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INTRODUCCION

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es la neoplasia maligna de
origen epitelial mas comun en cavidad bucal y constituye una enfermedad

destructiva de cabeza y cuello capaz de infiltrar e invadir tejidos a distancia.

Estadisticamente supone el 90% de los canceres orales y del 2 - 5% en
todas las neoplasias. El GLOBOCAN estim6 300,373 nuevos casos en 2012,

por lo cual se ha convertido en un problema de salud publica mundial.

El COCE se encuentra estrechamente relacionado con habitos nocivos,
principalmente el tabaquismo y consumo de alcohol; factores de riesgo cuya
incidencia ha comenzado a homogenizarse entre ambos géneros, lo cual ha

propiciado que la prevalencia de COCE en mujeres vaya en aumento.

Sin embargo, en la ultima década se han diagnosticado mas pacientes que
no presentan los tipicos factores de riesgo, con lo que se ha iniciado la
expansion en la busqueda de factores etiopatogénicos asociados al COCE.
Como resultado de esta indagacion se han hallado varios posibles
cofactores, cuya presencia repercute directa o indirectamente en el
desarrollo de la enfermedad. Un ejemplo que resulta particularmente
interesante, y que ha sido reportado en distintas publicaciones dandole
validez y credibilidad, es el potencial oncogénico observado en algunos virus,
especificamente el subtipo 16 del virus de papiloma humano, virus de
Epstein - Barr y Citomegalovirus, los cuales seran el centro de esta

investigacion.

Identificar la presencia de uno o mas de estos virus en las muestras que han

sido utilizadas en este estudio, permitirA describir una potencial correlacion
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con el carcinoma oral de células escamosas; lo que significaria un argumento
que justifique la inclusion de estos virus como factor de riesgo en la

enfermedad.
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1.MARCO TEORICO

1.1. Definiciéon

La Organizacion Mundial de la Salud define el carcinoma oral de células
escamosas como una neoplasia epitelial invasiva con diferentes grados de
diferenciacion escamosa y propensa a metastatizar hacia los ganglios

linfaticos en estadio temprano. !

El COCE es una neoplasia maligna que se origina de las células escamosas
del epitelio que recubre la mucosa. Se presenta frecuentemente entre la
quinta y sexta década de vida; los principales factores de riesgo estan

relacionados con el tabaquismo y consumo de alcohol. ?

Su localizacion se encuentra bien establecida y existen diferentes estudios
donde se reporta de la siguiente manera en orden descendente a su
frecuencia de aparicion: lengua (bordes laterales y superficie ventral), piso de
boca, encia, labio, paladar y el resto de las estructuras anatomicas de la

boca aparecen con baja frecuencia.®

1.2. Epidemiologia

El COCE es la neoplasia mas frecuente en la cavidad oral, ya que representa
aproximadamente el 90% de las neoplasias en cavidad bucal, el 5% de todas
las neoplasias y ocupa el numero 12 de las neoplasias malignas en el

mundo. 13

La cantidad de casos de neoplasias se ha incrementado en la Ultima década

y se esperan 15 millones de nuevos casos para el afio 2020 a nivel mundial.
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En México, el carcinoma oral de células escamosas es el tipo de neoplasia
maligna mas frecuente en cavidad bucal, ya que su incidencia representa

entre el 1% y el 5% del total de las neoplasias malignas.

En 2012, GLOBOCAN informé6 que existen 148 000 casos nuevos de cancer,
de los cuales 2 791 corresponden a cancer oral en México* ; lo que muestra

un aumento en la incidencia de este tipo de cancer.

En México, entre 1979 y 2003, el numero de muertes debidas a cancer oral
fue de 15 579, por lo que actualmente es considerado un problema de salud

publica.t

Un diagnéstico precoz es de suma importancia, ya que los estadios iniciales
de cancer bucal permiten un tratamiento menos agresivo y, por lo tanto,
disminuye la morbilidad. Debido a la deteccidn tardia, el 25% de los casos de
cancer de boca son mortales. Predomina en los varones en proporcion 2:1
con respecto a las mujeres. Sin embargo, a nivel mundial existen informes de
una leve disminucién en la tasa de cancer oral en hombres y aumento en las

mujeres.?

1.3. Patogenia

Protooncogenes y genes supresores tumorales.

Las células del organismo, reguladas por un complejo sistema de sefales
bioquimicas, estan programadas genéticamente para desarrollarse,
diferenciarse y morir. El cancer se origina a partir de una célula que forma un
clon que carece de restricciones de las células originales, y es capaz de
proliferar inapropiada e incontroladamente. Se produce asi una masa
denominada neoplasia, que segun su capacidad de crecimiento o invasion,

puede ser clasificada como benigna o maligna.
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En términos generales, puede decirse que cada célula normal posee una
serie de genes que controlan las funciones del crecimiento y las divisiones
celulares. Un tumor surge cuando uno de ellos muta o se altera
independientemente. De acuerdo con ello, los procesos tumorales estan
regulados por cuatro tipos de genes: los protooncogenes, lo oncogenes, los

antioncogenes y los mutadores.

Se define a los oncogenes como un tipo de gen capaz de provocar cancer; la
mayoria de ellos se origina a partir de protooncogenes, los cuales son
componentes normales del genotipo que codifican proteinas implicada en el

crecimiento y diferenciacion celular. °

En el cromosoma de la célula normal, existen genes implicados en los
procesos de crecimiento, maduracién y proliferacion celulares que reciben el
nombre de protooncogenes. Las funciones de estos, estan estrechamente
ligados a fendbmenos esenciales del correcto comportamiento celular; en
algunas circunstancias los protooncogenes sufren alteraciones que modifican
su funcién normal y la dotan de capacidad transformante, funcién realizada
por los oncogenes, los cuales pueden residir desde el inicio del cromosoma
celular o integrarse en el genoma de la célula procedentes del exterior,

vehiculizados por un virus.®

Un oncogén es un gen que induce un proceso de transformacién celular. En
algunos casos, los oncogenes estan incluidos en el propio genoma viral y a

estos microorganismos se le conoce como Virus oncogenicos.

El proceso de oncogénesis puede deberse a diversos factores que

basicamente son:

10
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*Una mutacion, generalmente por exposicion a un mutadgeno quimico o una

radiacion.

*Transduccion de protooncogenes por un virus que podria liberarlos de los
controles celulares normales y quedar bajo el control de proteinas

reguladoras viricas.

*Translocacion de oncogenes de un locus cromosémico a otro no sujeto a

mecanismo de regulacion normal.

*Amplificacidon de genes que incrementan en grandes cantidades diversos

productos oncogénicos.
*Integracion del genoma virico con o sin oncogenes en un protooncogeén.
*Mecanismo de activacién de los oncogenes

Existen diversos procesos por los cuales un gen puede activarse de forma

anormal, activando mecanismos de transformacioén celular.
*Transduccion virica

Un paso fundamental del ciclo infectivo de dichos virus es una integracion en
el cromosoma celular. La caracterizacién de las secuencias genéticas de los
retrovirus integrados (provirus) ha permitido comprobar que estos se parecen
considerablemente a elementos genéticos celulares llamados transpones,
qgue se mueven de una posicion a otra en el cromosoma celular y que tienen
la capacidad para alterar y modificar la expresién de los loci genéticos en los
gue se insertan. Asi, la aparicién de un tumor puede ser consecuencia de la

integracion de un provirus en las proximidades de un oncogén.®

11
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*Activacion de oncogenes por mutagénesis insercional

Se define como una alteracion resultante de la insercion de secuencias
extrafias de DNA en un locus genético concreto. La insercion de un provirus
o la transposicion de elemento genéticos moviles (transpones) que
interrumpen las secuencias genéticas normales de la célula huésped

constituyen formulas de mutagénesis insercional.
*Activacion de oncogenes por reordenamiento/translocacion cromosomica

Como consecuencia del fendmeno de translocacién, un protooncogén celular
ubicado en un determinado cromosoma puede localizarse en una nueva

situacién interactuando con genes celulares vecinos.
*Activacion por amplificacién genética

Se define por la presencia de mdultiples copias de un gen simple de un
cromosoma celular; la consecuencia inmediata de la amplificaciéon es el
aumento de la expresion de este gen con el consiguiente incremento de la

cantidad de proteina que codifica.

