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RESUMEN

Introduccion: Los tumores de la cavidad oral y orofaringe (TCOyO) son los mas
frecuentes dentro del grupo denominado como canceres de cabeza y cuello y de estos, el
90% corresponden a carcinomas de células escamosas (CCE). El origen de estos tumores
es multifactorial y los factores de riesgo mas comunes son el tabaquismo y el consumo
excesivo de alcohol, sin embargo, una posible etiologia viral es también sugerida.
Oncovirus, como el virus del papiloma humano (VPH), el virus de Epstein-Barr (VEB) o
el poliomavirus de células de Merkel (PVCM), han sido relacionados con la génesis de
diversos CCE ya que son capaces de promover mutaciones por la insercion de su ADN en
el genoma humano, pero su participacion en carcinomas de cavidad oral y orofaringe no
esta aun claramente establecida. El presente estudio tiene como objetivo evaluar la
prevalencia de infecciones por VPH, VEB y PVCM en muestras de pacientes con
diagnostico de tumor de cavidad oral y orofaringe de una Unidad Médica de tercer nivel
de atencion del Noreste de México. Se colectaron muestras de tejido tumoral fijado en
formalina y embebido en parafina de pacientes con diagnostico de tumor de cavidad oral
u orofaringe procesadas en el periodo de agosto de 2017 a agosto de 2020 por los
Departamentos de Otorrinolaringologia y Anatomia Patoldégica de la Unidad Médica de
Alta Especialidad N° 25 del IMSS. Se recabaron los datos clinico-epidemiologicos de los
pacientes por indagatoria en los expedientes clinicos. Se determind la presencia y los
genotipos del VPH y la presencia del VEB y del PVCM. Se detecto la presencia de VPH
y VEB en muestras de pacientes con diagnostico de Cancer de cavidad oral y orofaringe,
se encontraron prevalencias de 34.1% y 14.6% respectivamente, el PVCM no fue
detectado en ninguna de las muestras. Se determind la presencia de genotipos de alto
riesgo en el 100% de las muestras positivas para VPH, siendo el genotipo 16 el que
contaba con mayores incidencias. La coinfeccion por VPH y VEB se encontré en el 11%
de las muestras. La prevalencia de infecciones por VPH es similar a las reportadas en otros
paises. La prevalencia de VEB y PVCM es diferente a la reportada en la literatura. Las

coinfecciones en el Noreste de México tienen una baja prevalencia.



ABSTRACT

Introduction: Tumors of the oral cavity and oropharynx are the most frequent within the
group denominated as head and neck cancers and of these, 90% correspond to squamous
cell carcinomas (SCC). The origin of these tumors is multifactorial and the most common
risk factors are smoking and excessive alcohol consumption, however, a possible viral
etiology is also suggested. Oncoviruses, such as human papillomavirus (HPV), Epstein-
Barr virus (EBV) or Merkel cell polyomavirus (MCPV), have been linked to the genesis
of various SCCs as they are able to promote mutations by insertion of their DNA into the
human genome. Among the proteins affected by these mutations are p53 and pRB, which
are involved in cell cycle control. Objective: The aim of this study was to evaluate the
prevalence of HPV, EBV and PVCM infections in samples from patients diagnosed with
oral cavity or oropharyngeal tumors in a tertiary level medical unit in Northeastern
Mexico. Methodology: Formalin-fixed and paraffin-embedded tumor tissue samples were
collected from patients with a diagnosis of oral cavity or oropharyngeal tumor processed
in the period from August 2017 to August 2020 by the Departments of
Otorhinolaryngology and Anatomic Pathology of the High Specialty Medical Unit No. 25
of the IMSS. The clinical-epidemiological data of the patients were collected by inquiry
in the clinical records. The presence and genotypes of HPV and the presence of EBV and
PVCM were determined. Results: HPV and EBV were detected in samples from patients
diagnosed with oral cavity and oropharyngeal cancer, with prevalences of 34.1% and
14.6%, respectively; PVCM was not detected in the samples. The presence of high-risk
genotypes was determined in 100% of the HPV-positive samples, with genotype 16 being
the one with the highest incidence. Coinfection with HPV and EBV was found in 11% of
the samples. Conclusion: The prevalence of HPV infections is similar to those reported
in other countries. The prevalence of EBV and PVCM is different from that reported in

the literature. Coinfections in Northeastern Mexico have a low prevalence.

VI



1. INTRODUCCION

Los tumores de cabeza y cuello son el séptimo lugar en incidencias a nivel mundial, esto
representa el 5.3% de todos los tipos de cancer, siendo los tumores de cavidad oral los
mas comunes, seguido de los tumores de laringe y orofaringe (Aupérin 2020, Duhll et al.
2018). Los factores de riesgo asociados a los tumores de cavidad oral y orofaringe
(TCOyO) son diversos encontrandose entre los factores mas importantes el consumo en
exceso de bebidas alcoholicas y tabaco. (Moro ef al. 2018, Faria et al. 2020). Durante ya
varios afios se ha observado como las infecciones virales ayudan al desarrollo de diversos
tipos de cancer, entre los virus que se han asociado a tumores destacan el papilomavirus
humano (VPH), el virus de Epstein-Barr (VEB), el virus linfotropico humano de células
T, el poliomavirus de células de Merkel (PVCM), virus del sarcoma de Kaposi, entre otros.
El VPH se ha encontrado ampliamente en los carcinomas de células escamosas de
orofaringe en especial los genotipos de alto riesgo (VPH-AR) (Valls-Ontafién ef al. 2019,
You et al. 2019). El VEB infecta principalmente linfocitos B y algunos tipos de células
epiteliales, por lo tanto, se ha asociado a diversos tipos de linfomas de células B y
carcinomas. En los tumores de cabeza y cuello se ha asociado con el desarrollo de
carcinoma de nasofaringe (Farrel 2019). El PVCM se ha descrito como el agente causal
del carcinoma de células de Merkel (CCM), un carcinoma de la piel muy agresivo y poco
comun. A pesar de que este poliomavirus se encuentra como parte del microbioma normal
de la piel y que raramente causa una transformacion maligna, en pacientes con CCM, se
ha observado que puede aumentar el riesgo de desarrollar otros tipos de cancer (Hamiter
et al. 2017, Ahmed et al. 2022). Al ser las infecciones virales causantes de diversos tipos
de cancer, es importante estudiar los efectos de coinfecciones en el desarrollo de tumores
para proponer medidas de vigilancia epidemiolédgica, asi como desarrollar métodos de
deteccion temprana de tumores y estratificacion de riesgo para los pacientes, por esto el
objetivo del presente estudio es investigar la prevalencia de las infecciones por VPH, VEB
y PVCM, asi como el impacto de la coinfeccion en los estadios tumorales de pacientes

con TCOyO.



