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RESUMEN

El céancer bucal (CB) es una neoplasia maligna de comportamiento agresivo, que comprende el 4 al 5 % de
todos los tumores, con una alta tasa de mortalidad, la gran mayoria son carcinomas escamocelulares (90%).
Entre los factores de riesgo asociados al CB se describen el tabaquismo, predisposicién genética, alcohol y
tltimamente se menciona algunos virus con el virus de papiloma humano (VPH) entre otros. El objetivo del
presente articulo es revisar los reportes de literatura que dan cuenta de la relacién que existe entre CB y VPH,
especificamente se describe el comportamiento molecular de los VPH de alto riesgo, el mapa genémico del
virus y su posible relacién con CB. La evidencia cientifica muestra que entre el 15 al 30% de los CB estan
relacionados con HPV, especificamente el subtipo 16 considerado de alto riesgo oncogénico y que los indivi-
duos con presencia de VPH bucal tienen dos veces mayor riesgo de desarrollar un CB que aquel que no esta
expuesto al virus.

Palabras clave: Papillomavirus humano 6, carcinoma de células escamosas, transformacién celular neoplasi-
ca (Decs Bireme).

SUMMARY

Oral cancer (BC) is an aggressive malignancy that includes 4 to 5% of all tumors with a high mortality rate, the
vast majority are squamous cell carcinomas (90%). Among the factors risk associated with CB are described
smoking, genetic predisposition, alcohol and recently mentioned some virus papilloma virus (HPV) among
others. The aim of this paper is to review literature reports that account for the relationship between CB and
HPV, specifically describing the molecular behavior of HPV high risk, the genome map of the virus and its
possible relationship with CB. The Scientific evidence shows that between 15 to 30% of CB are related to HPV,
specifically the subtype 16 considered high risk oncogenic and that individuals with oral HPV presence are
twice increased risk of developing a CB who is not exposed to the virus.
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INTRODUCCION

El cancer bucal (CB) es una neoplasia maligna de
comportamiento agresivo, que comprende el 4 al 5 %
de todos los tumores que afectan al ser humano y se
convirtié en un grave problema de salud a nivel mun-
dial debido, al aumento de su incidencia en los ulti-
mos anos, a su alta tasa de mortalidad y a la aparicién
en edades mas tempranas del tumor, lo que conlleva
a que la expectativa de sobrevida de los pacientes con
cancer bucal se reduzca drasticamente. La mayoria
de los CB, son del tipo carcinoma escamocelular bu-
cal (CEB), lo que representa mas del 90% de todos
los cénceres bucales. Normalmente esta afeccién
maligna se encuentra precedida por lesiones preexis-
tentes, denominadas como alteraciones potencial-
mente malignas de la mucosa (1, 2). Afecta principal-
mente a personas de edad avanzada, mayores de 40
anos, sin desconocer que existen diagndsticos cada
vez mas frecuentes, en pacientes entre 30 y 40 anos,
con una mayor presentacion en los hombres (3, 4).