En estudios de tumores que poseen oncogenes amplificados, se ha
demostrado que la presencia de multiples copias de secuencias de acidos

nucleicos se relaciona con peores prondésticos de la enfermedad.
*Activacion por mutacion puntual

Caracterizada por la sustitucion simple de una base de un nucleétido, lo que
lleva aparejado el cambio de un aminoacido en la proteina codificada por el
oncogén que adquiere propiedades funcionales nuevas y diferentes en el

mecanismo celular.®

12
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*Activacion por interaccion proteina- proteina

Determinados oncogenes, sobre todo los incluidos en la carga genética de
virus DNA, ejercen su actividad transformante a merced de la interaccion de
las proteinas que codifican con proteinas celulares, con la consiguiente

alteracion de la funcion biolégica normal de estas.

Entre los oncogenes mas estudiados del carcinoma oral de células
escamosas, se encuentran los miembros de la familia myc, los de la familia
ras y algunos genes supresores tumorales o antioncogenes. De igual
manera, en algunos carcinomas epidermoides se ha detectado un aumento
en los productos codificados por los oncogenes c-myc y c-ras, lo que
implicaria, alguna relacion entre la activacion anormal de dichos oncogenes y

el desarrollo del cancer. ®

1.4. Etiologia y factores de riesgo

La Organizacion Mundial de la Salud en el afio 2010 define factor de riesgo
como “cualquier rasgo, caracteristica o exposicion del individuo que aumente
su probabilidad de sufrir una enfermedad o lesion” y define carcindgeno
como “sustancias o elementos que bajo su exposicion pueden inducir

mutacién en el ADN celular y generar cancer”. ’

En la aparicion y desarrollo de céncer oral se han implicado diferentes
factores carcinogénicos que ejercen sus influencias por mecanismos de inicio

o de promocion.

Dentro de los mecanismos globales de carcinogénesis se conocen dos fases
o periodos; un periodo de iniciacion, en los que actuarian los factores de

transformacién neoplasica; algunas células normales o su progenie se

13
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convierten, en un tiempo relativamente corto y por la accion de un agente

carcindgeno, en células tumorales latentes.

La segunda fase es un periodo de promocion, en el que se posibilitaria que el
tipo celular transformado entrara en situacion de crecimiento celular tolerado.
En ocasiones existen factores de inicio y promocion distintos, tambien en
otras un mismo agente carcindbgeno actla como iniciador y promotor a la

vez.68

La International Agency for Research on Cancer (IARC) clasifica los

carcinégenos en:

e Grupo 1: Carcindgenos para humanos.

e Grupo 2A: Probablemente carcindbgenos para humanos.

e Grupo 2B: Posiblemente carcin6genos para humanos.

e Grupo 3: No es posible de clasificar como carcinégeno para humanos.
e Grupo 4: Probablemente no carcinégeno para humanos.®

Se han mencionado diversos factores de riesgo asociados, como son el
tabaquismo, alcoholismo, sifilis, infecciones por virus, liguen plano bucal,
irritantes mecanicos, higiene bucal deficiente, factores hereditarios, entre
otros.

Existen discrepancias entre factores de riesgo y su supervivencia por raza,
edad, genero, sitio anatdmico y exposicién a sustancias carcinogénicas. Es
de relevancia conocer la importancia que tienen estos, asi como determinar

los agentes causales y asociados a una conducta bioldgica.?

14
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La etiologia del COCE es multifactorial, siendo los factores de riesgo mas
importantes el consumo de alcohol y tabaco, los cuales aumentan

sinérgicamente el riesgo hasta en un 50%. 2
Tabaco

El papel del tabaco ha sido merecedor de una considerable atencion,
existiendo bastantes pruebas para que pueda considerarsele como agente
de intervencién responsable en la produccién de COCE.

Varios estudios prospectivos y retrospectivos han demostrado que los
fumadores empedernidos tienen un riesgo considerablemente mayor que los
no fumadores para la aparicion de carcinoma oral. Asimismo, existen
pruebas considerables para asociar el carcinoma oral con el uso prolongado
de rapé (principalmente en Suecia y region sudamericana) y tabaco de

mascar. °
Alcohol

El consumo excesivo de alcohol ha sido uno de los principales factores
asociados a carcinoma oral. En el estudio de Wynder y colaboradores, el
33% de los hombres con COCE admitieron beber mas de un cuarto de litro
diario de whisky, mientras que solo el 12% del grupo control recurriria al
alcohol en citada cantidad.

Muchos clinicos que han estudiado el cancer han comprobado que los

pacientes con cancer oral son propensos a ser grandes bebedores.?

El alcohol, al igual que el tabaco, parece actuar como factor iniciador y
promotor a la vez. El riesgo de aparicion de carcinoma se incrementa con el

mayor consumo de bebidas alcohdlicas. Sin embargo, parece que no existe

15
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relacion con el tipo de bebida, mas bien, dependera del contenido de alcohol

de estas.

Asimismo, se ha relacionado la influencia de algunos colutorios
comercializados que tienen un contenido de alcohol del 14-18%. Weaver et
al. en un estudio sobre 200 pacientes con cancer oral, comprobaron que 11
habian utilizado colutorios con contenido alto en alcohol varias veces al dia

durante muchos anos, no siendo bebedores de alcohol.

Es interesante resaltar el hecho de que en muchas ocasiones se encuentran
asociados el alcohol y el tabaco en un mismo paciente, con lo que el riesgo

de desarrollo de un cancer oral se incrementa en gran medida. ©

Irritacion por dientes o proétesis

En este punto existe una gran controversia, pues, mientras para algunos
autores hay una evidente relacion causa-efecto entre estos factores y el
cancer oral, otros lo niegan debido a que no se ha presentado evidencia

suficiente para considerarlo como carcinogénico.

Por lo tanto, para algunos autores no existe relacién topografica entre la
irritacion provocada por dientes rotos o con bordes afilados o bien protesis
mal adaptadas, y, en el caso de que existiera, seria simple coincidencia. Sin
embargo, otros encuentran en un elevado porcentaje de casos una clara

relacion entre ambos.

La gran frecuencia entre estos factores irritantes entre la poblacién en

general, hace que, a pesar de todo, su papel resulte dificil de valorar.

16
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Los virus son los agentes infecciosos mas pequefos (tamafio oscila entre 20-
300 nm de diametro) y contienen un solo tipo de &cido nucleico (RNA o DNA)
en su genoma. El acido nucleico se encuentra rodeado por una cubierta
proteinica; esta envuelto por una membrana constituida por lipidos. La

unidad infecciosa en conjunto se denomina virion.

Los virus son pardsitos a nivel genético y muestran replicacion solo en

células vivas, pues son inertes en el entorno extracelular.®

Ultimamente ha adquirido gran importancia su posible influencia en la
etiologia del cancer oral gracias a estudios inmunolégicos y a técnicas de
hibridacién. En la actualidad dos son los virus que mas profundamente se
estd investigando su posible relacibn en la transformacion de células
epiteliales a cancerosas: el virus del herpes simple (VHS) y el virus de

papiloma humano (VPH). ¢

1.5. Virus con potencial oncogénico

Hace relativamente poco tiempo no estaba demostrada la etiologia virica de
los procesos tumorales, pero hoy en dia un nimero importante de ellos ha

sido relacionado con determinados virus.

Cuando un virus infecta una célula, su genoma puede integrarse en el de la
célula produciendo fenémenos de transformacion y, por consiguiente,

neoplasias.

En este caso, sobrevienen alteraciones del crecimiento, cambios

morfolégicos, metabdlicos, anomalias cromosomicas e incluso alteraciones

17
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del tipo inmunitario con la aparicion de nuevos antigenos, bien del propio

virus o de la célula.