2. ANTECEDENTES

2.1 Tumores de cabeza y cuello.

Los tumores originados en la region de la cabeza y cuello son heterogéneos, la mayoria
de estos tumores son carcinomas de células escamosas (CCE) que derivan de las mucosas
de la cavidad oral, laringe, nasofaringe, orofaringe, hipofaringe y el tracto sino nasal, de
estos los de cavidad oral son los mas comunes. Este tipo de tumores tienen una frecuencia
mas alta en varones que en mujeres (1.75 a 5.75:1 dependiendo de la zona anatomica), la
incidencia varia entre diferentes regiones siendo el sur de Asia la region con mayores tasas
de incidencia, seguido de Norte América y Europa, esto se debe a la exposicion de diversos
carcinogenos, entre ellos, los derivados del tabaco (Aupérin 2020; Jhonson et al. 2020;

Chow 2020).
2.2 Anatomia de la cavidad oral y orofaringe.

La cavidad oral estd compuesta por los labios, el paladar duro, el reborde alveolar superior
e inferior, las encias, la region sublingual o piso de la boca, la mucosa bucal o mejilla
intraoral, trigono retromolar y los dos tercios anteriores de la lengua. La orofaringe se
compone de la base de la lengua, paladar blando, las amigdalas y la pared faringea, en la
Figura 1 se representa su localizacion anatémica (Vogel ef al.2010; Guzman et al. 2011;

Ketabat ef al. 2019).
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Figura 1. Anatomia de la cavidad oral y la orofaringe. Modificado de Head and Neck anatomy by

BioRender.com (2022). Obtenido de https://app.biorender.com/biorender-templates.



2.3 Tumores de cavidad oral y orofaringe.

Existen distintos tipos de tumores que se pueden desarrollar en la cavidad oral y
orofaringe, de ellos el mds comun es el CCE que representa mas del 90% de los casos, los
casos restantes se deben a linfomas u otros tipos de tumores menos comunes como
melanomas, liposarcomas, angiosarcoma, entre otros (Vogel et al. 2010). El CCE por lo
regular se desarrolla en una serie de pasos ordenados empezando como una hiperplasia de
células epiteliales, después una displasia, seguido de la formacion del carcinoma in situ
para terminar en un carcinoma invasivo. Es necesario notar que una gran cantidad de
pacientes diagnosticados con CCE no contaban con antecedentes de lesion premaligna,
esto dificulta la deteccion temprana del tumor impactando negativamente en el pronostico

(Jhonson et al. 2020).

2.4 Factores de riesgo y clasificacion de los tumores de cavidad oral y

orofaringe.

La aparicion de tumores de cavidad oral y orofaringe se ha asociado a diferentes factores,
estos pueden ser de conductas, como el consumo en exceso de alcohol y tabaco, una mala
dieta, una higiene deficiente, entre otras; en diferentes estudios se ha observado el papel
del microbioma como factor de riesgo, asi como las infecciones virales, siendo la
infeccion por virus del papiloma humano el factor de riesgo bioldgico méas documentado
(Al-Hebshi ef al. 2019; Faria et al. 2020). Para clasificar los tumores solidos se utiliza el
sistema de estadios TNM disefiado por Pierre Denoix en 1944, este sistema se utiliza para
clasificar los tumores antes de cualquier tratamiento (cTNM), después de tratamiento
quirargico (pTNM), y en reincidencias del tumor (rTNM) para agrupar al paciente en
algin grupo de riesgo y elegir el manejo mas adecuado para el paciente. La clasificacion
T de los tumores de cavidad oral y de orofaringe se basa en el tamafo y profundidad de
invasion del tumor (DOI: depth of invasion) (tabla 1), la clasificacion N se basa en la
propagacion a ganglios linfaticos y la extension tumoral fuera de los ganglios linfaticos
(ENE: extra nodal extension) (tabla 2), la clasificacion M se refiere a la presencia de
metastasis lejana (Kato et al. 2020; Speight y Farthing 2018; Zanoni et al. 2019; Ettinger
etal. 2019).



Tabla 1. Clasificacion T de tumores de cavidad oral y orofaringe. DOI: profundidad de invasion

Categoria Criterios cavidad oral Criterios orofaringe
Tx No se puede evaluar el tumor primario
T0 p16 (+) en ganglios cervicales, pero no se
identifica tumor in situ

Tis Carcinoma i situ Carcinoma in situ

T1 Tumor< 2 cm, DOI £ 5mm Tumor £2 cm

T2 Tumor£2cm,DOI>5mm y< 10 mm, Tumor>2cm,pero<4cm
otumor >2 cm, pero< 4 cm, DOI < 10
mm

T3 Tumor>4 am o cualquier tumorcon DOl Tumor > 4 cm o con extension a la
> 10 mm epiglotis

T4a Enfermedad local moderadamente Enfermedad  local moderadam ente
avarzada (invason de estucturas avanzada (invasion de laninge, musculos
adyacentes: hueso cortical, piel delacara extrinsecos de la lengua, pterigoides
seno maxilar. medio, paladar duro o mandibula).

TH Enfermedad local muy avanzada

(invasion de espacio masticador, placas
pterigoides, base del «craneo o
revestimiento de la artenia carotida intema




Tabla 2. Clasificacion N de tumores de cavidad oral y orofaringe. ENE: extension fuera de los ganglios

linfaticos.
Categoria Cavidad oral Orofaringe
NX Ganglios regionales no se pueden evaluar  Ganglios regionales no se pueden evaluar
NO No existe metastasis en ganglios regionales No existe metastasis en ganglios regionales
N1 Metastasis en un solo ganglioipsilateral £3 Metastasis a uno o mas ganglios ipsilaterales
am, ENE (-) <6cm
N2 Metastasis en un solo ganglioipsilateral >3 Metastasis a ganglios contralaterales o
an y < 6 cm y ENE (-); o metastasis en bilaterales<6 cm
multiples ganglios ipsilaterales £ 6 cm y
ENE (-): o en ganglios bilaterales o
contralaterales <6 cm yENE ()
N2a Metastasis en un solo ganglioipsilateral > 3
an y< 6 cm yENE (-)
N2b Metastasis en  maultiples ganglios
ipsilaterales < 6 cm yENE (-)
N2¢ Metastasis en ganglios bilaterales o
contralaterales <6 cm yENE ()
N3 Metastasis enun ganglio> 6 cm y ENE (-); Metastasis a ganglios> 6 am
0 metastasis en cualquier ganglio(os) con
ENE ()
N3a Metastasis en un ganglio > 6 am yYENE ()
N3b Metastasis en cualquier ganglio(os) con

ENE (4)

2.5 Diagnéstico y tratamiento de los tumores de cavidad oral y orofaringe.

Para realizar un diagnostico adecuado de estos tumores se requiere analizar diversos
aspectos clinicos, se debe de evaluar clinicamente la zona afectada, asi como recabar todos
los antecedentes clinico-epidemiolédgicos del paciente, se debe efectuar una tomografia de
la zona afectada y/o una resonancia magnética para evaluar el tamafo, grosor y
profundidad del tumor, después del estudio radiolégico se debe realizar una biopsia para
determinar la linea germinal del tumor existente. Se puede evaluar adicionalmente factores
moleculares del tumor como la expresion de p16 en el caso de tumores de orofaringe, asi
como PD-L1 en caso de tumores recurrentes. (Vogel et al. 2010; Chow 2020; Machiels et
al. 2020). Para el tratamiento de estos tumores se utilizan la cirugia, la radioterapia y la
quimioterapia, solas o en combinacion. La cirugia se utiliza como primera opcion, puede
ser parcial o completa, esto depende del estadio tumoral en el que se encuentra el paciente.

