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RESUMEN

Se estudiaron patologias

nas y Carcinomas de células esc:

sencia del Virus Papiloma Humano

ral se realiz6 con técnica molecular PCR protoc

y la genotipificacion por PCR-LIS-SSCP (polimor
conformacion de cadena simple).En lesiones pos
diferentes genotipos de VPH, se efectud la detecc
pificacion de Virus Papiloma Humano (HPV), mediante |
amplificacion de region (179 pb correspondiente a un frag
mento del gen de la ADN polimerasa viral), detectando:
los amplicones por corridas electroforéticas en minigeles
de agarosa al 2% y poliacrilamida al 6% para la identifica-
cién del tipo. Se compararon resultados con hallazgos en
cérvix. Los datos obtenidos en el estudio permitirian abrir
lineas para diagnostico y pronéstico en area disciplinar
odontoldgica.

ABSTRACT

Mouth pathologies will be analyzed, proliferative, poten-
tially malignant, and neoplasics in relation to the presence
of the Human Papilloma Virus (HPV) .The viral detection
will realize with molecular PCR technology sheltered pro-
tocol and the genaotipification for PCR-LIS-SSCP (polymor-
phism in the conformation of simple chain). In positive
neoplasics for HPV's different genotypes, the detection
and classification of Herpes Simplex Virus, by means of the
amplification of region 179 pb correspondent to a frag-
ment of the gene of viral DNA polymerase, the amplicones
being detected by electrophoretics bullfights in minigels
of agarosa to 2 % and poliacrilamida to 6%. The results wil
be compared with findings in cervix. The results of the stt
dy would allow opening lines for diagnosis and forecastin
in the odontologic area.
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INTRODUCCION

Tanto el diagndstico como el tratamiento de la infeccion
por VPH (Virus del Papiloma Humano) y las patologias re-
lacionadas, continta siendo un tema candente en cuan-
to a investigacion. Las principales dificultades radican en
la identificacion del tipo viral, la ausencia de una terapia
antiviral efectiva y las altas tasas de recurrencia y persis-
tencia de la infeccién. El VPH pertenece a la familia de los
Papovaviridae, con una alta afinidad por los queratinoci-
tos, como células target, pasibles de sufrir transformacion
oncogénica. Al menos unos 200 VPHs (cuando comenza-
mos a estudiar este virus hablabamos de 50 genotipos), se
han identificado usando técnicas moleculares establecien-
do su relaciéon con tipos particulares de patologias cervi-
cales y bucales (1). La replicacion depende del grado de
diferenciacion de los queratinocitos. Las particulas virales
maduras se detectan en los nucleos de los estratos granu-
loso y corneo. Los efectos citopéticos que se observan en
el epitelio (presencia de inclusiones intracitoplasmaticas o
nucleares-vacuolizacién perinuclear), son secundarios a la
interferencia por el virus en la diferenciacion de la célula
huésped (2-3). El VPH codifica 9 a 10 tipos de proteinas,
carece de proteasas, ADN polimerasa o de enzimas involu-
cradas en el metabolismo de los nucleétidos. Las proteinas
virales E6 y E7 participan en el proceso de oncogénesis. Las
proteinas de los tipos 16 y 18 tienen la capacidad de inte-
ractuar con las proteinas celulares de la regulacion del ci-
clo celular: p53 y Rb (4). Si bien, durante anos se han citado
innumerables factores como responsables del desarrollo
neoplasico, actualmente existe suficiente evidencia para
implicar al VPH como el factor mas importante en la géne-
sis del carcinoma de cuello uterino (5). El punto de partida
del proceso neoplasico se inicia en las células basales, don-
de se produciria la infeccién por VPH a través de una solu-
cién de continuidad a nivel epitelial, por microtraumas. En
mucosa bucal, se ha relacionado al VPH con una extensa
lista de lesiones: proliferativas, potencialmente malignas,
malignas (cancer bucal) e incluso odontogénicas (6-7). En
las lesiones benignas el ADN viral permanece en las célu-
las epiteliales en forma libre (episomal), en cambio, en la
generalidad de los canceres, el ADN se integra en forma
estable al genoma de la célula huésped. El virus puede pro-
ducir una infeccidén transitoria o una infeccién persistente
y ésta ultima puede provocar cambios a nivel del epitelio
bucal. Sin dejar de considerar que el paso al fenotipo ce-
lular maligno requiere de otros factores. Si bien el VPH es
responsable de la infeccion de transmisién sexual de ma-
yor prevalencia, la transmisién también puede ser asexual.
Ciertos genotipos son responsables de casi todos los casos
de canceres cervicales y otros a los de cabeza y cuello. Una
forma mas comun y menos virulenta del virus causa verru-
gas genitales y de piel. Es de suma importancia a la hora de
diagnosticar VPH en lactantes, la transmision vertical. Por
este motivo existen lesiones pediatricas que se asociaron
al virus tanto de bajo como de alto riesgo para la transfor-
macion a la malignidad. Otra forma llamativa las constitu-
yen las lesiones de estirpe odontogénica con infeccién por
VPH. La técnica de reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR) sigue demostrando su alta especificidad y sensibili-
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dad para la identificacién y sobre todo la genotipificacion
viral. Se reitera que el virus por si solo no es suficiente para
el cambio al fenotipo celular maligno y se necesitan facto-
res que actien en sinergismo con aquel. El objeto del es-
tudio fue identificar VPH en lesiones bucales mediante la
utilizacién de la técnica molecular reacciéon en cadena de
la polimerasa (PCR).

MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con material de archivo del Laboratorio de pa-
tologia quirurgica de la FOLP y dos casos pediatricos con
diagnéstico clinico. Se aplicé la PCR para detectar el geno-
ma viral con el agregado de LOW STRENGHT CONFORMA-
TION para la identificacion de tipo viral (Fig. 5).

Se utilizaron entre 1 y 3 secuencias de 10 u de tejido pa-
rafinado. Se desparafiné lavando con xilol luego etanol
absoluto y se secé el tejido al aire. Se extrajo ADN de las
muestras. Posteriormente se emplearon los Oligonucléo-
tidos MY 09/11 como cebadores externos en la primera
ronda de amplificacién y GP 05/06 como cebadores inter-
nos en la sequnda ronda de amplificacion. Este conjunto
de cebadores permite la genotipificacién de un amplio es-

Fig. 1 y2- Liquen Atrofico-Erosivo labial con lesiones
en mucosa del borde lingual, labial y gingival.

Fig. 3- Extenso tumor ulcerado localizado en mucosa palatina.

Carcinoma a Células Escamosas.
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Fig. 4- Carcinoma a Células Escamosas en su forma ulecrovegetante

en mucosa de trigono.

pectro de tipos virales del VPH. La deteccién de los ampli-
ficados se realiz6 por corrida electroforética en geles de
agarosa al 2 %. Como controles positivos se utilizaron los
ADN de los clones plasmidicos. La evaluacién de los geles
se efectud por transiluminacién con luz ultravioleta. Se
tuvieron en cuenta 17 lesiones potencialmente malignas
n =17(Fig. 1, 2), n =16 lesiones malignas (Carcinomas de
Células Escamosas) (Fig. 3, 4), n=1 épulis congénito del re-
cién nacido y n =1 nédulos de B6hn. Se tuvieron en cuenta
controles.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos fueron: 57 % de lesiones po-
tencialmente malignas positivas, de las cuales 35% con
identificacion del VPH tipo 16. Los carcinomas escamosos
mostraron positividad en el 68,1 % de los casos y el 54,5
% positivos para VPH 16. En el épulis congénito del recién
nacido se identifico el VPH 16 y en los nédulos de Béhn el
genotipo 6. Estos rastreos basados en porcentajes de fre-
cuencia relativa permitieron detectar en la serie de pato-
logias bucales estudiadas el tipo de VPH prevalente: el 16,
indicado como de alto riesgo en lo relativo a la transforma-
cion maligna y el tipo 6 de bajo riesgo.

10bp

Fig. 5- Genotipificacién — LISS-SSCP (Polimorfismo
en la conformacién de cadena simple)

DISCUSION Y CONCLUSION

La infeccién por VPH es considerada en la actualidad como
la infeccién de transmisién sexual (ETS) mas frecuente en
el mundo. Si bien la gran mayoria de estas infecciones son
asintomaticas o subclinicas y controladas por el sistema in-
mune, alrededor del 10% y 20% se vuelven persistentes,
siendo estas las que tienen mayor potencial oncogénico.
Estos datos son coincidentes con hallazgos de otros auto-
res (2-6). En mucosa bucal clinicamente sana, se han iden-
tificado diferentes tipos de VPH. Sin embargo, la evidencia
cientifica ha corroborado parametros tales como:

« La prevalencia de deteccién se incrementa con la edad.

« La deteccion de VPH en carcinomas escamosos es casi el
doble de la observada en mucosa bucal normal.

» La deteccion es mas frecuente en el tejido tumoral que en
el tejido no neoplasico.

« Las lesiones con VPH son clinicamente proliferativas.

« El tipo viral 16 fue el prevalente(7).
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