El mecanismo por el cual los oncogenes celulares se relacionan con

retrovirus, se puede explicar por dos mecanismos:

*Por recombinacion del ARN gendmico virico y los ARN mensajeros de la

célula.

*Por el proceso de integracién de virus no transformante en las proximidades

de un protooncogén y su posterior fusién de secuencias. °

Los virus son factores etiolégicos en el desarrollo de diversos tipos de
tumores en el ser humano; cuando menos 15- 20 % de todos los tumores

humanos a nivel mundial tienen causa viral.

Los estudios con virus de RNA oncogénicos revelaron la participacion de
oncogenes celulares en las neoplasias; los virus de ADN oncogenos
permitieron establecer la participacion de los genes supresores de tumores

celulares.

Los virus oncogénicos se clasifican en diversas familias en funcién del acido
nucleico de su genoma y las caracteristicas biofisicas de sus viriones. La
mayor parte de los virus oncogénicos conocidos poseen un genoma de DNA
0 genera un provirus de DNA después de infectar a las células.

Los virus de DNA oncogenos se clasifican dentro de los grupos papiloma,
polioma, adeno, herpes, hepadna y poxvirus; codifican oncoproteinas virales
gue son importantes para la replicacion viral, pero también repercuten en las
vias que regulan la proliferacion celular. La mayor parte de los virus RNA

oncogénicos pertenecen a la familia retrovirus.
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Durante la carcinogénesis, se requieren multiples cambios genéticos para
convertir a una célula normal en una maligna. Se trata de un proceso de
evolucion celular en el que quiza participa la inestabilidad genética celular y
la seleccion repetitiva de células raras con cierta ventaja de crecimiento

selectivo.

Al parecer el virus oncégeno actia por lo general como cofactor,
proporcionando Unicamente algunos de los pasos necesarios para generar
células malignas. Los virus son necesarios, pero no suficientes para la
formacion de tumores de causa viral. Con frecuencia actian como iniciadores

del proceso neoplasico, a través de diversos mecanismos. 1°
*Oncogenes celulares

Los mecanismos moleculares responsables de la activacién y conversion de
un protooncogén benigno en un gen cancerigeno, varian, pero todos ellos
conllevan dafio genético. Dicho gen puede ser sobreexpresado, y en
consecuencia se puede presentar un efecto importante de la dosis de la

proteina sobreproducida del oncogén en los cambios del crecimiento celular.

Estos mecanismos pueden dar como resultado la activacion constitutiva, por
lo que el gen se expresa en un momento inadecuado durante el ciclo celular

0 en tipos de tejidos no apropiados.

La insercién de un promotor retroviral adyacente a un oncogén celular puede
ocasionar un aumento de la expresién de dicho gen. La expresién de un gen
celular también puede aumentar por la accion de secuencias “aumentadoras’

virales cercanas.°
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*Genes supresores de tumores

Durante la activacion de tumores participa un segundo tipo de genes de
cancer humano; estos corresponden a los reguladores negativos del
crecimiento celular, los genes supresores de tumores. Se requiere de la
inactivacion o la perdida funcional de ambos alelos de tales genes para que
se forme el tumor, contrario a la activacion que ocurre en los oncogenes

celulares.

Uno de los genes supresores cruciales es el gen p53, que bloquea la
progresion del ciclo celular; actia como un cofactor de transcripcion y regula
la sintesis de una proteina que inhibe la funcién de ciertas cinasas que
regulan el ciclo celular. También ocasiona que las células que sufren dafio en
el DNA progresen a apoptosis. La pérdida de la funcién de p53 permite que
las células avancen en el ciclo celular a pesar de que hayan sufrido dafio en
el DNA, lo que eventualmente conduce a la acumulacion de mutaciones

genéticas.©
Interaccion de virus oncogénicos con sus hospederos
*Infecciones persistentes

A causa de una serie de diferencias en la susceptibilidad genética y
respuesta inmunitaria individual, la magnitud de la multiplicacion viral y los

tropismos histicos pueden variar entre las personas.

La cronicidad de la infeccion presenta una oportunidad prolongada para que
se produzca un evento raro que permita la supervivencia de una célula con

mecanismos reguladores de la proliferaciéon que son modificados por virus.
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*Respuesta inmunitaria del hospedero

Los virus que establecen infecciones persistentes deben evitar ser
detectados y reconocidos por el sistema inmunitario, el cual podria eliminar la

infeccion.

Se cree que los mecanismos inmunitarios de vigilancia del hospedero,
eliminan por lo general a las pocas células neoplasicas que se originan en
las personas sanas que sufren una infeccibn por virus oncégeno. Sin
embargo, cuando el hospedero padece inmunodepresion, es probable que

las células neoplasicas proliferen y escapen al control inmunitario.
*Mecanismo de accion de virus oncdgenos

Los virus oncogenos controlan una serie de cambios de conducta celular a
través de una cantidad limitada de informacion genética. Esto se logra por
medio de dos patrones generales, el virus oncégeno introduce un “gen
transformante” nuevo en la célula o bien el virus modifica la expresion de uno

0 varios genes celulares preexistentes.

En cualquiera de los dos casos, la célula pierde el control de la regulacion y
proliferacion normal. A menudo se modifican las vias de reparacion del DNA,

lo que provoca inestabilidad genética y un fenotipo mutageno.
*Susceptibilidad celular a las infecciones y transformacion viral

A nivel celular, las células del hospedero son permisivas (las cuales ayudan
a la replicacion viral y la produccion de una progenie viral) o no permisivas

para la replicacion de determinado virus.°
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Especialmente con los virus DNA, las células permisivas a menudo son
aniquiladas por la replicacion viral y no se transforman a menos que se
bloguee de alguna manera el ciclo de replicacion viral que provoca la muerte

de la célula hospedera; las células no permisivas se pueden transformar.

Una propiedad caracteristica de los virus RNA oncégenos es que no son
letales para las células en las que se multiplican. Las células que son

permisivas para un virus pueden ser 0 no permisivas para otro.

No todas las células del hospedero natural son susceptibles a la replicacion,

transformacion viral o ambas.
*Retencion del &cido nucleico del virus oncdgeno en una célula hospedera

La transformacion genética estable de una célula normal en una neoplésica
por lo general requiere de retenciébn de genes virales en la célula. Con
frecuencia, esto se logra por medio de la integracién de determinados genes

virales en el genoma de la célula hospedera.

En determinados sistemas virales, las células transformadas por virus
pueden liberar factores de crecimiento que modifican el fenotipo de las
células vecinas no infectadas, contribuyendo de esta manera a la formacién

de tumores. 10

1.6. Virus de papiloma humano

1.6.1. Estructura de VPH

El virus de papiloma humano (VPH) forma parte de un grupo de virus ADN
heterogéneo llamado papillomaviridae; es causante de multiples lesiones
hiperplasicas, verrucosas y papilomatosas de células epiteliales de piel y

mucosas. Tiene un tamafio aproximado de 50 nm de diametro. Su Unica
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molécula de ADN de doble cadena, presenta aproximadamente 8000 pares
de bases y codifica ocho regiones de lectura abierta (ORF: open Reading
frame), regiones tempranas (E), y tardias (L), encargadas de regular la
sintesis proteica temprana representada por E1, E2, E5, E6, E7; y las tardias

L1y L2; segln como se realiza la expresion en el ciclo de vida del virus.t12

Su capside forma un icosaedro constituido por dos proteinas: la mayor de la
capside (L1) y la proteina menor de la cipside (L2). La proteina L1 contiene
toda la informacion necesaria para el ensamblaje de la capside y la proteina

L2 se una al ADN viral para permitir su encapsidacion.!3

El genoma del VPH esté divido en tres regiones: una region reguladora no
codificada, denominada regién larga control (LCR), una region incluye genes
de expresion temprana y una region que contiene genes de expresion tardia.
Se han identificado mas de 100 tipos de VPH y mas de 20 tipos asociados a
infecciones en humanos, subdivididos en alto riego, riesgo intermedio y

riesgo bajo.'? Figura 1

Figura 1: Representacion simplificada del genoma de VPH. Es una molécula de ADN circular de doble
cadena, dividida en tres regiones, region larga de control (LCR), regién temprana que contiene a los
genes E1 a E8 y la region tardia que contiene a los genes L1y L2 los cuales constituyen la capside.4
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1.6.2. Transmisién de VPH

La transmision del VPH se da generalmente por el contacto directo
permitiendo asi su transferencia entre las células epiteliales; las vias de
transmision pueden ser: por contacto sexual (tomando importancia el numero
de parejas sexuales), por sangre, via perinatal o por autoinoculacion. Una
posible transmision del virus por medio de la saliva ha sido sugerida también

por algunos autores. 112
1.6.3. Replicacion de VPH

El VPH principalmente penetra al huésped por abrasiones el epitelio
estratificado plano de la lengua, donde inicia su ciclo infectando a las células
poco diferenciadas del epitelio y ahi comienza la transcripcion de sus genes.