Como segunda opcion se utiliza la radioterapia, o como consolidacion después de la



cirugia, en el caso de reseccion completa, se utiliza como tratamiento de consolidacion,
cuando se trata de resecciones parciales, se combina con radioterapia/quimioterapia para
alcanzar la erradicacion tumoral restante, los quimioterapéuticos mas utilizados contra
estos tumores son la doxorrubicina y el cisplatino (Machiels et al. 2020; Ketabat et al.
2019; Irimie et al. 2017; Lin 2017). En el caso de pacientes con tumores metastasicos o
refractarios/recurrentes se utiliza principalmente la inmunoterapia, los anticuerpos
monoclonales cetuximab (anti- HER1), nivolumab y pembrolizumab (anti-PD-1) son los
agentes autorizados por la FDA para tratar a este tipo de tumores (Jhonson et al. 2020).
El tratamiento elegido depende de distintas caracteristicas del paciente como el estadio
tumoral, la condicioén general, la edad, en el caso de tumores de orofaringe, la infeccion
por VPH, entre otras. Debido a que la enfermedad por si misma causa destruccion de
estructuras anatomicas adyacentes, por su patron de crecimiento invasivo, se generan en
el paciente distintas secuelas que disminuyen su calidad de vida. Las funciones que se ven
afectadas por el tumor incluyen el deglutir, respirar, toser y hablar. Estas funciones
también se ven afectadas con los tratamientos utilizados al cambiar la configuracion
anatomica de los tejidos involucrados (Machiels ef al. 2020; Ketabat ef al. 2019; Pezdirec

et al. 2019).

2.6 Virus oncogénicos.

Las infecciones virales son las causantes de diversas enfermedades en el ser humano, estas
enfermedades pueden ir desde un cuadro clinico leve como en el resfriado comun, hasta
enfermedades mortales como la causada por el ébola, la hepatitis, entre otras. En las
ultimas décadas se han asociado cada vez mas las infecciones virales con el desarrollo de
diversos tipos de cancer, esto debido a su potencial como carcinégenos al generar
mutaciones en proteinas reguladoras del ciclo celular, provocar la sobreexpresion de
proteinas relacionadas con la supervivencia (inmortalizacion celular), etc. Esto lo logran
de diferentes maneras, algunos virus al insertar su material genético en la célula hospedera
puede causar mutaciones aleatorias que produzcan la inactivacion de genes de puntos de
control, también la interaccion de las proteinas virales con proteinas de la célula hospedera
puede provocar la inactivacion o el aumento en la actividad de dichas proteinas del

hospedero.



2.6.1 Virus del Papiloma Humano

Los papilomavirus son virus de ADN de doble cadena, no encapsulado, de forma
icosaédrica que infecta células epiteliales y las regiones mucosas de humanos y animales.
Esta familia se clasifica en 5 géneros (a, B, v, 1, V) y se conocen hasta el momento mas de
200 genotipos. El genoma viral se divide en 3 regiones: la region temprana de proteinas
reguladoras (E), la region tardia de proteinas estructurales (L) y la region reguladora rio

arriba (Vonsky et al. 2019; Yete et al. 2017; Tumban 2019).

El virus del papiloma humano (VPH) en su regiéon temprana de proteinas reguladoras
codifica para las dos principales oncoproteinas E6 y E7, estas proteinas estdn reguladas
por la expresion de la proteina E2, los genotipos que integran su ADN al hospedero
inactivan la expresion de E2 promoviendo la expresion de E6 y E7. Se clasifica el genotipo
viral seglin su potencial oncogénico en alto riesgo (VPH-AR) y bajo riesgo (VPH-BR),
los genotipos de bajo riesgo son asociados a lesiones benignas como verrugas o
papilomatosis, en cambio los de alto riesgo estan relacionados con neoplasias (Tumban

2019; de Sanjosé et al. 2018).

Los VPH-AR tienen distintas formas de evadir al sistema inmune, algunas de ellas son la
produccion de bajas copias dentro de la célula hospedera, regulaciéon de la via de
sefalizacion de interferon, inhibicion de moléculas de adhesion, etc.; esto disminuye la
capacidad de atraer diferentes células inmunitarias, como células de Langerhans, lo cual
promueve la prevalencia viral y aumenta la probabilidad de progresar al estado neoplasico

(de Sanjosé et al 2018).

Tabla 3. Clasificacion de los genotipos de VPH segun el riesgo oncogénico.

Clasificacion Genotipos
Alto riesgo 16, 18, 26,31, 33, 35, 39, 45, 51-53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 y 82.
Bajo riesgo 6,11,40,41, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 81, etc.




2.6.2 Virus de Epstein-Barr

El virus de Epstein- Barr (VEB), también conocido como gamaherpesvirus humano 4,
pertenece a la familia de los herpes virus, su genoma esta compuesto por ADN de doble
cadena lineal y presenta tropismo hacia células epiteliales y linfocitos B. Se estima que
mas del 90% de la poblacion adulta mundial se encuentre infectada. El VEB esta
clasificado segin la OMS como un carcinégeno clase I, ya que, se ha asociado con
diversos tipos de cancer como linfoma de Burkitt, cancer nasofaringeo, cancer gastrico,

entre otros (Ayee et al. 2020; Farrell 2019; Miinz 2019).

El genoma viral contiene aproximadamente 85 marcos abiertos de lectura, estos codifican
para diferentes proteinas tanto de la fase litica, como de la fase de latencia, ademas el
genoma codifica para distintos ARN pequenos no codificantes funcionales. En la tabla 4
se presentan las proteinas implicadas en la transformacién maligna y sus principales

blancos (Ayee et al. 2020; Farrell 2019; Miinz 2019).

El virus presenta dos fases la litica y de latencia, como otros herpesvirus en la fase litica
o productiva se replica el genoma viral para producir nuevas particulas virales, en la fase
de latencia el virus replica su genoma, pero sin producir nuevas particulas virales, esto lo
consigue integrando su genoma al del hospedero quedando como un provirus o formando
un episoma no integrado circular en el nlicleo que expresa solo ciertos genes que dirigen

la supervivencia de la célula hospedera (Ayee et al. 2020; Farrell 2019; Miinz 2019).



Tabla 4. Proteinas oncogénicas del virus de Epstein-Barr.

