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Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue
detectar y tipificar el virus del papiloma humano
en neoplasias epiteliales malignas de cavidad bucal,
y comparar los tipos hallados con los de mayor
incidencia y mas vinculados con neoplasias malig-
nas de mucosa genital.

Se analizaron dos tipos de muestras: las primeras
obtenidas através de hisopados bucales de pacien-
tes con diagndstico presuntivo o confirmado de
neoplasias epiteliales malignas de cavidad bucal,
que concurrieron al Servicio de Cabezay Cuello
del Instituto de Oncologia “Angel Roffo” Buenos
Aires y las segundas, obtenidas de biopsias inclui-
das en tacos de parafina, de pacientes diagnostica-
dos en el Servicio de Patologia y Citodiagnéstico
del Hospital “J. R.Vidal”, Corrientes. Para ello se
aplicaron técnicas de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y PCR - RFLP

Los resultados obtenidos indicaron que existe un
38% de infeccion por HPV en las muestras ana-
lizadas, de las cuales la mayoria presentaban baja
cargaviral,y s6lo 6 casos pudieron ser tipificados,
dando patrones indeterminados.

Palabras Claves
HPV, PCR RFLP, carcinoma epidermoides.

Summary

The purpose of this study was to detect and
to genotype the human papillomaviruses in malig-
nant oral tumours and compare them with the
most frequently detected HPV types in malignant
genital tumours.

Two kinds of samples were analyzed: one of them


mailto:virrosende@yahoo.com.ar

Revista Facultad de Odontologia | UNNE

obtained through oral scraped from patients
with presumptive or confirmed malignant oral
tumours diagnostic, detected at the Head and
Neck Department from “Angel Roffo” Institute
of Oncology, Buenos Aires. And the other,
obtained from paraffin-embedded biopsy speci-
mens from patients diagnosed at the Pathology
and Citodiagnostic Department from “J.R.Vidal”
Hospital, Corrientes. To get them polymerase
chain reaction technique and PCR-RFLP were
used.

The results obtained indicate that exists a
38% of HPV infection in the analysed samples, and
most of them presented low viral charge, only 6
samples were able to be genotyped and undeter-
mined patterns were given.

Keywords
Human papillomaviruses, PCR- RFLP, malignant
oral tumours.

Resumo

O objetivo desta pesquisa foi detectar e
caracterizar o virus do papiloma humano em
neoplasias malignas epiteliais da cavidade oral, e
comparar as taxas encontradas com maior inci-
dencia e mais associadas com neoplasias malignas
na mucosa genital.

Foram analisados dois tipos de amostras; a pri-
meira, obtida através de zaragatoas bucais de
pacientes com diagndstico presuntivo ou con-
firmado de neoplasias malignas epiteliais da cavi-
dade oral, que participaram do Servigo de Cabega
e Pescogo do Instituto de Oncologia “Angel
Roffo” Buenos Aires e em segundo lugar, obtido
a partir de bidpsias incluidas em blocos de para-
fina de pacientes diagnosticados na Patologia e
Citodiagnéstico do Hospital J. RVidal, Corrientes.
Para isso, foram aplicadas técnicas de reagao em
cadeia (PCR) e PCR - RFLP

Os resultados obtidos mostraram que existe 38%
de infecgao por HPV em amostras, das quais a
maioria tinha baixa carga viral e apenas seis casos
foi possivel estabelecer, dando indeterminado.

Palavras chaves
HPV, PCR RFLP carcinoma de células escamosas.