Hay dos ciclos para la replicacién viral; uno es la infeccion litica en la que el
virus llega a las células parabasales con mucha capacidad de replicacion, se
introduce en el citoplasma y posteriormente en el nlcleo; y la infeccion
lisogénica aqui se ve afectado directamente el genoma celular, tal es el caso
del VPH de alto riesgo 16 y 18 respectivamente. Al alcanzar el nucleo celular
el virus se integra al genoma de la célula huésped, primordialmente con los

segmentos E6 Y E7.%?
1.6.4. Fisiopatologia de VPH

El queratinocito es el hospedador del VPH, y el ciclo de infecciébn se
encuentra relacionado a la diferenciacion del mismo. El virus penetra las
células supra basales del epitelio cervical, y produce por transcripcion los
inmuno-genes que le permiten alterar el sistema inmune de vigilancia del

hospedador, con lo que se inicia el proceso de la infeccion. Hay factores
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importantes en la resistencia del huésped como la inmunidad celular y la
inmunidad innata, esto es sugerido por el infiltrado de las células T y la
necrosis celular, que se observan en el lugar de regresion de las verrugas,
asi como la participacion de las células presentadoras de antigenos y la

estimulacion de citoquinas pro inflamatorias. 12

Una vez interiorizadas en las células, las particulas virales pierden su
capside y penetran en el nucleo. EI ADN viral aprovecha las capacidades de
division de las células basales y se duplica a la vez que el genoma celular,
después se transmite a las células hijas, donde se mantiene en forma
episomica. Esta etapa inicial de la infeccion esta controlada por los genes
precoces E1y E2.

Cuando estas células abandonan la capa basal, para que se produzca la
renovacion del epitelio, dejan naturalmente de dividirse y comienzan un

proceso de diferenciacion terminal.

La continuacién del ciclo por parte de estas células, se consigue gracias a las
proteinas virales E6 y E7, que son producidas en cantidades estrictamente
controladas en capas profundas e intermedias del epitelio. Estas proteinas
inhiben, estrictamente, las proteinas p53 y pRb, dos factores clave en la
regulacion del ciclo celular. Esta etapa es la fase proliferativa de la infeccion,
durante la cual el VPH amplifica su genoma y el numero de células
infectadas aumenta. Durante esta fase puede manifestarse clinicamente por

la aparicion de lesiones (condilomas, etc.).

Al final de la fase proliferativa, el genoma viral se encapsida. Las células
cargadas de viriones son reconocibles por la presencia de inclusiones
virales, denominadas coilocitos, que son patognomoénicas de la infeccion por
VPH.
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La salida de las particulas virales se produce por descamacion, cuando se
elimina la capa cornea superficial. Este mecanismo, que no provoca una
reaccion inflamatoria, interviene en las distintas estrategias desarrolladas por

el VPH para limitar, al maximo, su contacto con células inmunitarias.

De este modo, la mucosa es muy infectante y el riesgo de transmision muy
elevado. La duracién de la infeccion productiva es variable y depende de la
respuesta inmunitaria. Los papilomavirus, pueden resistir muchos afios en un
estado latente en el interior de algunas células de la capa basal y reactivarse

secundariamente, sobre todo en caso de inmunodepresion. 3
1.6.5. Mecanismo oncogénico de VPH

En el seno de la regiébn denominada precoz, tres proteinas (E5, E6, E7)
tienen un potencial cancerigeno en los VPH oncogénicos. Las oncoproteinas
E6 y E7, debido a que carecen de actividad enzimatica propia, ejercen sus

funciones asociandose a muchas proteinas de la célula huésped.
*Oncoproteina E6

Tiene numerosas dianas en el interior de la célula infectada. La interaccion
gue mejor se ha caracterizado corresponde a la proteina p53; la cual es un
factor de transcripcién que regula la expresion de muchos genes implicados
en el control del ciclo celular, la reparaciéon del DNA, la apoptosis y la

senescencia.

La interaccién entre E6 y p53, se realiza principalmente a través de la
proteina E6AP, la cual es capaz de formar un complejo entre E6 y p53, lo
que da lugar a la ubiquitinacion de este complejo y a su degradacion por el

proteasoma.
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E6 también puede interactuar con p53 mediante otros mecanismos.

La inhibicién funcional de p53, que solo es posible en los VPH oncdgenos,
tiene consecuencias importantes para la célula. La funcion principal de esta
proteina es vigilar la integridad celular. Si se detecta alguna anomalia, puede
detener el ciclo celular para reparar los dafios o causar la muerte de la célula

si las alteraciones no son reparables.

La inactivacién de p53 impide la apoptosis provocada tedéricamente por la
sintesis no programada de ADN, después del reinicio del ciclo de las células

infectadas por E7.

La inhibicion de la apoptosis por E6 favorece la aparicion de un estado de
inestabilidad gendmica y cromosdémica, marcada por la aparicion de
anomalias genéticas que no pueden controlarse por los mecanismos de
reparacion dependiente de p53. Estas alteraciones pueden contribuir a la

oncogénesis. 3
*Oncoproteina E7

La principal accién de E7 consiste en hacer que las células diferenciadas del
epitelio entren en ciclo celular para asegurar la replicacion del genoma viral y

las sintesis de estas proteinas.

Entre las distintas alteraciones inducidas por E7, las relacionadas en las
interacciones con los miembros de las proteinas Pocket (principalmente pRb)
son esenciales. La proteina supresora tumoral pRb es clave en la regulacién

del ciclo celular.

Esta proteina, se une a factores de transcripcion de la familia E2F y provoca

su inhibicién. La inactivacion de estos factores de transcripcién se opone a la

27



r

DETECCION DE VPH- 16, EBV Y CMV EN CARCINOMA ORAL .
DE CELULAS ESCAMOSAS “m COONTOLOGA

UNAM
1904

expresion de estos genes necesarios para pasar de la fase G1 a la fase S del
ciclo celular, y por tanto, a la replicacion del ADN celular y por extension, del
ADN viral. 13

1.7. Virus de Epstein- Barr

1.7.1. Estructura de EBV

Es un herpesvirus ubicuo que es el agente causal de la mononucleosis
infecciosa aguda y esta estrechamente relacionado con carcinoma

nasofaringeo, linfoma de Burkitt, linfoma de Hodkin y linfomas no Hodkin.®

Esta constituido por una molécula de ADN bicatenario de una longitud
aproximada de 172 kb que codifica aproximadamente unas 100 proteinas. La
molécula de ADN esta flanqueada en ambos extremos por un numero
variable de repeticiones terminales, cada una de ellas de una longitud

aproximada de 500 pb. Hay dos tipos principales de EBV (A'y B).>*® Figura 2

Enweiope protons

/ Ganomic DNA

Figura 2: Estructura del virus de Epstein- Barr1®
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1.7.2. Fisiopatologia y replicacién de EBV

La principal célula infectada por el EBV es el linfocito B, en los cuales se
pueden establecer estirpes celulares continuas, lo cual indica que las células

han sido inmortalizadas por el virus.