Proteina Fase viral Blanco Actividad biolégica
EBNA-1 Latencia I, Ty Il ADN en secuencias especificas Se une al origen de replicacion
(sitios con secuencias para promover la replicacion del
palindrémicas). ADN, ayuda a la segregacion del
ADN viral en las progenies.
EBNA-2 Latencia III Factores de transcripcion Aumenta la produccion de genes
(CBF1/RBP-Jk, PU.1, entre asociados con la proliferacion y
otros). supervivencia de las células.
EBNA-3 Latencia III Factores de transcripcion. Reprimen la actividad de p16 y de
BIM.
EBNA-LP Latencia III pRb, p53, pl4ARF, HA95, Promueven la  oncogénesis,
proteincinasas dependientes de reguladores del ciclo celular,
ADN, HAX-1, entre otros. inhibe la apoptosis.
LMP-1 Latencially Il  TRAF-1a6. Activa ERK, MAPK, PI3K/Akt,
INK, p38, NF-xB, JAK/STAT,
provocando  proliferaciéon y
supervivencia de las células,
ademas promueve la metastasis e
invasividad.
LMP-2 Latencia Il y III Sefial de supervivencia, inhibe

sefializaciébn para reactivacion
litica, previene apoptosis, ayuda
al escape de eliminaciéon por T

CD8".

2.6.3 Poliomavirus de Células de Merkel

El poliomavirus de células de Merkel (PVCM) es un virus de ADN de doble cadena
circular, su genoma codifica para regiones genéticas tempranas y tardias. En la region

temprana se codifican los genes para los antigenos T (uno grande LT y uno corto sT), los
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cuales se expresan inmediatamente durante la infeccion viral y hasta la replicacion del
ADN viral. En la region tardia se codifican los genes de la capside viral (VP1, VP2 y
VP3). Tanto la proteina LT como la sT se unen a proteinas de choque térmico del
hospedero, y la proteina LT se conoce por tener un motivo de unién a Rb lo cual produce
la inactivacion de esta proteina supresora de tumores (Spurgeon ef al. 2021, 2022; Becker

et al. 2019; Ahmed et al. 2022; Wu et al. 2019).

El PVCM se identificé por primera vez en muestras de pacientes con CCM, este es un
tumor de la piel muy agresivo con muy baja incidencia, los factores de riesgo asociados a
este tumor son la exposicion prolongada a luz UV, la inmunosupresion, la edad avanzada

y la infeccion por este poliomavirus (Ahmed et al. 2022; Wu et al. 2019).
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3. JUSTIFICACION

Los TCOyO son un grave problema de salud. Gracias a los esfuerzos mundiales por
disminuir el consumo de tabaco, la incidencia de este tipo de tumores no ha aumentado,
sin embargo, se ha encontrado un incremento en casos de pacientes jovenes con este tipo
de tumores. Es posible que una de las causas de este incremento sea debido al aumento en
la incidencia de infecciones por virus con potencial oncogénico. Observar la prevalencia
de infecciones virales, asi como sus coinfecciones en pacientes con TCOyO puede

contribuir para proponer medidas de prevencion y deteccion temprana.
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4. HIPOTESIS

Se encontrard una alta prevalencia del VPH y es posible establecer alguna correlacion
entre la presencia de VPH-AR, la co-infeccion por VEB 0 PVCM vy el estado clinico de

pacientes con diagnostico de TCOyO de una unidad médica de tercer nivel del Noreste de

México.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar la presencia y genotipos del VPH, y la co-infeccion por los VEB y PVCM en
muestras de pacientes con diagndstico de TCOyO de una unidad médica de tercer nivel

del Noreste de México.

5.2. Objetivos especificos

* Determinar la prevalencia de la infeccion por VPH e identificar los genotipos de
alto riesgo presentes en TCOyO.
* Determinar la prevalencia de la infeccion y co-infeccion por el VEB y el PVCM

en TCOyO.

13



6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Diseiio del estudio
Se realiz6 un estudio observacional, transversal, descriptivo y retrospectivo.
6.2. Conjuncion de grupo de estudio.

Se conjuntaron muestras fijadas con formol y embebidas en parafina (FFEP) de tumores
de cavidad oral y orofaringe de pacientes de la Unidad Médica de Alta Especialidad
(UMAE) No. 25 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) del periodo de agosto
del 2017 agosto del 2020. Los especimenes clinicos fueron preparados por el
departamento de Otorrinolaringologia y Oncologia Quirtrgica y procesadas por el
Departamento de Anatomia Patologica. Se incluyeron muestras que cumplieron con los
criterios de inclusion y con historial clinico completo. Los datos clinico-epidemiolédgicos,
como edad, sexo, sitio tumoral, subsitio anatomico, tipo de reseccidon, diagnostico
histopatologico, evolucion, estadio tumoral, consumo de tabaco y consumo de alcohol,

fueron recabados por indagatoria en el expediente clinico del paciente.

El estudio contd con dictamen de aprobacion de Etica e Investigacion por el Comité Local
de Investigacion en Salud No. 1901 del IMSS con registro R-2021-1901-065. No fue
necesario solicitar el consentimiento informado del paciente debido a que es un estudio
retrospectivo en el cual se tomaron muestras del banco de tumores de la UMAE No. 25.
Los datos especificos del paciente se han resguardado con confidencialidad asegurando el

anonimato de los pacientes.
6.3. Extraccion de ADN

A los especimenes FFEP recolectados se les tomo una muestra de 2 mm con sacabocados
de la zona tumoral, se procedi6 a realizar una extraccion de ADN con el kit nucleospin
DNA FFPE XS (Macherey—Nagel, Diiren, Alemania) siguiendo el procedimiento
establecido por el fabricante. Primero se realizé un proceso para remover la parafina del

tejido con solucidon disolvente a 60°C por 3 min, posteriormente se lisaron las células
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utilizando proteinasa K y se dejo incubar por 3 h, para finalizar se purificé el ADN
mediante columnas de afinidad realizando lavados y elucién de la muestra. Se determino
la pureza y concentracion del ADN mediante espectrofotometria 260 y 280 nm con el

NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, DE, EUA).

6.4. Deteccion y genotipificacion del VPH

Para detectar el material genético del VPH en las muestras y ademas determinar su
genotipo de utilizo el kit AMPLIQUALITY HPV-TYPE EXPRESS v3.0 (AB Analitica,
Padua, Italia). Este kit emplea cebadores especificos biotinilados para amplificar un
fragmento de la region L1 del genoma viral. Los amplicones resultantes se desnaturalizan
e hibridan con sondas especificas fijadas en tirillas, que tienen capacidad para identificar
hasta 41 genotipos diferentes del virus. Las tirillas cuentan con un control de la extraccion

de ADN (gen TST) y un control positivo (plasmido con fragmento del VPH 61).

La amplificacion de la region L1 se llevo a cabo mediante una reacciéon de PCR punto
final con el reactivo HPV- TYPE EXPRESS MIX que contiene los elementos necesarios
para realizar la reaccion (ADN polimerasa, cebadores biotinilados, dNTP’s, etc.). Se
realizaron reacciones independientes utilizando 20 uL de reactivo con 5 uLL del ADN. Las
condiciones de amplificacion se muestran en la tabla 5. Cada ensayo incluy6 un control
positivo interno (gen TST y plasmido con fragmento de VPH 61) y uno negativo (agua

destilada).