Introduccién

El rol de los virus en la etiologia del cancer

oral es materia de especulacion desde hace largo
tiempol
Ha quedado muy bien establecida la intervencién
de algunos virus en la aparicion espontanea del
cancery en la induccién experimental de éste en
animales, pero a pesar de las importantes aso-
ciaciones epidemioldgicas entre estos agentes
infecciosos y diversas neoplasias humanas, todavia
no se ha demostrado de manera inequivoca que
algun virus sea el causante primario de un cancer
humano2
Silverman divide a los virus que tienen potencial
oncogénico conocido en dos grupos: los herpes-
virus y los papillomavirusl De los grupos virales
mencionados es tema de nuestra investigacion el
virus del papiloma humano (HPV).
El objetivo de la presente investigacion fue detec-
tar y tipificar el virus del papiloma humano en
neoplasias epiteliales malignas de cavidad bucal,
y comparar los tipos hallados con los de mayor
incidencia'y maés vinculados con neoplasias malig-
nas de mucosa genital.

Revision de Antecedentes

Generalidades del virus

Los HPV estdn extendidos en toda la
poblacién, produciendo tumores epiteliales
de la piel y las membranas mucosas3 Son virus
epidermotropos4
Componen el género papillomavirus de la familia
papovaviridae, son virus sin envoltura de 50-55
nm de diametro con una capside icosahédrica
formada por 72 capsOmeras de distribucion obli-
cuas que encierran un genoma de DNA circular
de doble cadena63
Hasta el presente se han identificado al menos
100 tipos de HPV7y se reconocieron muchos
otros, en un trabajo sobre vacunas contra HPV se
menciona mas de 130 genotipos8 De los cuales
24 tipos se asocian a lesiones oralesQ Los HPV
son huésped-especificos y cada tipo se asocia
en gran medida con un proceso histopatologico
particular3
Los diferentes tipos se clasifican en tres grupos
de acuerdo a su potencial oncogénicoy al tipo de
lesion que producen® basandose en neoplasias
intraepiteliales cervicales. Bonnez y varios auto-



res los agrupan en los de mayor riesgo HPV tipos
16y 18 los de riesgo intermedio HPV tipos 31,
33, 35, 39,45,51 y 52 y los de menor riesgo los
tipos 6, 11,42 y otros 3M

Patogénesis

La patogenia de la enfermedad por HPV ha
sido analizada por varios autores13 5 El ciclo de
vida del virus del papiloma humano difiere del
de otros virus de la familia, ya que este virus re
quiere infectar las células epiteliales de epidermis
0 mucosas gque tiene la posibilidad de proliferar
(capa basal)IZ Aungque se conoce poco sobre el
primer estadio de la infeccién por HPV, se supone
que el ciclo replicativo del virus comienza con el
ingreso de particulas dentro del estrato germina-
tivo. A medida que las células basales se diferen-
cian y progresan hacia la superficie del epitelio, el
DNA del HPV se replicay se transcribe y las par-
ticulas virales son ensambladas en el nucleo. Por
ultimo, los viriones completos se liberan cuando
los queratinocitos muertos se descaman.

Epidemiologia y manifestaciones clinicas de
la infeccién

Las lesiones pueden observarse clinicamente
entre 3 semanas a 8 meses después de la infec-
cion y suelen presentarse como proliferaciones
epiteliales conocidas como verrugas, resultado de
la estimulacion viral de la proliferacion celular8
La infeccion por HPV es inicialmente asintoma-
tica y la transmisidon puede ocurrir en la etapa
preclinica?. Se ha detectado HPV en mucosa oral
normalig
El HPV puede producir lesiones benignas y malig-
nas a nivel de cavidad bucal. Dentro del grupo
de las benignas, se encuentran el papiloma plano,
las verrugas vulgares, el condiloma acuminado,
la enfermedad de Heck o Hiperplasia Epitelial
Focal, y actualmente se lo vincula con las leuco-
plasias, como agente causante o como coinfec-
cion. Dentro del grupo de las lesiones malignas,
produce carcinoma verrugoso y es un cofactor
en la produccién de carcinomas epidermoides
bucales.
El carcinoma epidermoide es la enferme-
dad maligna mas comin en la cavidad bucal.
Generalmente se presenta en labio inferior,
lengua y piso de boca. Segun sus caracteristicas
macroscépicas puede ser de tres tipos: exofitico
superficial, infiltrativo/ulcerativo y fungoidel
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El carcinoma verrugoso es una variante del car-
cinoma espinocelular bien diferenciado, repre-
senta el 5% de los carcinomas escamosos intrabu-
cales, se localiza con mayor frecuencia en cavidad
bucal y laringe.