El EBV inicia la infeccion de los linfocitos B al unirse al receptor viral, que es
el receptor para el componente C3d del complemento (CR2 o CR21). Entra
de manera directa a un estado latente en el linfocito sin experimentar un
periodo de replicacion viral completa. Las caracteristicas distintivas de la
latencia son la persistencia viral, la expresion restringida del virus y el

potencial de reactivacion y replicacion litica.

La eficacia de la inmortalizacion del linfocito B por EBV es muy alta; cuando
el virus se une a una superficie celular, las células se activan para ingresar al
ciclo celular. Después, se expresa una gama limitada de genes de EBV y las
células pueden proliferar por tiempo indefinido. EI genoma de EBV lineal
forma un circulo y se amplifica durante la fase S del ciclo celular; la mayor
parte del DNA viral en las células inmortalizadas existe como episomas

circulares.

Los linfocitos B inmortalizados por EBV expresan diferentes funciones, como
la secrecién de inmunoglobulina. Los productos de la activacién de los

linfocitos B también se expresan.

En un determinado momento, muy pocas células en una poblacién
inmortalizada liberan particulas virales. La latencia se altera y el genoma de
EBV se activa para replicarse en una célula por diversos estimulos, como las
sustancias quimicas activadoras o el entrecruzamiento con las

inmunoglobulinas de la superficie celular.
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El EBV puede producir diversos trastornos linfoproliferativos. La expresion
del gen viral en estas células es limitada y varia desde solo EBNA1 hasta el
complemento completo de proteinas que se encuentran en los linfocitos B

con infeccién latente.®
Antigenos virales

Los antigenos virales de EBV se dividen en tres clases, con base en la fase

del ciclo vital del virus en la que se expresan:

1) Los antigenos de la fase latente se sintetizan en las células con
infeccion latente; estos comprenden los EBNA y los LMP. Su

expresion revela que hay un genoma de EBV.

2) Los antigenos iniciales son proteinas no estructurales cuya sintesis no
depende de la replicacién viral de DNA viral; la expresion de los

antigenos iniciales indica la presencia de replicacion viral productiva.

3) Los antigenos tardios son los componentes estructurales de la
capside viral y la envoltura viral. Se produce de manera abundante en

la célula sometida a la infeccién viral productiva.
*Infeccion primaria

Suele transmitirse por saliva infectada e inicia una infeccion en bucofaringe.
La replicacion viral ocurre en las células epiteliales de la faringe y las
glandulas salivales. Los linfocitos B infectados difunden la infecciéon desde la

bucofaringe hasta todo el organismo.
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*Reactivacion a partir de la latencia

Se pueden presentar reactivaciones de las infecciones latentes por EBV,
segun se pone de manifiesto por un incremento de las concentraciones del
virus en la saliva y en el DNA de los eritrocitos, lo cual puede ser
asintomatico desde el punto de vista clinico. Se sabe que la inmunosupresion

reactiva la infeccion, a veces con consecuencias graves.®
1.7.3. Mecanismo oncogénico de EBV

El virus de Epstein- Barr es un virus linfotropico que, es capaz de
permanecer en el tejido linfoide y de tener capacidad oncdgena, ya que
algunas de las proteinas que codifica pueden alterar la regulacién del

crecimiento celular.

Al contrario de lo que sucede con el virus de papiloma humano, no parece
que el EBV inactive a los genes supresores de tumor. Mas bien, estimula la
expresion de ciertos antigenos viricos en las células. Efectivamente, el
desarrollo de tumores en personas inmunodeprimidas se relaciona con ocho

de los cien genes que codifica el virus.

Estos ocho genes codifican seis antigenos nucleares (EBNA) y dos proteinas
latentes de membrana (LMP). Uno de los EBNA, el 2, y uno de los LMP-1,
induce la activacion de los linfocitos y la proliferacién celular.

En el caso del carcinoma nasofaringeo, existe una integracion clonal, asi
como elevacion de anticuerpos frente a los antigenos de la capside virica. En
el desarrollo de linfomas de células B en sujetos inmunodeprimidos, a

expresion de antigenos viricos como LMP-1 permanece aumentada.
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La observacion de que algunos procesos tumorales regresan cuando se
produce el tratamiento inmunodepresor demuestra que el crecimiento celular
dirigido por EBV es sensible a la regulacion inmunitaria. Es decir,
generalmente, en la aparicion o no de los procesos tumorales influye un

factor principal, que es la capacidad de respuesta del sistema inmunitario.®

1.8. Citomegalovirus

1.8.1. Estructura de CMV

Los citomegalovirus son herpes obicuos que constituyen causas frecuentes
de enfermedad humana; tienen el maximo contenido genético de herpesvirus

humano. Su genoma de DNA tiene una longitud aproximada de 240 kbp.(9)

Forma parte del grupo de los herpesvirus beta y presenta un DNA de doble
hebra, es un virus grande y se replica en el nucleo celular. Se trata ademas
de un virus con especificidad de especie que causa enfermedades similares

en distintos animales.’ Figura 3

Viral capsid

Glycoprotein
Tegument

ds DNA

Membrane

Figura 3: Estructura de Citomegalovirus!8
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1.8.2. Fisiopatologia de CMV

El citomegalovirus se considera hoy en dia uno de los virus causantes de
mortalidad y morbilidad en pacientes inmunodeprimidos, especialmente en
trasplantados. Ello reflela como las alteraciones debidas al estado de
inmunosupresion de estas personas hacen que su sistema inmune sea
incapaz de contener la replicacion del virus, basicamente por pérdida de la
funciébn de los linfocitos T. En el marco de la respuesta celular, hay
evidencias de que las células Natural Killer (NK), los linfocitos B y los
linfocitos T CD4+ y CD8+ juegan un papel importante protegiendo el

organismo frente al CMV.

La respuesta humoral, por su lado, se dirige principalmente hacia la
glicoproteina B de la cubierta y los anticuerpos neutralizantes son
probablemente importantes en el control de la propagacion del virus a través
de la sangre. Las proteinas de tegumento virico, incluyendo la pp28 (UL99),
pp65 y ppl50 desencadenan una respuesta de anticuerpos intensa y
duradera, pero estos anticuerpos son incapaces de reaccionar con la
superficie de viriones y células infectadas y tienen una importancia limitada

en la respuesta protectora.'®

1.8.3. Mecanismo oncogénico de CMV

Aunque el citomegalovirus generalmente no se considera un virus
oncogeénico, la infeccion por CMV se ha visto implicada en enfermedades
malignas de diferentes entidades cancerosas. Sobre la base de hallazgos

experimentales, se ha desarrollado el concepto de "oncomodulacion” para
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explicar mejor el papel del CMV en la neoplasia. Oncomodulacion significa
que CMV infecta las células tumorales y aumenta su malignidad de una
manera que no implica la transformacion directa. Postulamos que las células
tumorales proporcionan un entorno genético, caracterizado por alteraciones
en las vias de sefalizacion intracelular, factores de transcripcion y proteinas
supresoras tumorales, que permiten al CMV ejercer su potencial

oncomodulador, aunque no se puede manifestar en células normales.

Segun este concepto, se propuso CMV para ser un objetivo terapéutico en
una fraccion de pacientes con neoplasias. Sin embargo, la relevancia clinica

de la oncomodulacion inducida por CMV aln no se ha aclarado.

La oncomodulacién inducida por citomegalovirus humano puede ser el
resultado de la actividad de las proteinas reguladoras del virus y del ARN no
codificante, que influyen en las propiedades de las células tumorales, incluida
la proliferacion celular, supervivencia, invasion, produccion de factores
angiogénicos e inmunogenicidad. Como resultado, la infeccibn por CMV
puede conducir a un cambio a un fenotipo mas maligno de las células

tumorales y la progresion tumoral.

