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Resumen

Antecedentes: El carcinoma de cabeza y cuello comprende un grupo de neoplasias que compar-
ten un origen anatomico similar. La mayoria se originan de la mucosa del tracto aerodigestivo y
mas del 90% corresponden al carcinoma espinocelular. En los ultimos 15 afos se observd un incre-
mento en la incidencia de carcinoma espinocelular inducido por el virus del papiloma humano
(VPH) en jovenes, principalmente los serotipos 16 y 18, los cuales son los mas estudiados en
cancer de cavidad oral y orofaringe, y los serotipos 6 y 11 en cancer de laringe. Existen reportes
en la literatura sobre el VPH como principal causa de carcinoma espinocelular, principalmente
de orofaringe.

Objetivo: Determinar la prevalencia de infeccion por VPH de alto riesgo en pacientes con
diagnostico de carcinoma espinocelular de cavidad oral, orofaringe y laringe.

Material y métodos: Estudio observacional, transversal, descriptivo, no ciego. Se determind
la prevalencia de infeccion por VPH por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa en
muestras de ADN de tejido tumoral en pacientes con carcinoma espinocelular de cavidad oral,
orofaringe y laringe. Se realizo tipificacion de serotipos de alto riesgo.

* Autor para correspondencia. Servicio de Otorrinolaringologia y Cirugia de Cabeza y Cuello. Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. Hospital
Universitario, Av. Madero y Gonzalitos s/n, Colonia Mitras Centro, C.P. 64460 Monterrey, Nuevo Leon, México. Tel.: +52 (81) 8333 4299.
Correo electrénico: centrodevoz@yahoo.com.mx (V.J. Villagbmez-Ortiz).
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Resultados: Se incluyo en el estudio un total de 45 pacientes. La asociacion entre el carci-
noma de células escamosas de laringe con VPH se ailo en 2 pacientes, lo cual represento una
prevalencia global del 4.4% en nuestra poblacion y del 10% para los tumores de laringe.
Conclusiones: Existe una baja prevalencia de carcinoma espinocelular de la cavidad oral, oro-
faringe y laringe, asociado a infeccion por VPH en nuestra poblacion. Estudios prospectivos en
poblacion mas joven con cancer de cabeza y cuello podrian aportar mayor informacion sobre
la influencia del VPH en dicha patologia.

© 2016 Academia Mexicana de Cirugia A.C. Publicado por Masson Doyma México S.A. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

Prevalence of human papillomavirus infection in squamous cell carcinoma of the oral
cavity, oropharynx and larynx

Abstract

Background: Cancer of the head and neck comprises a group of neoplasms that share a simi-
lar anatomical origin. Most originate from the epithelium of the aerodigestive tract and 90%
correspond to squamous cell carcinoma. In the last 15 years, an increase in the incidence of
squamous cell carcinoma induced by human papillomavirus (HPV) has been seen, mainly types
16 and 18, which are the most frequent found in cancers of the oral cavity and oropharynx,
and types 6 and 11 in laryngeal cancer. There are reports in the literature that show HPV as the
leading cause of oropharyngeal squamous cell carcinoma.

Objective: Determine the prevalence of infection with high-risk HPV in patients diagnosed with
squamous cell carcinoma of the oral cavity, oropharynx and larynx.

Material and methods: An observational, cross-sectional, descriptive, unblinded study was per-
formed. Prevalence of HPV infection was determined by polymerase chain reaction (PCR) in DNA
samples from tumour tissue of patients with squamous cell carcinoma of the oral cavity, orop-
harynx and larynx. Typing was subsequently performed in HPV positive samples in order to
detect types 18, 16, 11 and 6, using custom primers.

Results: A total of 45 patients were included. The association between laryngeal squamous cell
carcinoma and HPV was established in two patients, which represented an overall prevalence
of 4.4% in our population, and 10% for laringeal tumours.

Conclusions: There is a low prevalence of HPV infection in squamous cell carcinoma of the oral
cavity, oropharynx and larynx, in our population. Prospective studies on younger patients could
provide more information.

© 2016 Academia Mexicana de Cirugia A.C. Published by Masson Doyma México S.A. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

Diversos mecanismos han sido descritos en la géne-
sis de los tumores originados en vias aerodigestivas

El carcinoma de cabeza y cuello comprende un grupo de
neoplasias que comparten un origen anatomico similar; la
mayoria se originan de la mucosa que recubre el epitelio
del tracto aerodigestivo y mas del 90% corresponden al car-
cinoma espinocelular. Ocupan el sexto lugar mundial entre
las neoplasias de todas las localizaciones, y el sitio afectado
con mas frecuencia es la cavidad oral'.