Tabla 5. Condiciones de amplificacion. Region L1 del genoma de VPH por medio de kit AMPLIQUALITY
HPV-TYPE EXPRESS v3.0.

Nimero de ciclos Temperatura (°C) Duracién (min)
’ 50 2
95 10
95 0.5
50 50 0.5
72 0.5
1 72 5
Mantener 10 Indefinido
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Después se realizé un paso de desnaturalizacion, se tomaron las tirillas con unas pinzas y
se rotularon sobre la linea de marca con lapiz. Una vez rotuladas, se colocaron sobre una
canaleta de la bandeja de tirillas con la linea de marca boca arriba. Se afiadieron 20 uL de
solucion desnaturalizante en la orilla de cada canaleta, posteriormente, se afiadieron 10 uL
de producto de PCR sobre la gota de solucion desnaturalizante y se mezclaron por pipeteo,
finalmente se incubo a 25 °C por 5 min. Posteriormente se realizo el paso de hibridacion,
primero se afiadieron 2 mL de solucion HYB-1 precalentado a 42 °C a cada canaleta,
después se coloco la bandeja en un bafio de agua con agitador a 42 °C, y se incubo por 60

min a 80 rpm.

Para la revelacion de resultados, una vez terminada la incubacion, se retir6 la solucion de
hibridacion de cada canaleta mediante aspiracion y se afiadieron 2 mL de solucion con
diluida, después se colocd la bandeja en bafio de agua con agitador a 42 °C por 15 min
agitando suavemente. Seguido de la incubacion, se removio el liquido por aspiracion y se
lavo con 2 mL de solucidn rin agitando por 2 min a temperatura ambiente. Se aspiro6 la
canaleta y se colocaron 2 mL de solucion nbt/bcip, y se incubd en la oscuridad por 8 min.
Después, se retiro el liquido y se anadieron 2 mL de solucion STOP y se incub6 por 2 min.
Para finalizar se removieron las tirillas y se dejaron secar por completo entre dos toallas

de papel.

Para la interpretacion de resultados se verifico que las bandas de control estuvieran
presentes (control de amplificacion, VPH universal y control de tincion), si alguna banda
de control estaba ausente se invalido6 la tirilla. Si la banda de VPH universal estaba
presente, la muestra se consideraba positiva para VPH, si una o mas bandas de genotipo
estaban presentes, la muestra presentaba esos genotipos, si no se encontr6 ninguna banda
de genotipo, pero la banda VPH universal estaba presente, se consideraba solo la presencia
de VPH en la muestra ya que no se pudo determinar el genotipo. La figura 2 muestra el

patron de bandas para interpretacion del genotipo.
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Figura 2. Patron de bandas para determinar genotipo. Se utiliz6 el kit AMPLIQUALITY HPV-TYPE
EXPRESS v3.0.

6.5. Deteccion del VEB y PVCM

La deteccion del VEB y PVCM se llevo a cabo por medio de reacciones independientes
de qPCR utilizando el kit GoTaq Probe qPCR Master Mix (Promega, WI, EUA) y
cebadores especificos. Para la deteccion del VEB se amplifico un fragmento de la region
LMP2 (NCBI, GenBank — No. Acceso: V01555) del genoma del virus empleando
cebadores que fueron disefiados con base en un ensayo publicado por Ryan y
colaboradores en 2004. Los oligonucleotidos seleccionados amplifican una region de 69

pb de longitud, sus secuencias se encuentran en la Tabla 6. En el caso de PVCM, se
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utilizaron cebadores que amplificaron a la region VP1 (NCBI—No. Acceso: EU375803.1)
del genoma del virus, generando un amplicoén de 92 pb (Tabla 6). La estandarizacion de
las reacciones se llevd a cabo por medio de un bloque de ADN sintético (gBlock Gene
Fragment, IDT— Integrated DNA Technologies, California, US) que contiene los
amplicones LMP2 del VEB y VP1 del PVCM. Se realizaron diluciones seriadas del bloque
sintético para generar una curva de calibracion y se evaluaron también los limites de

deteccion y la eficiencia de la reaccion.

Tabla 6. Oligonucleotidos dirigidos a la region LMP2 del VEB y VP1 de PVCM.

Amplicon Nomb re Secuencias d e oligonucleotidos
i OligogF  5°-AGC TGT AAC TGT GGT TTC CAT GAC-3'
VEB Sonda  6FAMS’-CTG CTG CTACTG GCT TTC GTC CTC TGG-3’ TAMRA
69 pb Olig)R  5°-GCC CCCTGG CGA AGA G-3’

OligoF 5°-TAC AAG CAC TCC ACC AAAGC-3
Sonda 6F AM5-ACA ACAGAG AAACTCCTIG TICCTACT -3 TAMRA
OligoR 5°-CAG CATGGC TAAGAT AATCAG AAAC-S

PVCM
92 pb

6.6. Analisis estadistico.

Los analisis descriptivos fueron realizados empleando frecuencias absolutas y porcentajes
para el caso de variables cualitativas y medianas y rangos para las variables cuantitativas.
Se realizé una comparacion de poblaciones utilizando la x> de Pearson o la prueba exacta
de Fisher para muestras independientes cualitativas y la prueba U de Mann-Whitney para
comparacion de rangos de muestras independientes cuantitativas. Para determinar la
significancia estadistica se consider6 un valor de p menor a 0.05. Los analisis estadisticos
se realizaron empleando el paquete estadistico IBM SPSS Statistics (Version 25, SPSS.
Inc., Chicago, E.U.A.).
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7. RESULTADOS

7.1. Caracteristicas Clinico-Epidemioldgicas del grupo de estudio

Se conjunto6 un grupo inicial de 60 especimenes provenientes de pacientes con diagndstico
clinico de cancer de cavidad oral y orofaringe (CaCOyQO) del periodo de agosto 2017-
agosto 2020. Se excluyeron todas aquellas con insuficiente cantidad de tejido tumoral o
baja calidad en la extraccion de ADN al no amplificar los controles internos (control de
extraccion gen TST humano) del kit para deteccion de VPH. Finalmente, el grupo de
estudio se conformo por 41 muestras. La mediana de edad encontrada fue de 62 afios, con
un rango de 38 a 91 afios, y el 70.7% de los pacientes eran del sexo masculino. El principal
sitio de tumor fue la cavidad oral (78.1%) y la lengua fue el subsitio anatobmico donde se
encontr6 la mayor cantidad de incidencias (61.0%). El carcinoma epidermoide
moderadamente diferenciado fue el diagnostico histopatologico mas frecuente (73.2%).
Los estadios tumorales avanzados (III y IV) fueron los més comunes (34.1% y 43.9%
respectivamente). El 53.7% de los pacientes afirm6 consumir tabaco y el 70.7% alcohol.