En Colombia, el cancer es la tercera causa de muer-
te y el carcinoma escamocelular bucal (CEB) ocupa
el quinto lugar entre todos los cénceres, con una
relacién hombre/mujer 2:1. Anualmente se presen-
tan aproximadamente 2.000 nuevos casos de can-
cer oral, en su mayoria diagnosticados en poblacién
mayor de 60 anos y raramente en poblacién menor
de 40 anos; cominmente se encuentra asociado a
factores de riesgo como el tabaco (5), predisposi-
cién genética (6) y el consumo de alcohol (7), sin
embargo, hay factores de riesgo que cada vez se
encuentran mas relacionados con la aparicién de la
neoplasia bucal, es el caso de afecciones virales pro-
ducidas por el Papiloma virus humano (VPH) (8),
especialmente los subtipos considerados de alto ries-
go tales como 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 68 (8-10).
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El virus papiloma humano (VPH) es un virus desnu-
do, tiene unos 55 mm de didmetro, un nucleo de
ADN de doble cadena circular, pertenece a la familia
de Papilomaviridae (11). Este genoma esté confor-
mado por 7.200 a 8.000 pares de bases con un peso
molecular de 5,2x10°¢ Daltons (12), cubierto por una
capside icosaédrica compuesta de 72 capsémeros
que envuelven el genoma (13). Constituye un grupo
viral heterogéneo que posee gran afinidad por los
epitelios, es capaz de producir lesiones hiperplasias,
papilomatosas y verrugosas tanto en piel como en
mucosa, y en los ultimos anos se demuestra que
juega un importante papel en la carcinogénesis (14,
15). La via sexual, es la mas comun para su contagio
(16, 17), es por esto que la infeccién por VPH es
considerada la enfermedad de trasmision sexual mas
frecuente en el mundo. Algunos autores consideran
que en adultos la principal via de trasmision es el
sexo oral y los mecanismos de trasmision del tracto
genital a la mucosa oral estdn completamente es-
clarecidos (18, 19).

La presencia del virus del papiloma humano en la
cavidad bucal ha sido clasificada en dos grandes
grupos: lesiones benignas y lesiones premalignas o
malignas. Entre las lesiones bucales benignas se in-
cluyen el papiloma bucal, verruga vulgar bucal, con-
diloma acuminado bucal e hiperplasia epitelial focal
(también llamada enfermedad de Heck) (20), las le-
siones premalignas o malignas incluyen la leucopla-
sia y el carcinoma escamocelular (21, 22).

En la actualidad, los aislados o cepas de VPH son
clasificados atendiendo la homologia de sus secuen-
cias. 16 genotipos causantes de lesiones bucales
fueron descritos de los 120 encontrados en huma-
nos, como son los genotipos 1, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11,
13, 16, 18, 31, 32, 33, 35y 57; de estos el 13y 32
son exclusivos de la cavidad bucal (10, 23, 24). La
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mayoria de esos virus son de bajo riesgo (no onco-
génicos) asociados a lesiones papilomatosas benig-
nas: el 6y 11 estan asociados a papiloma bucal, 6y
4 averruga vulgar, 11 al condiloma acuminado, 13y
32 ala hiperplasia epitelial focal, y tienen bajo poten-
cial de progresién maligna (25-27).

En contraste, las lesiones orales malignas son aso-
ciadas con los genotipos de alto riesgo (oncogéni-
cos) como el 16, 18, 31, 33 y 35 que estan asocia-
dos con leucoplasia y carcinoma escamocelular al
igual que los genotipos 39, 42, 45, 51, 52, 56, 58,
59y 66 (28, 29).

El rol del VPH oncogénico es bien descrito en el
cancer de cérvix, no siendo asi en el cancer bucal.
Recientes evidencias soportan la relaciéon de genoti-
pos VPH de alto riesgo, especialmente el subtipos
16 en la patogénesis del CEB (30, 31). Kreimer y col,
reportaron que el ADN de VPH oncogénicos se de-
tectd en aproximadamente el 26% de todos los car-
cinomas escamocelulares bucales (32). Miller y
Johnstone 2001 determinaron que la prevalencia de
VPH en este tipo de céncer es de 46,7% (21, 33).

ETIOPATOGENIA VPH ALTO RIESGO

El modelo de infeccién por VPH de alto riesgo en
cancer de cérvix es bien descrito en diferentes articu-
los, este modelo puede ser tomado como base para
comprender la etiopatogenia de la infeccién de alto
riesgo en mucosa oral (34).

Si se esquematiza el mapa genémico del VPH 16,
este presenta una estructura de aproximadamente
8.000 pares de bases, destacando una regién tem-
prana (E), una regién tardia (L), una regién de con-
trol largo (LCR) y ocho regiones de lectura abierta
(ORF) (35, 36).

