Q

Sl Q NO Q Alcohol Q mil Q
Alcoholismo: Aguardiente Qa Cervezas ]
PositivoQ Negado Q Mezcal Q LA qué edad dejo de tomar?UQanos
¢A qué edad inicio? Q arlos Tequila Q

Frecuencia de ingesta de alcohol: Ron Q

Q Diario Brandy Q ¢ Por qué dejo de tomar?:
[m] Cada semana Whisky Qa Convicciéon Q
Q Casa 15 dias Cogfiac Q Indicaccion médica Q
a Cada mes Cerveza Q Sentirse mal Qa
Q Ocasional. Especificar: Otros Especificar: Otras causas. Especificar:

ANTECEDENTES DE HIGIENE ORAL.

¢Selavalaboca S1Q NOO ¢ Cada cuando lava su boca? ¢Le sangran las encias al
cepillarse los dientes?
¢ Desde qué edad?: QOVeces al dfa SIQNO Q ¢ Desde cuando?:
¢ Con qué se limpia la boca? OVeces a la semana
Chicle Q QOVeces al mes
Palillos ] QOcacional
Colutorios =}
OAgua simple QAgua con sal QAgua con bicarbonato QAnticepticos especificar

QCepillo dental
QpPasta dental
OHilo dental
Otros especificar:

¢ Tiene dolor de boca al lavarse? SiQ NOQ

,A visitado alguna vez al dentista? SI13a  NOQ

¢ Cuantas veces aproximadamente? Tipo de Dentista
Privado Qa

Institucional Q

TESIS COW
FALLA D& idGEN
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ANTECEDENTES PERSONALES

¢Hay antecedentes de cancer de cabeza y cuello en su familia consanguinea? SI-Q "NO O
¢ Quién (es) lo padecieron ? especificar: : : :

¢ Es usted alérgico? SI0 NOQ ¢ Es usted alérgico? .Sl

¢ Es usted epiléptico? SID NOCI ¢Ha tomado o esta tomando? 7

¢Alguna vez ha tenido hepatitis viral? sl (] o “No ..Q .- ‘
¢ Ha tenido trastornos nerviosos mentales? Sl Q A s NO I:l
¢{Ha tenido trastornos cardiovasculares? Sl a » VNO' - I:l

OTROS FACTORES

Ulceras

Estomatitis
Parodontitis_Infecciones agregadas
Mucositis

Candidiasis

Movilidad Dentaria
Xerostomia

Anemias

Sifilis

Herpes simples — Zoster
VPH -Tipo,

Dentaduras mal adaptadas
Problemas de ATM
Trauma

Stress

Otros

RX ortopantomografia
TAC dental

UDUDUUDDDUUDDUUDDU

TESIS CO¥
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Anexo 2

Carta de co'néentimiento informado del protocolo de prevalencia del virus de

papiloma humano en cancer bucal.

México D.F.._

Elsuscrito ;-
autoriza al personal médico del Servicio Bucodentomaxilar del Depto de Cabeza y
Cuello del INCan el ser incluido en este estudio clinico; el cual consiste en contestar
un cuestionario y en dar una parte de su biopsia, que basicamente se utiliza para el
dx. de mi enfermedad, para determinar la presencia del virus del papiloma humano.

Toda la informacion del cuestionario es estrictamente confidencial y en ningun

reporte apareceran mi nombre o dato que me identifique.

El responsable del trabajo es la Dra. Blanca R. Ibieta Zarco

a quien puedo contactar al tel. 56280400 ext. 282 para que en caso de dudas, me las
aclare.

La firma en esta carta no interviene, ni modifica en ningln momento mi tratamiento y
en caso de no participar en el estudio, no se vera afectado el tratamiento.

ATENTAMENTE

Firma del paciente
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Anexo 3
Escala de Karnofsky
Capacidad para realizar cualquier actividad en forma normal, no requiere cuidado
especial.
100 Normal; ninguna molestia sin evidencia de enfermedad
90 Capaz de realizar actividad normal; signos y sintomas menores de enfermedad.

80 Actividad normal, con esfuerzo; algunos signos y sintomas de enfermedad.

Incapacidad para trabajar; capacidad para vivir en el hogar, puede cuidar de su
bersona; requiere en ocasiones de asistencia.
70 Se vale por si mismo; capaz para realizar actividad normal o hacer trabajo activo
60 Requiere asistencia ocasional, pero es capaz de cubrir sus necesidades por si
mismo.

50 Requiere considerable asistencia y cuidados médicos frecuentes.

Incapacidad para valerse por si mismo, requiere cuidados hospitalarios o
institucionales; la enfermedad progresa rapidamente.
40 Incapacitado; requiere cuidados y asistencia especial
30 Intensamente incapacitado; la hospitalizacion esta indicada aun cuando la
muerte no sea inminente.
20 Muy enfermo; la hospitalizacién es necesaria
10 Moribundo; el proceso es mortal y progresa rapidamente

0 Muerto
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MATERIAL

Area Clinica: Servicio Bucodentomaxilar, Departamento Cabeza y Cuello, Consulta
Externa: silldn de exploracion, lampara, braket, autoclave, guantes, cubre bocas,
campos estériles, espejo bucal # 5, pinzas de curacion, pinzas de diseccion, pinzas de
mosco, tijeras de encia, pinza puch, bisturi convencional #15 y #11, sutura catgut # 3
ceros, frasco para contener el formol, anestesia (xilocaina con epinefrina, prilocaina con
fenilpresina), agujas para anestesiar (corta, larga), jeringa para anestesiar carpulle,

tubos de Eppendorff.