Se estima que aproximadamente 400,000 nuevos casos al
ano son diagnosticados en todo el mundo, con mayor preva-
lencia en el hombre; los sitos de origen mas comunes son la
cavidad oral y la orofaringe. En la cavidad oral la region mas
afectada es la lengua, seguida de la encia y el piso de boca;
en la orofaringe y la regién amigdalinaZ.

En México, el 5% de todas las neoplasias corresponden
al carcinoma epidermoide de cabeza y cuello, que por lo
general se identifica en etapas avanzadas, sobre todo en la
lengua®.

superiores, entre los que destacan los efectos carcino-
génicos del alcohol y el tabaco, que son reconocidos
como los principales factores de riesgo y juegan un
papel importante en su etiopatogenia debido a su poten-
cial para inducir mutaciones en el gen supresor tumoral
p53*.

Sin embargo, ahora se reconoce el rol del virus del
papiloma humano como factor independiente en el de-
sarrollo de estas neoplasias. En los ultimos 15 afos se ha
observado un incremento en la incidencia de carcinoma espi-
nocelular inducido por virus del papiloma humano (VPH),
incrementando la frecuencia en pacientes jovenes y en
no fumadores o bebedores, asociado sobre todo a sero-
tipos de alto riesgo como el subtipo viral 16 y apoyado
por reportes en la literatura en los que se vincula al VPH
como la principal causa de carcinoma espinocelular de
orofaringe®®.
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Se conocen mas de 180 subtipos virales, de los cuales
mas de 40 subtipos del VPH son trasmitidos sexualmente e
infectan el tracto anogenital y de esta forma son trasmitidos
a la cavidad oral’.

Los VPH han sido clasificados como de alto riesgo, riesgo
intermedio y bajo riesgo, dependiendo de su asociacion con
neoplasias malignas. Los serotipos 16 y 18 son considerados
de alto riesgo y se han relacionado con cancer de cavidad
oral y orofaringe, mientras que los serotipos 6 y 11 son con-
siderados de bajo riesgo y se han relacionado con el cancer
de laringe®.

El mecanismo por el cual el virus induce carcinoma epi-
dermoide de cabeza y cuello no ha sido del todo aclarado
y es controvertido. El potencial oncogénico para insertar
fragmentos especificos de ADN (E6 y E7) en el genoma
del huésped tiene como resultado la supresion de factores
supresores de tumores p53 o Rb y la capacidad de inducir
lesiones displasicas y neoplasias malignas’.

La mayoria de los individuos inmunocompetentes son
capaces de eliminar la infeccion sin manifestaciones cli-
nicas, y solo el 10% desarrollaran lesiones. La integracion
del ADN del virus en el genoma del huésped es un predic-
tor de la progresion de una infeccion a la formacion de una
neoplasia’®.

A pesar de incrementar el riesgo de carcinoma epider-
moide de cabeza y cuello, se ha relacionado a un mejor
prondstico en los pacientes en quienes el ADN viral es detec-
tadoy, por lo tanto, tienen mejor control y supervivencia. Un
estudio realizado en Estados Unidos en 2010 demostré que
el carcinoma espinocelular VPH positivo presenté una reduc-
cion del 58% de riesgo de muerte, mientras que la edad, el
indice tabaquico y la infiltracion linfatica continGian siendo
factores determinantes en la sobrevida''.

El objetivo del presente articulo es determinar la preva-
lencia de VPH de alto riesgo (16, 18) y de bajo riesgo (6, 11)
en pacientes con carcinoma espinocelular de cavidad oral,
orofaringe y laringe.

Material y métodos

Se efectud un estudio observacional, transversal, descrip-
tivo, no ciego que incluyé a todos los pacientes con
diagnostico histopatologico de carcinoma espinocelular de
cavidad oral, orofaringe y laringe que acudieron al Servi-
cio de Otorrinolaringologia y Cirugia de Cabeza y Cuello del
Hospital Universitario José Eleuterio Gonzalez entre el 1 de
enero de 2011 y el 31 de diciembre de 2013, obteniendo un
total de 45 pacientes.

Se incluyeron en el estudio pacientes de ambos géneros
con diagndstico histopatologico de carcinoma epidermoide
de cabeza y cuello primario.

