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Prevalencia del carcinoma
escamoso de orofaringe y su
relacion con los genotipos del VPH

Judrez-Nieto 0J?, Gutiérrez-Gonzalez J?

Resumen

ANTECEDENTES: el cancer epidermoide de cabeza y cuello repre-
senta una causa significativa de morbilidad en todo el mundo; los
subsitios anatémicos mds comunes de este tipo de carcinoma suelen
ser la laringe, la cavidad oral y la orofaringe. En los Gltimos anos
se ha evidenciado decremento relacionado con factores de riesgo
tradicionales: alcohol y tabaco, e incremento en la incidencia rela-
cionada con la presencia del virus del papiloma humano (VPH), lo
que repercute en la forma bioldgica y clinica y en las estrategias de
tratamiento y de prevencion.

OBJETIVO: determinar la prevalencia de cdncer escamoso orofaringeo
en asociacion con genotipos de VPH-AR (virus del papiloma humano
de alto riesgo), especialmente el genotipo 16.

MATERIAL Y METODO: estudio ambispectivo, observacional,
transversal y descriptivo, con duracién de cinco afios (2011-2015),
realizado en pacientes del Hospital Judrez de México, en los que se
realizé determinacion de ADN y microarreglos para la deteccion del
VPH a partir de biopsias de tejido fresco en pacientes con lesiones
clinicas sospechosas y biopsias embebidas en parafina en pacientes
con diagnéstico de carcinoma escamoso de orofaringe.

RESULTADOS: se encontraron 10 hombres y 5 mujeres; la edad
vario de 44 a 78 anos; la distribucién de las lesiones fue en 87% en
la amigdala y 13% en la base de la lengua. El porcentaje de casos en
los que se detecté ADN VPH16 fue de 13.3%.

CONCLUSIONES: la incidencia de virus del papiloma humano y
de carcinoma escamoso de orofaringe es baja en nuestra poblacién.

PALABRAS CLAVE: orofaringe, carcinoma escamoso, virus del papi-
loma humano.
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Prevalence of squamous cell carcinoma
in oropharynx and its relationship with
HPV genotypes.

Judrez-Nieto 0J?, Gutiérrez-Gonzalez J?

Abstract

BACKGROUND: Head and neck epidermoid cancer represents a
significant cause of worldwide morbidity, the most common ana-
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tomical subsites for this type of carcinoma are the larynx, oral cavity
and oropharynx. In recent years there has been a decrease related to
traditional risk factors: alcohol and tobacco, and an increase in the
incidence related to the presence of HPV (human papilloma virus),
causing an impact on the biological and clinical form, and on the
management and prevention strategies.

OBJETIVE: To determine the prevalence in patients with diagnosis of
oropharyngeal squamous cell carcinoma in association with genotypes
of HR-HPV (high risk human papilloma virus), especially genotype 16.

MATERIAL AND METHOD: An ambispective, observational, trans-
verse and descriptive study of 5 years (2011-2015), carried out in
patients from the Hospital Judrez de México, in which we performed
determination of DNA and microarrays for detection of HPV, from
fresh tissue biopsies of patients with suspicious clinical lesions and
paraffin-embedded tissue in patients diagnosed with oropharyngeal
squamous cell carcinoma.

RESULTS: There were 10 men and 5 women; the range age varied
from 44 to 78 years, the distribution of lesions was 87% in tonsils and
13% in the base of tongue. The percentage of cases in which HPV16
DNA was detected was 13.3%.

CONCLUSIONS: The incidence of human papilloma virus and squa-
mous cell carcinoma in oropharynx is low in our population.

KEYWORDS: oropharynx; neoplasms, squamous cell; human papil-
loma virus
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El cancer epidermoide de cabeza y cuello repre-
senta una causa significativa de morbilidad en
todo el mundo, causa 16.6 y 3.4% de las muertes
por cancer en Europa y Estados Unidos, respecti-
vamente. Los subsitios anatbmicos mas comunes
de este tipo de carcinoma suelen ser la laringe,
la cavidad oral y la orofaringe." En México, en
2002 la incidencia de carcinoma epidermoide de
cabezay cuello fue de 5%, de los que 1% corres-
pondié a la orofaringe.? La edad de aparicién es
entre 55 y 65 afios con incidencia incrementada
en 11.1 por cada 100,000 hombres (10.0-12.1
con 1C95%) y en 3.9 por cada 100,000 mujeres
(3.3-4.6 con 1C95%).>* En la actualidad es mas
frecuente encontrar casos de aparicién entre la