Esté confirmado que durante la actividad sexual, el
micro trauma del epitelio genital en la zona de trans-
formacion del epitelio cervical, permite la exposicion
de las células basales en activa proliferacion, a los
diferentes tipos de VPH, permitiendo la unién entre
el receptor de la célula basal con la proteina de la
céapside viral L1, a nivel de su extremo carboxitermi-
nal (37, 38).

Este receptor puede asociarse con Heparan Sulfato
para los tipos virales 16-33 y con Alfa-6-Integrina
para VPH 6 (8, 22). Una vez unido el virus a la super-
ficie celular, éste ingresa al citoplasma de la célula
huésped por endocitosis (22, 39).

Posterior a la endocitosis la capside viral de 55 nm
de didmetro experimenta degradacién en el citoplas-
ma celular, por un proceso de reduccién quimica
que destruye los puentes disulfuros que estabilizan
la cépside, dando origen a capsémeros y monéme-
ros, los cuales son transportados al ntcleo con frag-
mentos del ADN viral, que atraviesan los poros del
nucleo de la célula huésped permitiendo que el ge-
noma viral y las proteinas de la capside participen en
los procesos de transcripcion, replicacién del ADN y
maduracion de viriones (40, 41).

Este proceso de integracién genémica permite la
expresion desregulada de E6 y E7, se pierde la fun-
cién reguladora de E2 y se generan replicas de célu-
las epiteliales con ADN viral de alto riesgo integrado
en su nucleo. Estas células se siguen replicando de
manera desregulada, lo que lleva a la formacién de
una lesién neoplésica maligna de origen epitelial
(26, 42).

En el caso del VPH de bajo riesgo, no se produce
integracion genémica del ADN viral con la célula
huésped, durante la replicaciéon celular el resultado
clinico es una lesién verrugosa benigna (18, 43).

En el estrato basal, se puede mantener la replicacion
del ADN viral en un nimero de copias bajo (30-50
copias por célula infectada), en forma extra cromo-
sOmica, llamados episomas (44-46). En esta etapa,
el ADN viral se distribuye difusamente por las células
basales proliferantes y que al mantener un nimero
reducido de copias se impediria la activacién de la
respuesta inmune (26, 47, 48), esta etapa en el ciclo
viral es conocida como la fase vegetante, proliferan-
te o productiva (49).

En el caso del carcinoma escamoso celular, el me-
canismo de infeccién del VPH es iniciada y mante-
nida por las oncoproteinas E6 y E7 de VPH de alto
riesgo (50), las cuales inducen desregulacion de
los mecanismos de control del ciclo celular, pro-
duciendo inestabilidad genémica (50, 51). Ambas
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oncoproteinas promueven la degradacién del pro-
ducto de genes supresores de tumores, la E6 mo-
difica el gen p53, mientras la E7 modifica el pRB,
inhibiendo la actividad del factor de crecimiento
tumoral TGF - 32 (19), los cuales participan en el
punto de control de la fase G1 del ciclo celular. De
esta forma las células son més propensas a dividir-
se y a producir mutaciones que causan malignidad
52, 53).

En Colombia, la incidencia y prevalencia de la infec-
cién es cada vez mas alta (54), de alli la necesidad
de resaltar la importancia de realizar un diagnostico
precoz en pacientes con lesiones benignas en boca,
lo cual permitiria un tratamiento preventivo adecua-
do, evitando su transformacién y progresién a lesio-
nes premalignas y/o malignas (55).

METODOS DE DETECCION MOLECULAR DE
VPH

Existen diferentes métodos moleculares de detec-
cién del virus papiloma humano (HPV) de alto ries-
go. Estos van desde la hibridacién in situ, el Southern
Blot hasta métodos mas sensibles y usados actual-
mente como son la Reacciéon en Cadena de la Poli-
merasa (PCR) y el test de captura Hibrida Il (HC-II),
entre otros (56, 57). A continuacién son descritos
los métodos de mayor importancia en el diagnéstico
de este agente viral.