La Tabla 7 resume las caracteristicas clinico-epidemiologicas de los pacientes incluidos.
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Tabla 7. Caracteristicas clinico-epidemiologicas de los pacientes y deteccion de VPH y VEB

Virus del Papiloma Humano Virus de Epstein-Barr
(;lrit:;) Positivo Negativo Positivo Negativo
w14 @) " e @3

Edad (aiios) 62 [38-91] 52 [38-87] 66 [38-91] 0.058 71.5[62-91] 60[38-82] 0.026
>60 afios 25 (60.9%) 6 (24.0%) 19 (76.0%) 6 (24.0%) 19 (76.0%)

Sexo 0.517 0.245
Masculino 29 (70.7%) 9 (31.0%) 20 (69.0%) 3(10.3%) 26 (89.7%)
Femenino 12 (29.3%) 5 (41.7%) 7 (58.3%) 3 (25.0%) 9 (75.0%)

Sitio de tumor 0.954 0.484
Cavidad oral 32 (78.1%) 11 (34.4%) 21 (65.6%) 4 (12.5%) 28 (87.5%)
Orofaringe 9 (21.9%) 3 (33.3%) 6 (66.7%) 2 (22.2%) 7 (77.8%)

Subsitio anatémico 0.139 0.602
Lengua 25 (61.0%) 12 (48.0%) 13 (52.0%) 5(20.0%) 20 (80.0%)
Paladar 3 (7.3%) 1 (33.3%) 2 (66.7%) 1 (33.3%) 2 (66.7%)

Encias 5(12.2%) 0 (0.0%) 5 (100.0%) 0 (0.0%) 5 (100.0%)

Amigdalas 4 (9.8%) 1 (25.0%) 3 (75.0%) 0 (0.0%) 4 (100.0%)

Piso de boca 3(7.3%) 0 (0.0%) 3 (100.0%) 0 (0.0%) 3 (100.0%)

Mucosa bucal 1(2.4%) 0 (0.0%) 1 (100.0%) 0 (0.0%) 1 (100.0%)

Tipo de reseccion 0.923 0.572
Completa 18 (43.9%) 6 (33.3%) 12 (66.7%) 2(11.1%) 16 (88.9%)

Parcial 23 (56.1%) 8 (34.8%) 15 (65.2%) 4(17.4%) 19 (82.6%)
Diagnéstico histopatolégico 0.168 0213
CEMD 30 (73.2%) 10 (33.3%) 20 (66.7%) 5(16.7%)  25(83.3%)

CEBD 5(12.2%) 1 (20.0%) 4 (80.0%) 0 (0.0%) 5 (100.0%)

CEPD 3(7.3%) 0 (0.0%) 3 (100.0%) 0 (0.0%) 3 (100.0%)
CEBDQ 1(2.4%) 1 (100.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (100.0%)

CEIS 1 (2.4%) 1 (100.0%) 0 (0.0%) 1 (100.0%) 0 (0.0%)

AS 1 (2.4%) 1 (100.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (100.0%)
Evolucién (meses) 5[1-24] 5.5[1-24] 6[1-24]  0.740 5[1-24] 571-24]  0.926
Estadio tumoral (TNM)?* 0.587 0.614

I 2 (4.9%) 1 (50.0%) 1 (50.0%) 0 (0.0%) 2 (100.0%)

I 7 (17.1%) 1 (14.3%) 6 (85.7%) 1 (14.3%) 6 (85.7%)

11 14 (34.1%) 6 (42.9%) 8 (57.1%) 1(7.1%) 13 (92.9%)

v 18 (43.9%) 6 (33.3%) 12 (66.7%) 4(22.2%) 14 (77.8%)

Consumo de tabaco 22(53.7%)  4(182%)  18(81.8%) 0.020 4(182%) 18 (81.8%) 0.489
Consumo de alcohol 29 (70.7%) 9 (31.0%) 20(69.0%) o0.517 3(103%) 26(89.7%) 0.245

L0s valores se muestran en recuenclas absolutas (porcentaje). La edad v 12 evolucion se presentan como mediana [rangoj.
*De.acuerdo a la 8° edicion de la guia de la Unién Intefnacional para el Control del Cincer (UICC) TNM.

CEMD, carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado; CEBD, carcinoma epidermoide bien diferenciado; CEPD, carcinoma
epidermoide poco diferenciado; CEBDQ, carcinoma epidermoide bien diferenciado queratinizante; CEIS, carcinoma epidermoide m
situ; AS, angiozarcoma.
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7.2. Deteccion y genotipificacion del VPH en muestras de pacientes con diagndstico
de cancer oral y orofaringe.

Se evaluo6 la presencia del VPH en 41 muestras de pacientes con diagnostico de cancer
oral y orofaringe de los cuales, el virus fue detectado en 14 (34.1%). La mediana de edad
en afios de los pacientes positivos para el VPH fue de 52 [38-87] y de éstos, 6 (24.0 %)
eran mayores de 60 afios. Un total de 9 pacientes positivos (31%) son del sexo masculino.
La presencia de VPH fue detectada en mayor proporcion en pacientes con cancer de
cavidad oral, con 11 casos (34.4 %). La lengua fue el subsitio anatdbmico mas comun de
los positivos con 12 frecuencias (48%). El tipo de reseccion mas utilizada en estos
pacientes fue la parcial y el diagnostico histopatoldgico con mayor numero de casos
positivos fue el cancer epidermoide moderadamente diferenciado, los estadios avanzados
fueron en los que se detectdé con mayor frecuencia la presencia del VPH, 9 pacientes (31.0
%) afirmaron consumir alcohol y 4 tabaco (18.2 %), se encontr6 una diferencia
significativa entre el consumo de tabaco y la presencia de VPH (p=0.020). No se encontr6
diferencia significativa entre la presencia del VPH y las otras caracteristicas clinico-
epidemiologicas del paciente (p < 0.05).

Todos los especimenes positivos para VPH presentaron al menos un genotipo de VPH-
AR. El VPH-16 fue el genotipo mas frecuente con 13 casos (92.8 %). De estos, 7 (53.8
%) se presentaron como mono infeccion y los 6 (46.2%) restantes en coinfeccidon con otros
genotipos. El genotipo 18 fue el segundo mas encontrado con 5 casos (35.7%), 4 (80 %)
en coinfeccion y 1 (20 %) como unico agente infeccioso. El genotipo 33 fue encontrado
en 1 caso (7.1%). Por otra parte, el unico VPH-BR encontrado fue el VPH-11, teniendo 2
casos (14.3%) en nuestro grupo de estudio. El paciente No. 15 tuvo infeccion por 3
genotipos de VPH (11, 16 y 18), los pacientes 9, 11, 13, 14 y 42 presentaron 2 genotipos,
4 con coinfeccion por 2 VPH-AR (16 y 18 0 16 y 33) y 1 con coinfeccion de 1 VPH-AR
y 1 VPH-BR (11 y 16). En la Tabla 8 se resumen las caracteristicas de los pacientes con

infeccion por VPH.
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Tabla 8. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los pacientes positivos a VPH.