Area de Investigacién Basica: en el laboratorio se realizé la técnica de PCR, mesas e
instrumental de laboratorio: camara de flujo laminar, tubos de Eppendorff, puntas
100uL, 200pL, 500uL,1000uL, pipetas (marca Gilson) fueron ocupadas para extraccion
de ADN, producto y lineas celulares. Termocicladores, thermomixer, centrifuga picofuga
de 12,000 rpm x minuto y centrifuga de 15,000 rpm x minuto, vértex, camara de
electroforesis (grande y chica), fuente de poder, espectrofotometro, aparato
transiluminador de luz ultravioleta, pelicula fotografica instantanea blanco y negro
Polaroid 3 1/4 x 4 1/4, camara fotografica Kodak, cuarto oscuro.

Reactivos para digestion con proteinasa K, reactivos para extraccién de ADN, reactivos
para el gel de agarosa, reactivos para amplificacion de B-globina, reactivos para

amplificaciéon de VPH por PCR, reactivos para amplificacion de VPH-16 y VPH-18.
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Buffer de Lisis

Los componentes utilizados para la preparacion del Buffer de lisis fueron: 10mM TRIS-

Cl (pH8.0), 0.1 M EDTA (pH8.0), 10-20 ng/ml RNAsa, 0.5% SDS este compuesto es el

medio adecuado para mantener al tejido en condiciones 6ptimas, que al colocar la

enzima proteinasa K, ésta pueda desempefar su funcidn rompiendo la membrana de la

estructura de la célula; eliminando asi proteinas y lipidos.

Amplificaciéon por un gen conservado de (3-globina por PCR

Amplificacion de B-Globina 20 pl = 10 ul muestra + 10 ul reaccion

wl
Buffer 2
MgClz (2mM) 1.6
dNTPs 2
PCO4 2
GH20 2

T.Gold /Amplitaq .13
H20 esteril 3.87

Gel de Agarosa

$

8ul muestra +2ul H20 estéril

# reacciones

(268 pb)

Se efectud la preparacién del gel de agarosa es un polimero lineal extraido de alga

marina; se mezclaron 2gr de agarosa al 2% en 100ulL. de Buffer TBIX, se agrego

bromuro de etidio y se dejo gelificar.
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La amplificacion de PCR para la deteccion de VPH se llevd a cabo para cada una de las
muestras con los siguientes oligo-primers:
Amplificacion de PCR para VPH — primers universales MY09/MY11(450 pb)
ul
10 x PCR buffer 2 20pl = 10ul muestra +10pul reaccion

MgClz (2mM) 1.6

DNTPs 2

MYQ09 .2 X # reacciones
MY11 .2

T.Q 15

H20 esteril 3.85

Ampliﬁéacién'dé PCR para VPH — primers universales GP5/GP6 (150 pb)

20pL = 10ul muestra +10ul reaccioén

MgClz 2mM) 1.

DNTPs 2

GPS - 2 x # reacciones
GP6 | .2

TQ A5

H20 esteril 3.85
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La amplificacion por PCR. para identificar subtipos de VPH con los siguientes oligo-

primers:

Amplificacion de PCR para VPH-16 con primers especificos E6-HZ27/HZ28 (480 pb)

10 x PCR Buffer 2 20l = 10ul muestra + 10 ul reaccién
MgClz (2mM) 1.6

dNTPs 2 x - # reacciones

E6HZ27 2 o |

E6HZ28 2

T.Q 15

H20 esteril 3.85

La amplificacion por PCR para identificar subtipos de VPH con los siguientes oligo-

primers

Amplificacién de PCR para VPH-18 con primers especificos LCR18a/b (350 pb)

10 x PCR Buffer 2 20ul = 10pl muestra + 10 ul reaccion
MgClz (2mM) 1.6

dNTPs 2 x  # reacciones

LCR18a 2

LCR18b 2

T.Q .15

H20 esteril 3.85
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Las temperaturas utilizadas en el termociclador para los siguientes oligo-primers.
Estas temperaturas fueron las utilizadas de acuerdo al tipo de amplificacion que se

requeria, para amplificacion de -globina y para amplificacion de VPH y subtipos por

PCR.
Primers Tamario Temperatura Lineas celulares
MYO09/MY11 480 pb 55°C
Region L1~ GP5/GP6 250 pb 55°C Caski o Hela
L1C1/L1C2 150 pb 48°C
) E6 E7 790 pb 58°C
VPH 16 >E6 HZ27/HZ28 480pb  58°C Caski
) }'-"LCVR1' 6 a/b 450pb  55°C
SN
VPH18 > LCR18 a/b 350 pb 55°C Hela
o~
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Reactivos de PCR. .. -

Los c’ompbne;n:te»_s‘de la técnica de reaccion de polimerasa en cadena son: 10 PCR x
Buffer’ KC1 50mM, ' Trfé—i—;C1 10mM, SDS ayudan a mantener un pH 8.3 medio
adchado bér‘é,q‘ue‘ se,réfalice la reaccion.

La concéntracién de clo;ufb de maganesio (MgClz 2mM) sirve para que las bandas se
alineen, tengan nitidez y sean Gnicas.

La sintesis dNTPs del ADN donde los oligo-primers detectan con mayor exactitud la
region que se quiere amplificar.

Taq polimerasa es una enzima que ayuda a amplificar el ADN, extiende las secuencias
especificas a cada uno de los oligo-primers. Esta enzima se extrae de una bacteria

llamada Thermus Aquaticus, que habita en lugares calientes como el Parque Nacional

Yellostone en EE.UU.

La cuantificacion de las muestras en el estudio se realizaron con siguiente la formula:

D.O.
(260)

lectura x factor de dilucién x_ 50 = ng/uL

1000uL

* La formula proviene de que D.0260 = 1 = 50ug/ml de ADN

E———
&A}-‘L‘A i u.Lu.\.i'EN
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