En células infectadas con CMV, se inhibe la expresion de las ciclinas D1y A,
aunque estan presentes las caracteristicas de la fase S, que incluyen la
sobreproduccion de pRB, la activacion de ciclina E y ciclina A, y la expresion

de muchos genes de fase S.

En las células con mecanismos de control del ciclo celular alterados (como
las células tumorales), la funcion de las proteinas reguladoras del virus
puede depender del contexto interno de las células tumorales. En
fibroblastos normales que expresan p53 de tipo salvaje, la proteina IE1-72 de

CMV no puede expulsar las células de la inactividad, mientras que IE1-72
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puede inducir la fase S y retrasar la salida del ciclo celular en células

deficientes en p53. 1°

1.9. Caracteristicas clinicas

El carcinoma oral de células escamosas es precedido generalmente por
lesiones de la mucosa premalignas (displasicas) clinicamente visibles que
aparecen como leucoplasia, que es un término clinico que se refiere a una
mancha blanquecinas en cavidad oral y corresponde a la presencia de
queratina superficial, la cual varia de espesor y su superficie puede ser entre
granular nodular a fisurada. También clinicamente podemos encontrar

eritroplasias, la cuales se refiere a manchas de tono rojizo en mucosa bucal.

Estas lesiones blancas y rojas con frecuencia, pero no siempre, tienen
evidencia histologica de la displasia; siendo la eritroplasia mucho mas

probable asociada con displasia o carcinoma.

Durante la progresion de la neoplasia, estas lesiones pueden evolucionar
hacia la expansion, las ulceras que no cicatrizan. La invasién tumoral es
anunciada por el sangrado, movilidad dental, disfagia, disartria, odinofagia o

masa palpable en el cuello.

El aspecto clinico de los carcinomas invasivos es muy variable, desde las
lesiones ulceradas deprimidas a masas fungosas. Aproximadamente el 30 %
de los pacientes con COCE presenta diseminacion en ganglios linfaticos

regionales/cervicales. 2°

Sin embargo, el hallazgo mas frecuente es el de una tumoracion indurada y
ulcerada, o de una ulcera dolorosa o no, acompafiada a menudo de
adenopatias cervicales. EI COCE en estadio avanzado puede presentarse

bajo tres formas clinicas (figura 4).2°
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CARACTERISTICAS

Exofitico Crecimiento en forma vegetante, hacia

afuera. Tumefaccion de superficie

irregular y dura a la palpacion.

Endofitico Tipica ulcera neoplasica, de forma
irregular, bordes evertidos y fondo
sucio. Dureza a la palpacion vy
sensacién de infiltracién en los tejidos

profundos.

Mixto Asociado a las dos formas anteriores

Figura 4: Formas clinicas en estadio avanzado de COCE

El tamafio de las lesiones es variable y oscila entre unos milimetros y varios
centimetros en los casos avanzados. En general las lesiones asintomaticas
suelen ser de tamafio reducido y, a medida que aumentan sus dimensiones,
pueden provocar la aparicion de sintomas, fundamentalmente dolor,

hemorragias, parestesias, halitosis.® Figura 5
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Figura 5: Aspecto clinico de COCE en borde lateral de lengua. Imagen A. Fotografia de presencia de
una ulcera con zonas mixtas de leucoeritroplaquia. Imagen B. Fotografia de leucoeritroplaquia en

borde lateral derecho de Iengua.21

*Caracteristicas radiologicas

La evaluacion radiolégica se utiliza principalmente para fines de ensayo. TC,
resonancia magnética y la tomografia por emision de positrones, en
ocasiones se utilizan para determinar la extension de la invasion local y la

presencia de metastasis a los ganglios linfaticos regionales o distantes.?°

1.10. Histopatologia

La displasia se refiere a alteraciones neoplasicas del epitelio de la superficie
antes de la invasion de la submucosa. Estos cambios incluyen la
organizaciéon celular anormal, aumento de la actividad mitdtica vy
agrandamiento celular con pleomorfismo. Aunque la terminologia varia,

encontramos tres tipos principales (figura 6,7). 2°
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Displasia severa/

Displasia | ever
carcinoma in situ

Displasia
moderada

leve

* Limitado a
dos tercios
inferiores

del epitelio

¢ Limitado al
tercio

inferior del

epitelio

* Implica todo
el espesor
del epitelio

Figura 6: Clasificacion de displasias segun los tercios de celulas atipicas presentes.

Figura 7: Tipos de displasias en COCE. Imagen A. Displasia leve con cambios atipicos en tercio inferior
del epitelio. Imagen B. Displasia moderada con células atipicas presentes en un maximo de dos tercios
de epitelio. Imagen C. Displasia severa/carcinoma in situ con células que implican el espesor del
epitelio.
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Con la progresion, las células invaden a través de la membrana basal. Con el
crecimiento del tumor avanzado, nidos tumorales invaden el musculo
esquelético y huesos craneofaciales; con frecuencia se desarrolla una

invasion del espacio linfovascular y perineural.

El grado del tumor en el COCE varia de bien a mal diferenciado. Carcinomas
bien diferenciados muestran diferencia escamosa robusta por la
interconexién de nidos de células con citoplasma rosa, puentes intercelulares
y formacion de perlas de queratina. En el otro extremo, los tumores
pobremente diferenciados muestran poca diferenciacion escamosa madura.
Sin importar el grado del tumor, nidos infiltrantes de COCE tienden a
provocar una reaccion fibrética prominente con acogida del estroma

(desmoplasia).

Ciertas variantes de COCE se apartan de la apariencia atipica de COCE
convencional, a excepcion de la variante verrocosa, todos estos pueden

ocurrir en la orofaringe como resultado de VPH (figura 8).2°
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*Presente como masa exofitica con superficie verrugosa e
hiperqueratdsica. Engrosamiento notable del epitelio
escamoso con abundante hiperqueratosis y paraquetosis.

Variante *Células tumorale_s no i_nf_ringen contra _Ia mer_nb_rana basal,

carece de cualquier atipia, muestra mitosis limitada (zona

\Vs1daU[efefsts@ basal), no tiene potencial metastasico.

« Comun en orofaringe. Caracterizada por un
prominente componente exofitico de papilas.

Variante B Las frondas papilares estan difusamente revestidas
papilar

por células escamosas manifiestamente malignas.

» Presente como masa exofitica, biselada.
Caracterizada por laminas de células fusiformes y/o
pleomorficas.

» Generalmente mezcladas con un componente de
carcinoma escamoso invasivo tipico.

« Comun en orofaringe. Caracterizada por la expansion
de los l6bulos de células basaloides hipercrométicas,
redondas, que tienen un patrén de “rompecabezas’,
hialinizado, estroma nodular, y solo afecta areas de
diferenciacion escamosa madura.

» Observada con poca frecuencia. Se define por la
presencia de carcinoma de células escamosas
mezclado con glandulas verdaderas, redondeadas

Variante gue estan casi, pero no siempre, asociadas con la

L[l produccion de mucina.

Figura 8: Variantes de COCE
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1.11. Prondéstico

La tasa de supervivencia global a 5 afios de COCE es ~50%. Sin embargo, la
etapa en la que sea diagnosticado el tumor determina en gran medida el
resultado: COCE etapa | se asocia con tasa de supervivencia de hasta un
90%, sin embargo, esto se reduce a 30% para el nivel local o regional
avanzado de la enfermedad (estadio Il o 1V). En con traste el COCE; en
contraste, el carcinoma de células escamosas en orofaringe tiene dos tipos,
aguellos pronésticos definidos relacionados con el VPH de alto riesgo y los
qgue no lo son. El anticuerpo pl6 es un marcador sustituto eficaz para la
infeccion por VPH. La supervivencia global a los 5 afios para los casos de p-
16 positivos es ~80% en comparacion con 50% para aquellos de los que son

negativos.?°

1.12. Tratamiento

Las opciones de tratamiento son muy variables y dependen de muchos
factores, incluyendo el tamafio y localizacién del tumor primario, extendido a
los ganglios linfaticos regionales o sitios distantes, y la capacidad del

paciente para tolerar el tratamiento.