Paciente 09 10 11 13 14 15 19 20 21 29 31 33 34 38
Edad 60 75 50 46 70 38 62 66 41 53 42 51 51 87
Sexo M F F F M M M M M M F M F M
. . Cavidad Cavidad Cavidad Cavidad Cavidad Cavidad Cavidad Cavidad Cavidad Cavidad . Cavidad .
Sitio del tumor Orofaringe Orofaringe Orofaringe
oral oral oral oral oral oral oral oral oral oral oral
. Base de Borde Borde Borde Borde Borde Borde Borde Borde Borde Paladar . Borde Base de
Subsitio Amigdala
lengua lengua lengua lengua lengua lengua lengua lengua lengua lengua duro lengua lengua
Reseccion Parcial Completa Parcial Completa ~ Completa Completa Parcial Parcial Completa Parcial Parcial Parcial Completa Parcial
Diagnostico CEMD CEMD  CEBD  CEMD  CEMD CEBD  CEMD CEMD  CEMD  CEMD AS CEMD CEMD CEIS
histopatologico
Tiempo de
evolucion 1 12 8 6 4 5 6 1 5 6 3 2 7 24
(meses)
Antecedente de
infeccion por No No No No No No No No No No No No No No
VPH
Estadio tumoral 1 2 2 2 1 1 4 4 3 4 3 4 2 4
(M
Estadio tumoral 2 1 1 0 0 1 0 0 1 2 0 0 1 2
™
Estadio tumoral 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(M)
Grado Tumoral v 1 1 1l 1 I v v I v 1 v 1 v
Tabaquismo - - - - - - - - - -
Etilismo - - + + - - - + + +
Deteccion de
+ + + + + + + + + + + + + +
VPH
Genotipo de
VPH 11y16 16 16y 18 16y 18 16y 18 11,16y 18 16 16 16 18 16y 33 16 16 16

*De acuerdo a la 87 edicion de la guia de la Union Internacional para el Control del Cancer (UICC) TNM

CEMD, carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado; CEBD, carcinoma epidermoide bien diferenciado; CEBDQ, carcinoma epidermoide bien
diferenciado queratinizante; CEIS, carcinoma epidermoide in situ; AS, angiosarcoma.
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7.3. Deteccion del VEB en muestras de pacientes con diagndstico de cancer oral y

orofaringe.

Se detecto el genoma del VEB en 6 de 41 pacientes (14.6%) con diagnostico clinico de
CaCOyO. Todos los pacientes positivos para VEB eran mayores de 60 afios, con una
mediana de 71.5 afios [62-91]. 3 pacientes (10.3%) afirmaron consumir alcohol y 4
pacientes (18.2%) consumian tabaco. Los tumores de cavidad oral fueron en los que mas
se detect6 el VEB en 4 pacientes (12.5%), el subsitio tumoral mas frecuente fue la lengua
con 5 casos (20.0%), el estadio tumoral IV se encontré en 4 especimenes (22.2%), la
reseccion parcial fue la mdas utilizada en 4 pacientes (17.4%) y el diagnostico
histopatologico mas comun con 5 casos (16.7%) fue el carcinoma epidermoide
moderadamente diferenciado. Se encontrd diferencia significativa entre la edad del
paciente y la deteccion de VEB (p= 0.026). No se encontr6 diferencia significativa entre
la presencia del VEB y las otras caracteristicas clinico-epidemiologicas del paciente (p <
0.05). En la Tabla 9 se muestran las caracteristicas de los pacientes con infeccion por

VEB.
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Tabla 9. Caracteristicas clinico-epidemiologicas de pacientes positivos a VEB.

Paciente
Edad

Sexo

Sitio del tumor

Subsitio
Reseccion
Diagnéstico

histopatologico

Tiempo de
evolucion (meses)

Antecedente de
infeccion por
VPH

Estadio tumoral

(T

Estadio tumoral

™)

Estadio tumoral
™)

Grado Tumoral ?

Tabaquismo

Etilismo

Deteccion de
VPH

Genotipo de VPH

Deteccion de VEB

Coinfeccion

01
65

F

Cavidad
oral
Borde
lengua

Completa

CEMD

v

02
70

M

Cavidad
oral
Borde
lengua

Completa

CEMD

III

07
62

F

Cavidad
oral
Borde
lengua

Parcial

CEMD

v

18
91

F

Cavidad
oral
Borde
lengua

Parcial

CEMD

No

II

36
73
M

Orofaringe

Paladar
blando
Parcial

CEMD

v

38
87
M

Orofaringe

Base de
lengua

Parcial

CEIS

24

v

16

“De acuerdo a la 8° edicion de la guia de la Union Intemacional para el Control del Cancer (UICC) TNM, CEMD,

carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado; CEIS, carcinoma epidermoide in situ]
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Se detecto la coinfeccion por VPH y VEB en un solo paciente, se trata de un masculino
de 87 afios con tumor de orofaringe situado en la base de la lengua con diagnostico
histopatologico de carcinoma epidermoide in situ grado I'V. El genotipo 16 del VPH fue

encontrado en este paciente.

7.4. Deteccion del PYCM en muestras de pacientes con diagndstico de cancer oral y

orofaringe.
Se determinoé la presencia de material genético del PVCM mediante reacciones de qPCR

en 41 pacientes con diagnostico de CaCOyO. Se observd una prevalencia del 0% de

PVCM en este grupo de estudio.
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8. DISCUSION

Los tumores de cavidad oral y orofaringe son heterogéneos, mas del 90 % de estos son
carcinoma de células escamosas, estos tumores se han asociado a diferentes causas las
cuales pueden ser por habitos del paciente como el abuso en el consumo de tabaco o
alcohol, también se ha descrito la etiologia viral como una de las principales causas de
estos tumores, la cantidad de pacientes jovenes sin antecedentes de consumo de tabaco o
alcohol que desarrollan estos tipos de cancer ha ido en aumento y se ha propuesto que la
infeccidn por virus oncogénicos puede ser la causa de este aumento en la incidencia, en el
presente estudio se determiné la prevalencia de infecciones por VPH, VEB y PVCM, asi
como sus coinfecciones en pacientes con tumores de cavidad oral y orofaringe (Fakhry et

al. 2019).

El grupo de estudio se conformd por 41 especimenes de pacientes con diagndstico de
CaCOyO recolectadas del banco de tumores de la UMAE No. 25 del IMSS, en este grupo
se encontro una mediana de edad de 62 afos con un 60.9% de pacientes con edad mayor
o igual a 60, la mayoria de nuestros pacientes eran de sexo masculino, la cavidad oral fue
el sitio de mayor recurrencia tumoral y el subsitio fue la lengua. Estos resultados
concuerdan con diversos estudios a nivel mundial que reportan una mayor incidencia de
este tipo de tumores en pacientes masculinos, mayores de 60 afios, asi como la cavidad
oral y la lengua como los sitios con mayor incidencia (Villagdbmez-Ortiz et al. 2016;

Mohebbi et al. 2018; Valls-Ontafion et al. 2019, Tagliabue et al. 2020).