La deteccién de la infeccién por el VPH humano en
muestras orales incluye: la deteccion del DNA del
VPH en especimenes orales y en biopsias, técnicas
inmunohistoquimicas para detectar marcadores
moleculares relacionadas tales como p53, ciclina D1
y pl6, ademés de la identificacién de anticuerpos
E6, E7 y proteinas en suero que indican respuesta
inmune al virus (58-60).

Los anticuerpos en suero son usados como marca-
dores de exposicién acumulativa a VPH. Numerosos
estudios de seroprevalencia demuestran fuertes aso-
ciaciones entre anticuerpos de VPH en suero y cén-
cer oral (61, 62). Aunque en este tipo de estudio la
desventaja esté reflejada en que el VPH es especifico
al sitio mucoso y a la disminucién de los anticuerpos
con el tiempo (8, 63). La técnica usada en esos ca-
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sos es ELISA. No obstante, la seropositividad puede
ser un factor de confusién asociado con otros facto-
res de riesgo para cancer oral, incluyendo la exposi-
ciéon al tabaco y el etanol (64).

Al utilizar biomarcadores de DNA para la identifica-
ciéon del VPH, el DNA puede ser aislado a partir de
células exfoliadas orales obtenidas directamente con
un duisopo o colectadas de saliva, sin embargo, no
estd estandarizada la recoleccion de las células usan-
do enjuagues orales (6, 65).

Este DNA aislado es posteriormente amplificado uti-
lizando la técnica de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y finalmente visualizado por elec-
troforesis de ADN (66). Su fundamento consiste en
aplicar un proceso que multiplica el nimero de co-
pias de un segmento de DNA viral, si esté presente
en la muestra. Este proceso se conoce como am-
plificacién, la PCR es una técnica muy sensible,
capaz de detectar la presencia de muy pocas co-
pias de DNA del virus, esta gran sensibilidad que es
su gran virtud es también su principal debilidad,
puesto que detectan un nimero elevado de pacien-
tes con infecciones no progresivas o infeccion la-
tente sin alteraciones histopatolégicas, que proba-
blemente se resuelvan en gran parte de forma
esponténea (67).

Las técnicas basadas en la PCR tampoco permiten
cuantificar adecuadamente el DNA viral presente en
la muestra. Por otro lado, debe contarse con sondas
complementarias para cada uno de los tipos de HPV
que se desee identificar, los primers universales y
especificos han sido disenados para la deteccién de
la region L1, E1, E6 y E7 del virus (68, 69). Otro de
sus problemas es la elevada probabilidad de conta-
minaciones y falsos positivos (70).

Variantes de esta técnica permiten perfeccionar el
diagnostico de VPH, dentro de estas se encuentra:
PCR acoplada a RFLP (polimorfismos de la longitud
de los fragmentos de restriccién) la cual utiliza enzi-
mas de restricciéon que cortan el ADN en sitios espe-
cificos (71), PCR anidada (67) y la PCR cuantitativa
donde sondas fluorescentes son clivadas por la am-
plificacién de la ADN polimerasa y el grado de fluo-
rescencia es medida para cuantificar el virus presen-
te (29, 72).
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Otra técnica que involucra el aislamiento del DNA
del VPH es la hibridacién in situ (HIS) (73). Esta
consiste en detectar clones especificos que conten-
gan un gen ADN o ARN de interés, usando sondas
de oligonucleétidos complementarias a secuencias
del VPH, que detectan el &cido nucleico, primero se
desnaturaliza el ADN calentando el mismo en una
solucién salina, el ADN simple resultante se coloca
en un filtro de nitrocelulosa 0 membrana de naylon
tratada, para luego incubarla en una solucién que
contiene la sonda marcada radioactivamente, esta
sonda se hibrida a cualquier hebra de acido nuclei-
co fijada a la membrana, finalmente los excesos de
sonda no hibridada se eliminan con lavado y los hi-
bridos marcados se detectan mediante auto radio-
grafia del filtro (74).