cuarta y quinta décadas de la vida. El carcinoma
escamoso de amigdalas es el tipo mds comun de
cancer orofaringeo, representa 15y 20% de los
carcinomas orofaringeos en paises como Suecia,
Finlandia y Estados Unidos, en los que se ha evi-
denciado decremento relacionado con factores
de riesgo, como alcohol y tabaco, a diferencia
del aumento en la incidencia de cancer escamo-
so de orofaringe relacionado con el VPH, cuya
prevalencia aument6 en 225% de 1988 a 2004.°
Nuevos estudios epidemiolégicos, patolégicos y
moleculares sugieren una creciente de 45-70%
de nuevos casos asociados con el factor VPH,
lo que repercute considerablemente en la forma
bioldgica y clinica y en las posibles estrategias
de tratamiento y prevencion. De los numerosos
subtipos de VPH, los genotipos 16 y 18 se re-
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lacionan con cancer orofaringeo escamoso de
mucosas, con asociacion para el primero de 90%
con la aparicién de esta enfermedad.®”

MATERIAL Y METODO

Estudio ambispectivo, observacional, transversal
y descriptivo, con duracion de cinco afos (2011-
2015), realizado en pacientes del servicio de
Otorrinolaringologia, en conjunto con la Unidad
de Investigacion del Hospital Judrez de México.

Se incluyeron pacientes de uno y otro sexo,
con diagnéstico de cancer epidermoide de
orofaringe (tumor primario de amigdalas y
base de la lengua), con antecedentes de fac-
tores de riesgo; reporte histopatolégico y de
inmunohistoquimica positivos a carcinoma
epidermoide, independientemente del estadio
clinico al momento del diagnéstico y si pre-
viamente recibieron tratamiento quirdrgico,
quimio-radioterapia o ambos.

Para el estudio retrospectivo se realizaron cor-
tes histolégicos de 5 mm de espesor de tejido
fijado en parafina provenientes de biopsias
de orofaringe correspondientes a los casos de
positividad, posteriormente se desparafinaron a
través de un tratamiento con xilol/xilol-alcohol/
alcoholes graduales para luego obtener el tejido
pulverizado a través de un raspado con navaja
del tejido desparafinado en la laminilla.

Para los nuevos casos detectados en los pacientes
con factor de riesgo y lesion clinica evidente en
la orofaringe se realizé la toma de biopsia de
tejido fresco en consultorio, que fue deposita-
da y transportada en un vial (RNA Latter) para
mantener la muestra en fresco y sometida a 4°C
durante 24 horas, para después realizar la am-
plificacién y determinacién de ADN.

La extraccion del ADN se realizé con el paquete
CLART®HPV2, que detecta 35 genotipos del
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VPH; los genotipos de alto riesgo que detecta
son: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66 y 68B; de riesgo moderado (o probable
alto riesgo): 26, 53, 73 y 82, y de bajo riesgo: 6,
11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 62, 70, 71, 72, 81,
83, 84, 85y 89. Se realizan los microarreglos en
caso de haber material genético positivo a VPH.

El andlisis de los microarreglos se realiz6 de
forma totalmente automatizada en un lector
(SAICLART®), y el programa de procesamiento
de microarreglos desarrollado por GENOMICA.

RESULTADOS

Se encontraron 20 casos de cancer de orofarin-
ge en pacientes del Hospital Juarez de México
diagnosticados de 2011 a 2015, de los que se
obtuvieron 15 biopsias para determinacion del
ADN; los 5 pacientes restantes no se incluyeron
debido a que no contdbamos con expediente
completo o biopsia disponible para obtener la
informacién requerida para este estudio. La in-
formacién demogréfica se muestra en el Cuadro
1. Se encontraron 10 hombres y 5 mujeres, la
edad vari6 de 44 a 78 afios, con media de 62 y
49 anos, respectivamente.

La mayoria de los tumores se localizaron en la
amigdala palatina (n = 13), como se muestra en
el Cuadro 2, seguida de dos casos en la base de
la lengua; los pacientes con cancer en la base de
la lengua fueron mas jovenes (edad promedio:
51 ahos) que los de amigdala.