El desarrollo de tumores de cavidad oral y orofaringe esta altamente relacionado con el
uso de tabaco y alcohol en exceso, esto debido a la inflamacion cronica asociada al uso de
estos productos, por esta razon se ha observado que este tipo de tumores se presenta en
mayor medida en personas de edad avanzada, en este estudio se encontrd que el 53.7%
consumian tabaco y el 70.7% alcohol y la mediana de edad fue de 62 afios concordando
con estudios previos (You et al. 2019; Fakhry et al. 2019; Tagliabue et al. 2020) los
estadios tumorales avanzados fueron los encontrados mas comunmente y esto se puede
deber al estatus socioecondmico de los pacientes y a la falta de informacion sobre este

tipo de padecimientos.
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La infeccion por VPH se considera como un factor de riesgo en los tumores de orofaringe,
se ha encontrado también en cavidad oral y laringe, en nuestro estudio se encontr6 una
prevalencia de infeccion por VPH en nuestra poblacion de 34.1%, Kreimer y
colaboradores reportaron en un meta analisis una prevalencia del 26% de positividad de
VPH en el mundo lo que contrasta con nuestros resultados, Bloomberg y colaboradores
reportaron en la poblacion danesa incidencias del 15.3% para hombres y 16.4% para
mujeres, por su parte Valls-Ontafion y colaboradores encontraron incidencias del 12.3%
en cavidad oral y 25.8% en orofaringe, Termine y colaboradores encontraron una
prevalencia del 34.5% de VPH, en el caso de Broccolo y colaboradores se encontraron
con una prevalencia del 25% para cancer de orofaringe y 0% en cancer de cavidad
oral.(Kreimer et al. 2005; Bloomberg et al. 2011; Valls-Ontafion et al. 2019; Termine et
al. 2008; Broccolo et al. 2018). Aunque no hay una diferencia significativa entre la edad
y la incidencia de este tipo de tumores en nuestro estudio, se puede observar que hay una
mayor cantidad de pacientes menores de 60 afios positivos a VPH, esta ligera tendencia
concuerda con estudios que mencionan el aumento en casos de tumores de cabeza y cuello
en personas jovenes con estatus de infeccion positiva a VPH (You et al. 2019; Fakhry et

al. 2019).

Los genotipos de alto riesgo se encontraron en mayor cantidad en nuestra poblacion siendo
los genotipos 16 y 18 los més prevalentes, esto concuerda con la literatura que menciona
a los arVPH como los mas encontrados en carcinomas de orofaringe y cavidad oral, asi
como los genotipos 16 y 18 como los mds comunes en este tipo de padecimientos
(Broccolo et al. 2018; Villagdbmez-Ortiz et al. 2016; Rapado-Gonzalez et al. 2020; Valls-
Ontafon et al. 2019; Tagliabue ef al. 2020). La prevalencia de infeccion por VPH
dependiendo del sitio anatémico fue de 34.4% para cavidad oral vs 33.3% para orofaringe,
esto contrasta con la literatura reportada en donde se ha encontrado mayor prevalencia en
los tumores de orofaringe (Bloomberg ef al. 2011; Broccolo et al. 2018; Tagliabue et al.

2020; Rapado-Gonzaélez et al. 2020).

El VEB se ha asociado a diferentes neoplasias, en el area de la cabeza y cuello se ha
asociado al carcinoma nasofaringeo, su rol en los carcinomas de orofaringe y cavidad oral

no ha sido estudiado a profundidad, en este estudio se encontraron prevalencias de 12.5%
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para cavidad oral y 22.2% para orofaringe, estas bajas prevalencias difieren de las
reportadas por Broccolo y colaboradores quienes reportan un 45% para orofaringe y
72.7% para cavidad oral, un estudio reportado por Deng y colaboradores reportd
prevalencias de 79.7% para orofaringe y 59.5% para cavidad oral, esto puede deberse a
las técnicas utilizadas para la deteccion del VEB, los autores utilizaron hibridacion in situ
para determinar la cantidad de ARN de la proteina EBER presente en la muestra (Broccolo
et al. 2018, Deng et al. 2014), un estudio realizado por Goldenberg y colaboradores
reportd una prevalencia del 25% en tumores de cabeza y cuello, de los cuales la mayoria
se encontraba en cavidad oral y orofaringe, estas muestras fueron evaluadas por qPCR
(Goldenberg et al. 2004). Todos los pacientes positivos a VEB eran mayores de 60 afios
con una mediana de edad de 71.5 afios, esto contrasta con lo reportado por Broccolo y
colaboradores (media 65anos) y Mulder y colaboradores (mediana 48 afios) (Broccolo et

al. 2018; Mulder et al. 2021).

La coinfeccion por VPH y VEB fue detectada solo en 1 paciente, esto representa el 11%
de los tumores de orofaringe en nuestro estudio, esto concuerda con lo reportado por
Broccolo y colaboradores, ellos encontraron un 10% de coinfeccién en tumores de
orofaringe y ninguna coinfeccion en cavidad oral, un estudio realizado por Jiang y
colaboradores reporta una prevalencia de coinfeccion por VPH y VEB del 70% en tumores
de base de lengua y un 25% en tumores de amigdalas, Al-Thawadi y colaboradores
encontraron un 34.7% de coinfeccion en muestras de CCE de diversos sitios anatdomicos,

(Broccolo et al. 2018; Jiang et al. 2015; Al-Thawadi et al.2020).

La presencia de PVCM no fue detectada en las muestras evaluadas, esto difiere con la
literatura que reporta la presencia de este virus en muestras de cavidad oral y orofaringe
en 6 a 16% (Munoz et al. 2020; Mohebbi et al. 2018; Hamiter ef al. 2017). Mulder y
colaboradores reportaron que no se detecto la presencia de PVCM en muestras de tumores
de cabeza y cuello y esto fue atribuido a la diferencia de sensibilidades de los métodos de
deteccion utilizados (Mulder ef al. 2021). En el presente estudio solo se utilizé el método
de qPCR para la deteccion de este virus, en algunos estudios utilizan este método y lo

complementan con hibridacion in situ de ARN o inmunohistoquimica del antigeno LT,
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pero en la mayoria de los casos se basan solo en la amplificacion de la region VP1 o LT3.
Ademas, en la gran mayoria de los casos positivos la cantidad de copias detectadas son

muy bajas.
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9. CONCLUSIONES

La prevalencia de infecciones por VPH en pacientes con tumores de cavidad oral
y orofaringe en este estudio fue similar a la reportada en otros lugares del mundo.

La prevalencia de infecciones por los VPH-AR 16 y 18 es similar a lo reportado

en la literatura.

Se observo una ligera tendencia a desarrollar estos tumores en pacientes de menor

edad infectados por VPH-AR, en comparacion con los que son VPH negativos.

Las coinfecciones por VPH y VEB son bajas en nuestra muestra de estudio.
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10. PERSPECTIVAS

Se necesita realizar un estudio con mayor cantidad de muestras para poder asociar
las coinfecciones por estos virus y el riesgo de padecer tumores de cavidad oral y
orofaringe.

Es necesario revisar otros marcadores biologicos para determinar si los virus o sus
coinfecciones son los responsables del desarrollo tumoral.

Se podrian incluir muestras de tejido no tumoral para establecer las diferencias en

las infecciones por estos virus en tejido sano y tumoral.
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