Para COCE, la cirugia primaria es el tratamiento estandar. Radioterapia y
quimioterapia como adyuvantes, se utilizan a menudo para la enfermedad en
etapa mas avanzada. El tipo de tratamiento depende en gran medida de la
institucion; pero la terapia de radiacion de intensidad modulada parece dar

un mejor pronostico con tumores asociados a VPH.?°
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad la aparicion de carcinoma oral de células escamosas en
pacientes jovenes ha ido en aumento significativo. En este grupo de
pacientes, los factores de riesgo habituales han sido negados, lo que nos
hace considerar una posible exposicién a diferentes agentes causales de la

enfermedad.

Existen pocos estudios acerca de la influencia de determinados virus en el
proceso carcinogénico; en especifico del COCE. Sin embargo, hay evidencia
que sugiere que la presencia de VPH- 16, EBV y CMV. influye de manera
importante en el desarrollo de la enfermedad; por lo cual al realizar deteccion
estos virus en muestras de distintos grados de diferenciacidon histolégica,
podremos describir si existe relacidn con su presencia y el desarrollo de la

enfermedad.
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3. OBJETIVO

Identificar la presencia de VPH- 16, EBV y CMV en tres casos clinicos de

carcinoma oral de células escamosas.
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4. JUSTIFICACION

Debido al aumento en casos de carcinoma oral de células escamosas en
pacientes jovenes y el reporte de nuevos factores etiopatogénicos, se ha
iniciado la busqueda acerca de la asociacion del potencial oncogénico de
algunos virus, tales como VPH-16, EBV y CMV en relacion al desarrollo de la
enfermedad y su posible inclusion en la terapéutica como adyuvante ante el
COCE. Por lo cual es importante detectar su presencia a través de los

métodos pertinentes.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Materiales y equipo
Inmunohistoquimica
e Xilol y alcohol a diferentes concentraciones (100%, 90%)
o Buffer de citratos 0.01M
e PBS (solucion buffer de fosfatos)
e Blogueador de peroxidasa endogena (BioSB Ref. BSB 005)
e Anticuerpo primario anti VPH 16 (BioSB Ref. BSB-5657)
e TBS (solucion buffer Tween)

e Sistema de visualizacién/Anticuerpo secundario, HRP y DAB (BioSB
Ref. 005)

e Horno de microondas ( LG Mod. MH1143SR/00)
¢ Hematoxilina de Mayers
¢ Resina hidrofébica para montaje (Entellan Ref. 4111)
e Microscopio (Zeizz- ICS standard 25)
Extraccion de DNA gendmico
¢ Relia Prep FFPE gDNA Mini prep System (Promega Cat. A2351)
e Termobloque (Select Bioproducts Mod. SBD110)
e Campana (Edge Gard Mod. EG3252)
e Microcentrifuga (bio RAD Mod. 14K)

e Nanodroop 2000
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Ensayo de PCR
e Access RT-PCR system (Promega Cat. A1250)
e Termociclador (Axygen Mod. Maxygene II)
e Agarosa al 4%
e Camara de electroforesis frontal (Sigma techware Mod. P5254-1)
e Gel de electroforesis con agarosa
e Buffer TAE
e Bromuro de etidio

e Sistema de fotodocumentacion (Axygen GDS)

Poblacién

La muestra estuvo conformada por 3 biopsias provenientes de pacientes con
diagnéstico histologico de carcinoma oral de células escamosas,
recolectadas en el servicio de diagndéstico histopatologico del Departamento
de Patologia y Medicina Bucal y Maxilofacial de la D.E.P.e.l, F.O, UNAM. Las

caracteristicas y localizacion de las muestras tomadas, fueron las siguientes:

LOCALIZACION GRADO DE

DIFERENCIACION

54 afios Femenino Dorso de lengua  Poco diferenciado
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52 afios Femenino Borde lateral de Moderadamente
lengua diferenciado

84 aros Femenino Borde lateral de Bien diferenciado
lengua

Se confirm6 el diagndstico histolégico del reporte de un patologo
experimentado (CMRM).

Inmunohistoquimica

Se obtuvieron cortes a 4 pum en laminillas silanizadas para su posterior
desparafinado y rehidratado de forma convencional en xilol y etanol en
concentraciones descendentes. Se realizd la recuperacion de antigenos
colocando buffer de citratos 0.01M, seguido de un proceso de ebullicion
durante 4 minutos a potencia 70 en horno de microondas, para
posteriormente dejarlo enfriar a temperatura ambiente. Se realizaron 3
lavados con PBS durante 3 minutos cada uno, se delimit6 con lapiz
hidrofébico alrededor de la muestra para la posterior colocacion de

blogueador de peroxidasa endégena durante 10 minutos.

Sumergimos en solucién PBS haciendo 3 lavados durante 3 minutos, se
agregd el anticuerpo primario anti VPH 16 e incubacion durante toda la

noche en refrigeracion a 4° C.

Se sumergen muestras en solucion TBS realizando 3 lavados durante 3

minutos cada uno, se coloca el anticuerpo secundario durante 10 minutos a
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temperatura ambiente, para el posterior lavado en solucion TBS realizando 3

lavados durante 3 minutos cada uno.

Se coloco peroxidasa de rdbano (HRP) durante 10 minutos, 3 lavados en
solucion TBS durante 3 minutos cada uno. Se aplico DAB durante 5 minutos;
previa dosificacion (1ml de buffer DAB — 1 gota de cromdogeno);
posteriormente se lavd con agua corriente y se realizdé un lavado durante 5

minutos con agua desionizada.

Se contratifieron las muestras con hematoxilina de Mayers durante 5 minutos
y se lavé el mismo tiempo con agua corriente. Se deshidrato y aclaro en
grados ascendentes de etanol y xilol. Finalmente, se colocé resina
hidrofébica para montaje del cubreobjetos.

Extraccion de ADN

Para realizar la extraccion de ADN, se siguid el protocolo segun las
recomendaciones del fabricante del kit Relia Prep FFPE gDNA Mini prep
System.

Se obtuvieron 5 cortes de 10 um colectados en un tubo Eppendorf estéril de
2 ml; posteriormente se agregaron 300 ul de aceite mineral y se incub6 a 80°
C por 1 minuto en termobloque; enseguida se colocaron 200 pl de buffer de
lisis en el cual se agregaron 5 ul de colorante azul centrifugando a 10,000

revoluciones por 15 segundos a temperatura ambiente.

Se agregaron 20 pl de proteasa K para colocar en el termobloque a 56° C

durante 1 hora, reajustando la temperatura a 80°C durante 5 horas.

Se agregaron 10 pl de RNAasa a cada uno de los tubos en la fase clara libre

de aceite mineral, incubandolas a temperatura ambiente durante 5 minutos.
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Se agregaron 220 pl de buffer BL y 240 pl de etanol (95 - 100%),
centrifugando a 10,000 revoluciones durante 15 segundos; obteniendo asi la
separacion de la fase acuosa y la fase oleosa en cada uno de los tubos, se
centrifugd a 10,000 revoluciones durante 30 segundos para posterior
desecho de remanente. Se colocaron 500 pl de solucion de lavado,
centrifugado de 10,000 revoluciones durante 30 segundos, desechando el
remanente; repitiendo este paso en 2 ocasiones mas. Centrifugamos a
14,000 revoluciones durante 11 minutos con las tapas de los tubos abiertas,
agregamos 30 - 50 ul de buffer de elusién y centrifugamos a 14, 000
revoluciones durante 2 minutos. Se refrigera a una temperatura de — 30° C -
-10°C.