Fueron excluidos los pacientes con carcinoma de cavidad
oral, orofaringe y laringe con otro tipo histologico diferente
al espinocelular, los pacientes menores de 18 anos y los
pacientes que fueron previamente irradiados o que habian
recibido quimioterapia.

Se realizo una historia clinica completa en cada paciente
para buscar factores de riesgo relacionados con el desarrollo
de carcinoma espinocelular, como alcoholismo, tabaquismo,
enfermedad periodontal, presencia de papilomatosis larin-
gea y antecedentes familiares de carcinoma epidermoide de

cabeza y cuello. Se realizd una exploracion otorrinolaringo-
logica completa, incluyendo exploracion instrumentada, con
endoscopio flexible mediante fibra dptica Karl Storz RP1® y
sistema de digitalizacion Endodigi®. Se realizé la bisqueda
de material genético de VPH por la técnica de reaccién en
cadena de polimerasa de punto final.

La extraccion de ADN de tejido tumoral fresco se realizd
en 9 pacientes, y en el resto se obtuvo de tejido alma-
cenado en bloques de parafina. Se obtuvieron bloques de
parafina de 10 wum de grosor, se recolectaron en tubos de
1.5ml, se deparafinizaron y posteriormente fueron deshi-
dratados. Se realizé extraccion de ADN por el método de
proteinasa K/fenol. Se determind la concentracion de ADN
por espectrofotometria en el NanoDrop 2000 (Termo Fisher
Scientific, Inc., Wilmington, DE) y una cantidad se corrio por
electroforesis en gel de agarosa al 1% para evaluar visual-
mente su calidad. Para la deteccion del VPH se utiliz6 la
técnica de PCR punto final, utilizando los iniciadores gene-
rales MY09/MY11 y GP5/GP6 para la deteccion de la region
L1y Cpl/Cpll para deteccion del gen E1. Se utilizd un termo-
ciclador Eppendorft Mastercycler Gradient (Eppendorf AG,
Hamburg, Alemania) para realizar las PCR.

A las muestras positivas para el virus del papiloma
humano se les rastreod la presencia de los subtipos virales
6, 11, 16 y 18 mediante iniciadores especificos de VPH.

Muestras de ADN y analisis por reaccion en cadena
de la polimerasa

El ADN fue extraido de 8 muestras frescas tumorales de
las biopsias y 36 de biopsias tumorales embebidas en para-
fina; ambas muestras fueron extraidas usando el protocolo
de K/fenol. Sin embargo, los bloques de parafina fueron
cortados en rebanadas de 10 um de grosor y desparafini-
zadas con xilol previo a la digestion de proteinasa K. La
concentracion de ADN fue determinada por espectrofoto-
metria usando NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific,
Inc., Wilmington, DE), corriendo a su vez una pequefa
cantidad en gel de agarosa al 1% para electroforesis y valo-
rando su calidad. Para la deteccion del VPH se utilizo la
técnica de reaccion de cadena de la polimerasa (PCR) de
punto final con iniciadores generales MY09/MY11 (MY09: 5'-
CGTCCMARRGGAWACTGATC-3’, MY11: 5'-GCMCAGGGWCAT-
AAYAATGG-3') y GP5/GP6 (GP5 5-TTTGTTACTGTGGTAGA-
TACTAC-3’; GP6 5-GTAGTATCTACCACAGTAACAAA-3') para
detectar el gen viral L1 y Cpl/CPll (Cpl: TTATCAWATG-
CCCAYTGTACCAT-3'; Cpll: 5- G ATGTTAATWSAGCCWCCAAA-
ATT-3') y los iniciadores para la deteccion del gen E1. La PCR
se realizo utilizando termociclador de gradiente Eppendorft
(Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) y GoTaq-GreenMaster
Mix (PROMEGA, EE. UU.), segln los protocolos recomendados
por la compania manufacturera.