Carcinogénesis

Luego de su entrada al organismo y de llegar
al area a afectar, se produce la fijacion del virus
por receptores proteicos o lipidos de la mem-
brana celular que responden particularmente a la
estructura de laenvoltura proteicaviralAbandona
su capside, y penetra en la célulai liberandose al
citoplasma, donde se produce la sintesis o replica-
cion en el nacleo de la célula epitelial por estimu-
lacion de sintesis de DN A celular. EI genoma viral
se manifiesta tanto en las etapas tempranas como
en las tardias5 con la incorporacion de histonas
del huésped en el viridn.
Investigaciones realizadas en Harvard Medical
School®y en la Universidad de California2l deter-
minaron que el rol del HPV en la carcinogénesis
oral esta soportado por la habilidad de los HPV de
alto riesgo de inmortalizar queratinocitos orales
in vitro. También se menciona que la conversion
maligna de los queratinocitos inmortalizados esta
asociada con la inestabilidad genética2l El cancer
surge de la proliferaciéon clonal de una poblacion
de células que van acumulando alteraciones gené-
ticas de una forma progresiva22

Tipos de HPV vinculados con el cancer oral
El cancer intraoral representa alrededor del
6% de todos los canceres de la economia. Su inci-
dencia varia segun la ubicacion geogréafica3
Segun Reguezi el carcinoma de células escamo-
sas, bucal y bucofaringeo, representa alrededor
de 3% del total en hombres y 2% en mujeres. La
proporcion hombres y mujeres actualmente es
de casi 2 a 15
Ademas menciona que las muertes causadas por
cancer bucal y bucofaringeo representan casi 2%
del total en hombresy 1%en mujeres. La tenden-
cia de supervivencia es de 50%5
Los principales factores de riesgo, asociados al
cancer intraoral son: tabaquismo, alcoholismo,
consumo de betel, fendmenos de inmunosupre-
sion, B las condiciones bucales deficientes como
las protesis defectuosas y los agentes virales
como el virus del papiloma humano2d
Los tipos de virus HPV que presentan potencial
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oncogénico a nivel genital son los tipos HPVI16 y
HPVI8, 24 - 26 entre otros. Estos mismos tipos
estan siendo vinculados con el cancer oralZ7-3

También se observé la presencia de HPV 1131
y 6 23ADH en carcinomas verrugosos de cavidad
bucal utilizando PCR e hibridacién dot blot en
algunos casos y otros con sondas biotinilizadas.

Métodos y Técnicas Empleados

Se recolectaron 62 muestras obtenidas por
hisopados de lesiones con diagndstico presun-
tivo o confirmado de neoplasias epiteliales malig-
nas de boca de pacientes asistidosen el Servicio
de Cabeza y Cuello del Instituto de Oncologia
“Angel H. Roffo” de la Ciudad de BuenosAires, las
cuales fueron suspendidas en buffer de PBS para
su posterior procesamiento.

Ademas se analizaron 56 casos de biopsias de
lesiones epiteliales malignas de la cavidad bucal
diagnosticados durante el periodo comprendido
entre el 01-01 -97 y el 31-12-99 en el Servicio de
Patologia y Citodiagndstico del Hospital Dr. José
R.Vidal (Corrientes). Las mismas fueron fijadas en
formol e incluidas en parafina.

La técnica de diagnéstico que se utilizd es la de
PCR (Reacciéon en cadena de la polimerasa). Se
realizé la amplificacion por PCR usando los pri-
mers genéricos MY 9y 11 que amplifican un frag-
mento de 450 pb dentro de la regién L1.