El Southern blot es uno de los gold standard para
la deteccién del DNA del VPH, ofrece la habilidad
de distinguir entre DNA episomal y DNA integrado
y puede detectar hasta 0,1 por célula (68). En con-
traste con las técnicas anteriores que muestran esta
desventaja, sin embargo, aunque utilice poca canti-
dad de DNA y sea altamente especifica, varios au-
tores reportan menos sensibilidad que al usar la
PCR con primers especificos (75). Esta técnica per-
mite detectar la presencia de una secuencia de ADN
en una mezcla compleja de este acido nucleico.
Para ello, emplea la técnica de electroforesis en gel
de agarosa con el fin de separar en base a la longi-
tud de los fragmentos de ADN y, después, una trans-
ferencia a una membrana en la cual se efectta la
hibridacién de la sonda. En esta técnica se utilizan
sondas del virus de VPH marcadas con isétopos
de fésforo (*2P). Puede usarse como muestras es-
pecimenes orales y biopsias embebidas en parafi-
na (76, 77).

Otros métodos inmunoquimioluminiscentes también
fueron desarrollados y se reportan que son muy sen-
sibles y especificos, tales como el test de captura
Hibrida Il (HC-II) (78), el cual utiliza el siguiente pro-
tocolo: primero se desnaturaliza el ADN de hebra
doble para ser convertido en ADN de hebra simple,
este proceso consiste en calentar el mismo en una
solucién diluida fuertemente alcalina que abre la ca-
dena doble, luego el ADN de hebra simple es
hibridizado en una solucién de sondas de ARN HPV
13 de alto riesgo (79). El hibrido ADN-ARN resultan-

te es capturado en un filtro cubierto con anticuerpos
especificos de ADN-ARN, estos hibridos son reac-
cionados con anticuerpos conjugados de fosfatasa
alcalina y detectados mediante una reaccién tipo
ELISA por quimioluminiscencia, la luz emitida se
mide con una unidad relativa de luz (RLU) en un
luminémetro (79). En esta técnica se utilizan sondas
de ARN capaces de detectar varios tipos de HPV.
Cuando la muestra presenta infeccion virica se pro-
duce un hibrido ADN-ARN que es capturado por un
anticuerpo especifico contra hibridos y detectado
mediante quimioluminiscencia, la técnica permite
incluso obtener informacién sobre la cantidad de
ADN viral presente en la muestra, lo que parece te-
ner relacién con la presencia de lesiones de alto gra-
do (80).

La deteccion de HPV de alto riesgo mediante captura
Hibrida Il es de mucha utilidad puesto que esta técni-
ca tiene un alto valor predictivo negativo, por lo tanto
su negatividad permite excluir con un elevado grado
de certeza la existencia de una lesién premaligna de
alto grado y practicamente descarta la existencia de
lesiones bucales causadas por HPV (81).

Por dltimo, la captura Hibrida proporciona una cuan-
tificacion de HPV en relacién con los niveles de uni-
dades luminicas relativas (RLU), en la medida que
estas aumenten hay un incremento progresivo de
carga viral paralelo a la gravedad de la lesién. Nive-
les superiores a 100 RLU se asocian a lesion clinica
en més del 90% de los casos y en niveles superiores
a 1.000 RLU la presencia de lesiones clinicas fue
constante, por el contrario determinaciones inferio-
res a las 10 RLU, no presentan lesiones (82).

Para concluir se puede establecer que la diversidad
de técnicas moleculares con las que se cuenta en la
actualidad, con el mejoramiento y refinamiento de
diversos procesos de laboratorio, hacen de manera
inevitable que los diagnésticos en la cavidad oral,
sean mucho mas precisos, inclusive desde el punto
de vista molecular y proteémico, para poder esta-
blecer de forma mucho maés exacta, la presencia
de los virus del papiloma en humanos y su posible
relacién con la aparicién de carcinomas en la cavi-
dad oral, predecir su comportamiento e intentar
buscar posibles alternativas terapéuticas moder-
nas.
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