Una vez identificadas las muestras positivas para el
VPH por cualquiera de los iniciadores generales (MY, GP
y CP), la presencia de los subtipos virales 6, 11, 16 y 18
se determind por PCR empleando iniciadores especificos
disenados para identificar un fragmento dentro del genoma
viral de la region larga de control especifico para dichos
subtipos (VPH-6 5-TATTCGTACCGGTGTTAAGCGCC-3'/5'-
TTGGCAGGGCAATGTGTACCTG-3/, VPH-11 5-GCTGTGTCT-
AAGCCCTCTACAG-3'/5'-GTACCTTGGCACACAACATAT GG-3/,
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Tabla 1 Caracteristicas generales de la poblacion en Etapa clinica al diagnostico de la enfermedad
estudio 0% 37.8%

Caracteristicas

Pacientes (n=45)

Edad, anos 58 (39-92)
Género, n (%)
Masculino 32 (71)
Femenino 13 (29)
Factores de riesgo, n (%)
Alcoholismo 16 (36)
Tabaquismo 22 (49)
Enfermedad periodontal 34 (76)
VPH+, n (%) 2 (4.4)
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10%

0% T T T 1
| Il n [\

Localizacién de carcinoma de cabeza y cuello
50%

42.2%
40%

30% 26.7%

20%

10% 8.9% 8.9%
4.4% 4.4% 4.4%
0% T T T T
@ NS O I O & &
™ & ) o N & NS
& & N ©° brz;‘b & e‘?oq,o\'b
s o N TS
Q® <® °
Figura 1 Distribucion de la localizacion primaria de carci-

noma espinocelular de cabeza y cuello.

VPH-16 5-ACCTCATCTACCTCTACAACTGC-3'/5-GGCAAGCA-
GTGCAGGTC AGG-3" y VPH-18 5-AACCTGCCAAGCGTGTG-
CGTG -3'/5-TAAGCCAAAGGCAACCGAAATCG-3').

Analisis estadistico

Para analizar las caracteristicas de la muestra se empled
la estadistica descriptiva utilizando las medianas y rangos
para variables continuas y el porcentaje para las variables
categéricas, ademas de medias y desviacion estandar segln
la variable descrita. Se utilizo el programa IBM SPSS Statics
version 20.0.

Resultados

Se analizaron un total de 45 pacientes (32 hombres y 13
mujeres) con una mediana de edad de 58 anos. El 49% de
los pacientes presentaban antecedente de tabaquismo; el
36%, antecedente de alcoholismo, y la enfermedad perio-
dontal se encontro en el 76% de los pacientes. El resto de las
caracteristicas demograficas de los pacientes se encuentra
en la tabla 1. Los sitios de localizacion encontrados fueron:
laringe en 19 pacientes, representando el 42.2%; lengua en
12 pacientes; amigdala y labio con 4 cada uno; piso de boca,
paladar duro y reborde alveolar en 2 pacientes (fig. 1). La
distribucion por etapa clinica de la enfermedad al momento
del diagnostico fue: 17 pacientes en etapa clinica IV, 11
pacientes en etapa lll, 10 pacientes en etapa Il y 7 en etapa

Figura 2

Distribucion por etapas clinicas de la enfermedad al

diagndstico.

20 Frecuencia por grupo de edad

Pacientes

<45 " 4655 " 5665 ' > 65
Edad en afos

Figura 3  Distribucion por grupo de edad al diagnéstico de la
enfermedad.

| (fig. 2). La infeccion por VPH se detectd en 2 pacientes
(4.4%), ambos diagnosticados con cancer de laringe. El sub-
tipo viral detectado en ambos pacientes fue el tipo 11; en
la figura 3 se muestra la distribucion por grupo de edad al
diagndstico de la enfermedad.

Discusion

La prevalencia encontrada de cancer de cabeza y cuello
segln su localizacion, descrita por Parkin et al.” en Globocan
2000, resalta la cavidad oral como el sitio mas comu(n-
mente afectado (50%), concordando con nuestros resultados
(57.8%). El cancer de laringe se detectd en el 42.2% de nues-
tra poblacion, a diferencia del 32% reportado por este mismo
estudio.

En la mayoria de nuestros pacientes (62.2%) se detecto
en una etapa clinica avanzada (etapa lll y IV); esto se refleja
en las condiciones de nuestra poblacién, caracterizada por
un nivel socioeconémico bajo y con dificil acceso a centros
hospitalarios de alta especialidad, lo que permite el avance
de la enfermedad hasta etapas avanzadas.

El tabaquismo es el factor de riesgo mas importante para
el desarrollo de carcinoma epidermoide de cabeza y cuello.
EL 90% de los canceres de la cavidad oral en hombres y el 60%
en mujeres se atribuyen al consumo de tabaco'?. El habito
de colocarse tabaco en la mucosa oral (sublingual o en el
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carrillo) aumenta el riesgo de 4 a 6 veces mas de cancer de
la cavidad oral en labios, lengua y mucosa de carrillo. Este
habito es infrecuente en México pero popular en algunas
regiones de Estados Unidos y Europa'?; en nuestra poblacién
no encontramos pacientes con dicho habito.