Respecto a los factores de riesgo asociados (Cua-
dro 1), se encontrd el consumo de tabaco en la
mayoria de los pacientes (73.3%), con consumo
promedio de 5 a 10 cigarrillos por dia (33.3%),
en un periodo de aproximadamente 10 afios.
El habito y consumo de alcohol se encontré
en 66.6%, de los que 40% lo consumia diario;
ambos hébitos se encontraron usualmente en el
género masculino.
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Cuadro 1. Caracteristicas sociodemogréficas de los pacientes

Total de pacientes (n=15)

Caracteristicas del paciente

Nam. (%)

Género

Mujer 5(33.3)

Hombre 10 (66.6)
Edad (ahos)

<40 1(6.6)

40-54 5(33.3)

55-64 3 (20)

> 65 6 (40)
Consumo de tabaco

Si 11 (73.3)

No 4 (26.6)
Afios de consumo

<20 6 (40)

> 20 5(33.3)
Nidmero de cigarros al dia

<5 5(33.3)

6-10 4 (26.6)

>10 2(13.3)
Consumo de bebidas alcohdlicas

No 5(33.3)

St 10 (66.6)
Frecuencia de consumo

Bebedor social 4 (26.6)

Bebedor recurrente 6 (40)

Cuadro 2. Localizacién de lesiones en la orofaringe y su
relacién con positividad del virus del papiloma humano

Caracteristicas Total de VPH VPH
tumorales pacientes, | positivos, | negativos,
n=13 (%)
Subsitio
Amigdala palatina 13 (86.6) 2 (100) 11 (84.6)
Base de lalengua 2 (13.3) 0 2 (15.3)

Las muestras de los 15 pacientes con purificacién
del ADN y aplicacién de microarreglo para VPH
se obtuvieron de la forma siguiente: 10 muestras

VPH positivos, n=2 (13.3%) VPH negativos, n=13
Ndam. (%) Nam. (%)

1 (50) 4(30.7)
1(50) 9 (69.2)
0 1(7.6)
0 5(38.4)
0 3(23)
2 (100) 4 (30.7)
1 (50) 10 (76.9)
1(50) 3(23)
1 (100) 5(38.4)
5(38.4)
1 (100) 4(30.7)
0 4(30.7)
0 2 (15.3)
1(50) 4(30.7)
1(50) 9(69.2)
1(100) 3 (23)
0 6 (46.1)

a partir de cortes embebidos en parafinay 5 de
tejido fresco y depositado en RNA latter.

De los 13 casos de cancer escamoso de orofa-
ringe en amigdala, uno se report6 positivo para
proteina p16 por inmunohistoquimica (mujer),
pero negativo para microarreglo, por lo que
no pudo determinarse el genotipo de VPH, y
otro fue positivo para VPH, por microarreglo
con positividad para genotipo 16 (hombre);
los 11 casos restantes, junto con los de la base
de la lengua, al realizar la aplicacion de mi-
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croarreglo, resultaron negativos. El porcentaje
de céancer de orofaringe en el que se detect6
ADNVPH 16 fue de 13.3% (Cuadro 1). De los
pacientes mencionados, en el primer caso la
paciente neg6 todo tipo de antecedente de con-
sumo de tabaco, alcohol o practica orosexual;
en el otro paciente no fue posible recolectar la
informacidn respecto a antecedentes de prac-
tica orosexual debido a que éstos no estaban
reportados en el expediente.

DISCUSION

Se ha sugerido que el aumento del carcinoma
epidermoide orofaringeo VPH-positivo depende
del cambio en los comportamientos sexuales:
inicio temprano de vida sexual, el nimero de
compaiieros orales o vaginales, asi como el
aumento en el ndmero de parejas sexuales. Re-
cientemente se demostré una fuerte asociacion
estadisticamente significativa entre las practicas
orosexuales con el cancer orofaringeo de células
escamosas positivas a VPH 16.>8 Numerosos
estudios han demostrado que el pronéstico
de los pacientes con carcinoma escamoso de
orofaringe VPH-positivo es mucho mejor que el
VPH-negativo, independientemente del estadio
clinico y TNM, porque tras el tratamiento, se
observa supervivencia a cinco anos de 70-80%
en el primero contra 25-40% en el segundo; lo
que demuestra una caracteristica bioldgica y
clinica asociada con la transcripcion activa del
virus.®” En términos genéticos, este tipo de car-
cinoma es menos complejo que el no causado
por VPH. En un nimero importante de casos
las lesiones generadas por VPH pueden remitir
espontdneamente, aunque en algunos casos
pueden progresar hacia lesién intraepitelial
escamosa de alto grado.?'?

Existe asociacion alta entre la aparicién de can-
cer de orofaringe en relacién con la actividad
transcripcional del VPH16 de las células tumo-
rales. Los métodos de deteccion se basan en el
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diagnéstico morfoldgico al observar alteraciones
citopaticas producidas por el VPH (coilocitosis)
en las células escamosas; inmunohistoquimica
con deteccion de proteinas del VPH, en espe-
cifico proteina p16, sensible para evidenciar la
tasa transcripcional activa del oncogén E7 del
VPH, y métodos de biologia molecular para la
deteccion de este virus, este Gltimo es el patrén
de referencia.”'%'?