Las muestras de tacos parafinados se analizaron
microscOpicamente para seleccionar los que
presentaban caracteristicas histolégicas de HPV
Luego se realiz6 la desparafinizacion de los cortes
de tejido con xilol; la extraccion deADN se rea-
liz6 de dos maneras: extraccion con bromuro de
cetil trimetilamonio, con purificacidn y extraccion
con buffer de digestiébn con proteinasa K con o
sin purificacion.

A las muestras de hisopados se les realizd la
extraccion deADN con bromuro de cetil trimeti-
lamonio con purificacion,y extraccidon con buffer
de digestion con proteinasa K con purificacion.
En ambos tipos de materiales se realizé la ampli-
ficacion del ADN por PCR. Los productos ampli-
ficados fueron evaluados por electroforesis en gel
de agarosa 3%, y observados en transiluminador
previa tincion con bromuro de etidio.

Ademas se realizd amplificacibn de control
interno de integridad de ADN extraido: amplifi-
cacion del gen de P globina.

Las muestras positivas fuertes para HPV fueron
sometidas a la técnica PCR - RFLP para tipificar
al virus utilizando las siguientes enzimas de res-
triccion; Bam HI, Ddel, Haelll, Hinfl, Pstl, Rsal,
y Sau3ALl. Fueron evaluados por electroforesis en
gel de poliacrilamida.

Se realiz6 documentacién fotografica de PCR y
de PCR - RFLP

Resultados

Se tomaron 62 muestras de hisopados bucales
procedentes del Servicio de Cabezay Cuello del
Instituto de Oncologia“Angel Roffo”,de la Ciudad
de Buenos Aires. Se extrajo material genémico y
se realizé amplificacion por PCR de todos ellos.
Una vez que se realizd la extraccion del mate-
rial gendmico de las muestras de hisopado con
bromuro de cetil trimetilamonio y su posterior
amplificacion por PCR tanto para HPV como
para el gen de P -globina, se observé que 57 casos
eran P - globina positivos, 35 HPV negativos y 22
HPV positivos; en los 5 casos restantes el material
fue insuficiente para realizar el estudio.

Cuadro 1 Resultados de PCR de hisopados bucales
procedentes del Servicio de Cabezay Cuello del Ins-
tituto de Oncologia “Angel Roffo”.

. Material
Hisopados HPV + HPV - . L
insuficiente*
62 22 35 5

* Corresponde a muestras que presentaron baja carga gendmica.

Los métodos de extraccion testeados en estas
muestras fueron satisfactorios en cuanto a la
cantidad de ADN extraida, evaluados mediante
electroforesis en gel de agarosa. Inclusive la técni-
ca con CTAB extrajo mayor cantidad de material
gendmico.

También se identificaron 56 casos de carcinoma
bucal, cuyos materiales se hallaban incluidos en
tacos de parafina. De ellos 24 presentaban carac-
teristicas histopatolégicas de lesiones por HPV y
cuatro eran dudosos.



Cuadro 11:Analisis histopatolégico de biopsias de
carcinomas epidermoides bucales del Servicio de Pa-
tologia y Citodiagnostico del Hospital “Dr.J. R.Vidal”.

Biopsias HPV + HPV - Dudosos

56 24 28 4

Luego de realizar la PCR especifica para HPV
de 20 de estas muestras que presentaban carac-
teristicas histopatoldgicas de HPV, ninguna de
ellas presentd la banda correspondiente en gel
de agarosa (450pb). También se realizé el control
interno de amplificacién del gen de P - globina,
el que tampoco demostré bandas del amplicon
correspondiente (289 bp).

En base a este control se concluyé que los méto-
dos de extraccion de ADN no arrojaron cantida-
des suficientes de ADN molde que sirviera para
la amplificacién con primers especificos de HPV
El total de muestras recolectadas fue de 118,
siendo 77 las sometidas a andlisis por PCR y 6
genotipificadas.

Cuadro 111:Total de muestras de ambos tipos de
materiales.