El consumo de alcohol se asocia también con el incre-
mento en el riesgo de padecer carcinoma epidermoide de
cabeza y cuello, siendo el segundo agresor en importancia
después del tabaco. El riesgo de cancer en bebedores es 6
veces mayor que en no bebedores, y el riesgo de muerte por
cancer de orofaringe es 4 veces mayor en los bebedores; por
lo tanto, hay una relacion estrecha con el carcinoma espino-
celular originado en la cavidad oral, orofaringe, hipofaringe
y supraglotis',

La intoxicacion alcohol-tabaco es sinérgica en la génesis
del carcinoma epidermoide, disparando el riesgo relativo a
16 veces con su combinacion'®.

Observamos en nuestra poblacion una prevalencia del
35% en bebedores y del 51% en fumadores. Existe también
una prevalencia de cancer de acuerdo al género masculino
del 71%, que concuerda con lo descrito en la literatura.
Sabemos que hay un incremento en la incidencia de can-
cer de cabeza y cuello en la mujer debido al aumento en el
habito tabaquico, que ha llevado la relacion 6:1 en los afos
sesenta a 4:1 en la actualidad en relacién al hombre'®'7, En
nuestro trabajo la relacion aproximada hombre:mujer fue
de 3:1, con inclinacion hacia el género masculino.

Al inicio de la década de los ochenta, poco después del
reconocimiento del VPH como factor etiologico del cancer
cervicouterino, se reconocid la participacion de este virus
en el cancer de cabeza y cuello'®.

Sin embargo, a pesar de los esfuerzos para disminuir el
indice de uso de tabaco, el desarrollo de cancer en la orofa-
ringe y en las amigdalas palatinas se ha disparado 3 veces,
tanto en Estados Unidos como en Europa'®?°.

Un metaanalisis realizado en 2008 por Termine et al.?!
establecié una prevalencia del VPH en cancer de cabeza y
cuello originados en la cavidad oral, la faringe o la laringe
del 34.5%.

Los subtipos virales mas frecuentes son el 16 y 18 en
cabeza y cuello, teniendo la capacidad de inmortalizar a
la célula infectada debido a sus oncogenes E6 y E7 y a los
factores de supresion de RB y p532%23. Existe evidencia en
la literatura de un mejor pronéstico en la sobrevida (33%),
mayor en pacientes con carcinoma epidermoide con VPH(+)
versus con los VPH(—)%.

La infeccion por VPH se detectd en 2 pacientes (4.4%),
ambos diagnosticados con cancer de laringe. El subtipo viral
detectado en ambos pacientes fue el tipo 11. Para el resto
de los tumores no se establecio una asociacion con VPH, lo
cual difiere con lo reportado en la literatura. Los pacien-
tes en los que se identifico VPH tenian el antecedente de
papilomatosis laringea con displasia severa que progreso a
carcinoma epidermoide; estos pacientes fueron detectados
en un estadio temprano (etapas clinicas | y II).

Los posibles motivos por los cuales no se aislo VPH en la
mayoria de nuestra poblacion pueden deberse a varios facto-
res; primero, el virus es epigenético al inicio de la infeccion,
y por consiguiente es posible detectarlo en el ADN celular
mucho antes de inducir lesiones displasicas; una vez inte-
grado al genoma del huésped en el que ha producido cambios
en la morfologia celular es mas dificil su deteccion, como lo

reportan Koskinen et al.?> en un estudio reportado en 2003.
Otro punto a considerar es la mediana de edad de nuestros
pacientes, que fue de 58 afos, debido a que el VPH se ha
aislado en general en poblacidn mas joven®°.

Conclusion

La frecuencia por localizacion de los diferentes carcinomas
epidermoides de cabeza y cuello fue similar a lo reportado
en la literatura, predominando la cavidad oral como sitio
afectado. Se encontré una alta incidencia de los factores de
riesgo tipicamente mencionados (tabaquismo, alcoholismo,
enfermedad periodontal), siendo la enfermedad periodon-
tal el mas frecuentemente encontrado. El VPH solo fue
aislado en el 4.4% de nuestros pacientes; sin embargo, la
mediana de edad de la poblacion estudiada era alta, y el
VPH ha sido aislado en poblacion mas joven con diagndstico
de carcinoma de cabeza y cuello, por lo que es importante
realizar estudios prospectivos en pacientes de menor edad
para esclarecer mejor el papel de dicho virus en esta enfer-
medad.
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