Ensayo de PCR

Para realizar la identificacion de EBV y CMV, se siguio el protocolo segun las
recomendaciones del fabricante del kit Access RT-PCR system. Las
secuencias empleadas de los primers para EBV y CMV fueron las siguientes:

Nombre oligo Secuencia

LMP1 EBV-us TGAACACCACCACGATGACT 50nmol
LMP1 EBV-ds GTGCGCCTAGGTTTTGAGAG
CMVUL44-us ATCTAGATTTCGGCGTGGTG  50nmol
CMVUL44-ds GTGGAAACTGACGCGGTTAT
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Se realizaron 40 ciclos de amplificacion, resolviendo en un gel de agarosa al
4 % con buffer TAE y bromuro de etidio como colorante. La visualizacion se

realizé en el fotodocumentador Axygen GDS.
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6. RESULTADOS
Descripcion histoldgica
Laminillas Hy E
Bien diferenciado

En los cortes histolégicos examinados se observa una neoplasia de extirpe
epitelial, constituida por células escamosas que presentan pleomorfismo
celular y nuclear; asi como hipercromatismo nuclear. Queratinizaciones
individuales que invaden en el tejido conjuntivo fibroso denso en forma de
islas, distinguiendo perlas de queratina y areas de necrosis tipo comedo,
presenta infiltrado inflamatorio crénico linfoplasmocitario severo y difuso,

hacia la base observamos tejido muscular, nervioso y tejido adiposo maduro

(figura 9).

Figura 9: Tincion de H y E de COCE bien diferenciado. Imagen A. Fotomicrografia a 40X.
Fotomicrografia a 100X.™P
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Moderadamente diferenciado

En los cortes histolégicos examinados se observa una proliferacion de
células epiteliales, que se hayan infiltrado en el tejido conjuntivo fibroso
denso dispuesto en islas. Las células muestran pleomorfismo celular y
nuclear, hipercromatismo y abundantes figuras micéticas. Se observan
también perlas de queratina y un infiltrado inflamatorio crénico severo y
difuso. Hacia la base se observa tejido muscular estriado, escamoso

estratificado queratinizado con zonas de edema intracelular (Figura 10).

Figura 10: Tinciéon de H'y E de COCE moderadamente diferenciado. Imagen A. Fotomicrografia a 40X.
Fotomicrografia a 100X.FP

Poco diferenciado

En los cortes histolégico examinados se observan células epiteliales
neoplasicas con pleomorfismo celular y nuclear, perdida de la relacién
ndcleo- citoplasma, mitosis aberrantes y mitosis abundantes. Se identifica
epitelio superficial escamoso estratificado, donde se identifica una pérdida de
la continuidad. Hacia la base se observa un infiltrado inflamatorio severo

linfoplasmocitario, musculo y vasos sanguineos (Figura 11).
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Figura 11: Tincion de H y E de COCE bien diferenciado. Imagen A. Fotomicrografia a 40X.
Fotomicrografia a 100X.FP

En los tres casos clinicos con distintos grados de diferenciacion histolégica
pudimos encontrar presencia de VPH-16 en distintas zonas, representadas

en las siguientes imagenes:

Bien diferenciado

a
N A FRon
NI RN TV M- SR (S

Figura 12: Inmunohistoquimica de COCE bien diferenciado. Imagen A. Fotomicrografia a 40X. Imagen
B. Fotomicrografia a 100X, flechas indican células positivas a VPH-16. FP
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Moderadamente diferenciado

Figura 13: Inmunohistoquimica de COCE moderadamente diferenciado. Imagen A. Fotomicrografia a
40X. Imagen B. Fotomicrografia a 100X, flechas indican células positivas a VPH-16. 7P

Poco diferenciado

Figura 14: Inmunohistoquimica de COCE poco diferenciado. Imagen A. Fotomicrografia a 40X. Imagen
B. Fotomicrografia a 100X, flechas indican células positivas a VPH-16. FP

La cantidad estimada de células VPH-16+ para el COCE bien diferenciado
fue de 8 células, para el moderadamente diferenciado fue de 3 células y para

el poco diferenciado fue de 9 células.
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Ensayo de PCR

En analisis génico para la deteccion de los virus CMV y EBV por medio de

PCR, no indico presencia de material viral en el ADN gendmico (figura 15).

Figura 15: Gel de agarosa al 4% tefiido con bromuro de etidio, donde no se observa ningun caso de
positividad genémica viral. P
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7. DISCUSION

En el presente trabajo se recolectaron tres muestras de carcinoma oral de
células escamosas en lengua (un bien, un moderado y un pobremente
diferenciado). Todas las muestras fueron de pacientes de género femenino
con un promedio de edad mayor a los 50 afios (63.3 afios); esto concuerda
con los reportado por Meza y col.? cuyo trabajo describe la frecuencia de
COCE entre la quinta y la séptima década de vida; ademas de sefalar a la
lengua como el sitio mas comudn en donde podriamos encontrar esta
neoplasia. La edad avanzada y los factores de riesgo tales como el tabaco y

alcohol son los mas comunes en la poblacién que

presenta el COCE. En relacion al género, existen diversos reportes que
todavia sugieren mayor frecuencia en el género masculino, sin embargo,
debido a los cambios conductuales y de exposicion a los factores de riesgo,
otros autores reportan frecuencias similares entre los dos géneros, tal como

Bozay cols. en el 2016.2

La deteccién de VPH-16 por inmunohistoquimica es una estrategia valida. En
nuestro estudio observamos similar cantidad de células VPH positivas en el
COCE bien diferenciado y poco diferenciado. Guillison y Cols.?? consideran
que esta es una variable de gran interés debido a la controversia que existe
en cuanto a la asociacion de VPH en el proceso oncogénico de COCE, ya
gue en otros tipos de cancer su papel ya ha sido demostrado ampliamente.
Existen reportes que indican que mas del 50% de los carcinomas
provenientes de orofaringe, particularmente de tonsilas palatinas y base de
lengua, contienen VPH oncogénico; lo que nos hace pensar en la relacion
gue existe de la presencia de VPH en especial subtipo 16 como factor

etiologico de la enfermedad. En este estudio se seleccioné intencionalmente
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a los tres casos de la zona anatomica de lengua, para poder contrastar estos

datos.

Existen otras estrategias para detectar y tipificar a los diversos virus del
papiloma, ya que existen mas de 120 subtipos. La estrategia mayormente
utilizada es el PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). EI PCR consiste
en extraer material genético (ADN) para su amplificacién especifica por
medio de sondas o primers que son secuencias de nucledtidos que se unen
especificamente al gen que se buscar detectar y amplificar. Esta estrategia
fue empleada para detectar la presencia de CMV y EBV en los tres casos de
COCE. Nuestros resultados sugirieron que en ninguna de las muestras
obtuvimos positividad viral en el ADN gendmico. Veitia y cols. identificaron
EBV en un alto porcentaje de sus muestras de COCE estudiadas,
relacionandolo con un estadio avanzado y prondostico reservado, ademas de
sugerir que la presencia de EBV es un posible cofactor de riesgo para el
desarrollo del COCE. Respecto al CMV, aun no se ha comprobado
totalmente su accidn oncogénica, no obstante, se sabe que al infectar a la
célula puede generar cambios en el ciclo celular que predispongan

mutaciones oncogénicas.
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8. CONCLUSION

Al realizar la recoleccion de resultados podemos concluir que la frecuencia y
localizacion de COCE coincide con lo reportado en la literatura, asi como la

incidencia en cuanto a género y edad.

El virus de papiloma humano subtipo 16 fue detectado en la totalidad de las
muestras, lo que nos hace pensar en que es una variable de interés para el

estudio del proceso oncogénico de COCE.

Por su parte, EBV y CMV al no ser encontrado en ninguna de las muestras
evaluadas, difiere con algunos reportes en los cuales los refieren como
posibles cofactores de riesgo para COCE. Son necesarios nuevos estudios
para continuar avanzando en el conocimiento de la relacién de los virus con
el proceso de la enfermedad. De esta manera, estos estudios podrian ser
utilizados en la optimizacion de protocolos de salud e inclusion de antivirales

en el tratamiento de pacientes con esta patologia.
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