Este estudio epidemiolégico muestra que los
pacientes evaluados estaban en los limites de
edad sefialados en estudios como el de Nasman
y Hammarstedt,'>'* mismos que establecen una
edad de aparicion entre la quinta y sexta décadas
de la vida; ademas, se encontré que el mayor
ndmero de pacientes diagnosticados con cancer
de orofaringe fueron de género masculino.

De los casos evaluados, dos fueron positivos para
la existencia de VPH, uno se determiné positivo
para VPH genotipo 16; en este paciente la can-
tidad de consumo de alcohol y tabaco fue poco
relevante, por lo que no se encontré evidencia
de sinergizacion entre ellos. En contraste, los
pacientes con cancer escamoso de orofaringe
y determinacién negativa a VPH resultaron ser
grandes consumidores en cantidad y frecuencia
de alcohol y tabaco; lo que corrobora la biblio-
grafia respecto a que el consumo elevado de
alguno de ambos se vuelve un factor de riesgo
importante.

En cuanto a los factores de riesgo como tabaco
y alcohol en asociacién con la aparicién de
cancer de orofaringe, el consumo de ambos
incrementa de manera significativa la posibili-
dad de padecerlo; sin embargo, su consumo y
la frecuencia no predisponen a tener infeccion
porVPH. En miltiples estudios se ha encontrado
que los factores consumo de tabaco y alcohol
han ido en decremento y que uno de los factores
significativamente asociados y determinantes del
crecimiento exponencial es la infeccién por el
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virus del papiloma humano de alto riesgo para
la aparicién del cancer. Por tanto, el tabaco y al-
cohol representan factores de riesgo importantes
para la aparicién de cancer de orofaringe, mas
no acttian como cofactores en el cdncer mediado
por infeccién por el VPH.

Durante el desarrollo del estudio llamé la aten-
cion la sobreexpresion de la proteina p16 segin
inmunohistoquimica de uno de los casos, sin
antecedentes de factores de riesgo, como tabaco,
alcohol y practicas orosexuales; sin embargo, al
realizar la prueba de microarreglo ésta result6
negativa. Seglin multiples estudios, las maneras
de diagnéstico son principalmente con la iden-
tificacion de proteinas E6 y E7 por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y otra alternativa
es por medio de inmunohistoquimica, por lo
que en nuestro caso no hubo forma de corro-
borar la asociacion entre el cancer escamoso
de orofaringe determinado por inmunohisto-
quimica y la infeccién por VPH y su genotipo
correspondiente.

Los estudios realizados por D’Souza y su grupo'
refieren que existen dos mecanismos en la apa-
ricion del cancer de orofaringe, el primero esta
dado por los efectos carcinégenos del tabaco,
alcohol 0 ambos y el segundo por la inestabili-
dad gendémica indicada por la infeccién por el
VPH. Ademas, ser positivos para VPH confiere
mejor prondstico porque la morfologia histo-
patolégica se conoce como no queratinizante,
pero con mejor diferenciacién, a comparacién
de la originada por otros factores de riesgo en
los que la morfologia es menos diferenciada, lo
que confiere peor prondstico.

Las limitaciones de este estudio incluyen un
numero limitado de muestras debido a que no se
encontraron los cortes de biopsia embebida en
parafina, asi como ausencia de datos reportados
en los expedientes, como el nimero de parejas
sexuales y el tipo de practicas sexuales.

CONCLUSION

A pesar de que la relacion causa-efecto no puede
inferirse a partir de un solo estudio, nuestros ha-
llazgos complementan la bibliografia conocida
respecto a la aparicion de cancer escamoso de
orofaringe. En nuestro medio la practica del
consumo de tabaco y alcohol ain sigue siendo
elevaday, por tanto, estos factores se consideran
de gran importancia; respecto de la relacion de
esta enfermedad con la infeccién de VPH, pese
a que se haya encontrado sélo en dos casos, no
podemos descartar por completo su participa-
cién, por lo que consideramos que este trabajo
debe continuar desarrollandose a largo plazo a
fin de obtener una muestra mds representativa;
asi como hacer un estudio comparativo con los
casos de otros sitios de manifestacion, como la
laringe y la cavidad oral, porque son los subsitios
mas comunes de cabeza y cuello de aparicién
de cancer escamoso y, de esa manera, poder
conocer la prevalencia del virus del papiloma
humano en pacientes con cancer de orofaringe
en nuestro medio.
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