Tipos de Estudiadas s
N° Genotipificadas

muestras por PCR

Biopsias 56 20 0
Hi d

isopados 62 57 6

bucales

Totales 118 77 6

Analisis Estadisticos

El andlisis estadistico se realizd en base a los
datos obtenidos de las historias clinicas de los
pacientes que concurrieron al Servicio de Ca-
beza y Cuello del Instituto de Oncologia “Angel
Roffo”, de quienes se tomaron las muestras de
hisopados bucales. Todos los datos fueron regis-
trados en una planilla en Excel. Para el analisis
se utilizd el programa InfoStat 2007 propiedad
de la Secretaria General de Ciencia y Técnica de
la Universidad Nacional del Nordeste.Y se reali-
zaron estadisticas descriptivas, graficos y analisis
de correspondencias (basado en la distancia Chi-
cuadrado).
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Del total de muestras analizadas se encontré una
incidencia de 2 a 1 de carcinoma epidermoide
segun sexo, presentandose con mayor frecuencia
en el sexo masculino.

La localizacion mas frecuente fue en lengua para
ambos sexos.

El rango etario méas afectado fue el de 59 a 69
afos, incluyendo 25 casos.Y lo sucedi6 el de 48 a
58 afios. Estos resultados coincidieron para am-
bos sexos.

La infeccion por HPV se presentd en igual por-
centaje en ambos sexos. En el femenino 37,5 %y
en el masculino 39%.

No se observé preferencia de localizacion en los

casos HPV positivos ni en los negativos.
Discusion

En el total de casos analizados hallamos una
incidencia de carcinoma epidermoides de 2 a
1 respecto a sexo, con predominio en el sexo
masculino. Con una mayor incidencia entre los
59 y 69 afos. La localizacion maés frecuente fue
en lengua.

De acuerdo al andlisis de nuestros resultados
podemos inferir que las muestras de biopsias no
presentaban aptitudes suficientes. Una probabi-
lidad es que no hubieran sido fijadas correcta-
mente para la técnica de PCR en el momento
de la toma de la muestra, habiéndose empleado
para ello un formol no bufferado y que por esto
nuestros resultados fueron desfavorables.

Los resultados negativos obtenidos en las mues-
tras parafinadas, tanto en las PCR de control in-
terno para P globina, que detecta ADN celular,
como en las PCR especificas para HPV podrian
atribuirse a que el ADN resultara deteriorado
por esta deficiente fijacion.

En cambio, las muestras de hisopados pudieron
ser perfectamente procesadas; en ellas se obser-
vO un 38% de infeccion de HPV, aunque esto no
es suficiente para determinar que el virus esté
directamente vinculado con la carcinogénesis o
bien sea un factor que al sumarse a otros contri-
buye a la produccién de carcinomas bucales.
Nuestro resultado se asemejo al del trabajo rea-
lizado por Koppikar y otros donde estudiaron
102 pacientes con carcinomas de cabezay cuello
y 102 pacientes sanos como grupo control. Ellos
detectaron HPV en el 31% del grupo de estudio
y solo en el 5% del grupo control3t
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Smith, Ritchie y col realizaron una investigacion
similar, sobre un total de 201 pacientes con can-
cer de cabezay cuello y 333 individuos en el gru-
po control. Estudiaron los diferentes factores de
riesgo para el desarrollo de céancer y la corre-
lacion con infeccion por HPV:; Detectaron HPV
de alto riesgo en el 22,9% de los pacientes y en
el 10,8% en el grupo control. El HPV 16 fue el
mas hallado, 19%y 10% en cada grupo respecti-
vamente. Compararon los resultados en el grupo
que presentaba otros factores de riesgo con el
que no los tenia y concluyeron que la infeccion
por HPV es un factor independiente del alcohol
y del tabaco en la produccion del cancer.Y ade-
mas determinaron que produce sinergismo con
el consumo de alcohol®

En contraposicion, en la presente investigacion,
por presentar baja carga viral no se pudo tipificar
en gran parte el material HPV positivo. Esto pue-
de deberse a dos motivos: que latécnica de hiso-
pado bucal no obtenga suficiente material, 0 que
en esta muestra el virus no se encuentre infec-
tando con mucha intensidad a la mucosa bucal.
El estudio multicéntrico realizado por la Agen-
cia Internacional de Investigacion sobre Cancer
(Internacional Agency for Research on Cancer -
IARC), incluyé un total de 1670 pacientes con
cancer (1415 con cancer oral y 255 con cancer
de orofaringe) y un grupo control de 1732 indivi-
duos. Estudié muestras de sangre y células exfo-
liadas de todos los participantes, y biopsias de los
pacientes con céncer. Este grupo de trabajo ha-
16 que en el 90% de los pacientes de quienes se
obtuvo muestras de biopsia positivas para HPV,
fueron HPV negativos en las muestras de células
exfoliadas. Concluyeron que las células exfoliadas
no son lo suficientemente representativas3
Schwartz y col. obtuvieron resultados similares,
estudiaron 284 casos de cancer oral, y 477 in-
dividuos como grupo control. Analizaron células
de descamacion de ambos grupos y biopsias del
primero. Detectaron que el 26% (43 casos) de
los tumores presentaron infeccion por HPV En
cambio, solo el 9,3% de los cepillados bucales
fueron positivos en el grupo de estudio y el 9,2%
del grupo control. Este grupo de investigacion
también hall6 diferentes resultados en el mismo
grupo segun el material de estudio.37 De los
43 casos de biopsias tumorales, 41 fueron HPV
16 positivos solo o combinado, y dos HPV 18
sin combinaciones. En los estudios de las célu-

las exfoliadas se encontré una incidencia poco
significativa de los HPV oncogénicos en ambos
grupos.

En cambio, en el trabajo realizado en el Depar-
tamento de Epidemiologia de la Universidad de
lowa, evaluaron un total de 193 pacientes con
cancer oral por medio de biopsias y células de
descamacion encontrando una prevalencia del
20% para los HPV de alto riesgo. Identificaron
HPV tipo 16, 18y 33. Concluyeron que la realiza-
cion de un test citoldgico a las células exfoliativas
orales fue un importante predictor de los HPV
de alto riesgo en el cancer y que puede llegar
a ser un interesante biomarcador temprano de
tumores infectados3®

En la Facultad de Odontologia de la Universidad
Catdlica Pontificia de Porto Alegre, Brasil, reali-
zaron un estudio sobre la deteccién de HPV en
diferentes tipos de leucoplasias y de liquen plano
oral. Analizaron células de descamacion de mu-
cosa oral por nested PCR en 71 casos de liquen
plano y 68 de leucoplasias, hallando una inciden-
cia de muestras HPV positivas de 19,7%y 17,6%,
respectivamente®

En este estudio, de las muestras que pudieron ser
tipificadas, en su mayoria presentaban genotipos
indeterminados. Por lo tanto nuestra hipotesis
de que los tipos infectantes en mucosa genital, y
vinculados con carcinomas genitales coincidirian
con los de mucosa bucal no pudo ser confirma-
da. Seria importante continuar con esta linea de
investigacion, ya reconocidos los inconvenientes
y disefiando un proyecto de estudio prospectivo
que incluya las modificaciones necesarias para
superarlos.

Conclusioén

En base a los resultados obtenidos se puede
decir que en este grupo de estudio el virus del
papiloma humano esta presente en un tercio de
los carcinomas epidermoides de la boca.

Cabe considerarlo como un cofactor mas en la
producciéon de cancer oral.

El material obtenido a partir de muestras de hi-
sopados bucales no tiene suficiente carga viral
como para realizar las tipificaciones que permi-
tan establecer su rol especifico, en el desarrollo
de carcinomas epidermoides orales, tal como
ocurre en el tracto genital inferior.

Teniendo en cuenta todo esto consideramos que



es necesario realizar un nuevo trabajo prospec-
tivo, donde se utilice material de biopsia fijado
adecuadamente para aplicar técnicas de biologia
molecular.
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